
Iara Garcia Miller de Souza

Triagem virtual na busca por produtos naturais inibidores da enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase de Sporothrix schenckii

Macaé
2022



Iara Garcia Miller de Souza

Triagem virtual na busca por produtos naturais inibidores da enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase de Sporothrix schenckii

Trabalho de Conclusão de Curso
(TCC) apresentado ao Instituto de
Ciências Farmacêuticas da
Universidade Federal do Rio de
Janeiro - Campus Macaé, como parte
dos requisitos necessários à
obtenção do grau de bacharel em
farmácia.

Orientadora: Profª Dra. Paula Alvarez Abreu

Macaé
2022



Iara Garcia Miller de Souza

Triagem virtual na busca por produtos naturais inibidores da enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase de Sporothrix schenckii

Trabalho de conclusão de curso (TCC) defendido e aprovado como requisito para
obtenção do título de farmacêutico.

Macaé, 21 de dezembro de 2022.

Comissão avaliadora:

Profª. Drª Paula Alvarez Abreu
http://lattes.cnpq.br/1275935652105959

Orientador e Presidente da Banca
UFRJ/Campus Macaé

Profª. Drª Elaine dos Anjos da Cruz da Rocha
http://lattes.cnpq.br/5154038840072425

UFRJ/Campus Macaé
1º Examinador

Dr. Evenilton Pessoa Costa
http://lattes.cnpq.br/7545026099459274

UFRJ/Instituto de Biodiversidade
e Sustentabilidade (NUPEM)

2º Examinador





AGRADECIMENTOS

Começo agradecendo a Jesus Cristo por todo amor, carinho e bênçãos

concedidos a minha vida. Tenho pessoas que me dedicam imenso amor e saúde e

isso é tudo que alguém pode querer.

Agradeço à minha familia pelo apoio incondicional em tudo que me proponho

a fazer. Em especial aos meus avós, Corina e Átila, e minha mãe, Flávia, por

acreditarem em mim mais que eu mesma. É um privilégio compartilhar a vida com

cada um de vocês e ser alvo de amor e dedicação de vocês, obrigada por

contribuírem na minha formação pessoal e profissional. Soma-se a este grupo

Gabriel sempre atencioso, amoroso e apaziguador dos turbilhões meu emocionais,

principalmente na vida acadêmica.

Às minhas amigas da graduação por todo o aprendizado compartilhado e

pelos momentos de leveza em meio às preocupações e adversidades enfrentadas

durante a graduação

A minha orientadora Paula Abreu pela paciência, dedicação, confiança,

incentivo e apoio. Para ela nada parece impossível, é só querer que a gente

consegue.

Ao João Pedro Mello por toda a paciência e boa vontade em co-orientar este

trabalho. Sua paciência e ânimo em ensinar tornou esse processo mais fácil e

enriquecedor.

A banca examinadora por disponibilizar seu tempo e contribuírem para a

ciência e educação no país.

Não posso esquecer de agradecer a todos os meus professores, cada

semeou em mim o interesse pelo conhecimento e pela ciência além de mostrarem

oportunidades que desconheciam ou pareciam utópicas.

A todos dedico muito carinho, pensamentos positivos e imensa gratidão.



RESUMO

A esporotricose é a infecção fúngica subcutânea hiperendêmica no Brasil,
podendo ser considerada uma doença negligenciada. Também pode se apresentar
na forma linfocutânea e na forma disseminada. Ela é causada principalmente por
Sporothrix schenckii e S. brasiliensis, fungos termodimórficos de transmissão
sapronótica ou zoonótica, respectivamente. O seu tratamento farmacológico longo e
caro e na esporotricose felina há o alto risco de transmissão gato-cuidador. As
estatinas são empregadas no controle de dislipidemias e colesterol através da
inibição da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A Redutase (HMGR) e observou-se
ação antifúngica in vitro para cepas de Sporotrhix spp. (BRILHANTE et al., 2020).
Assim, a busca por inibidores da SsHMGR a partir das estatinas usando modelagem
molecular pode contribuir para novos fármacos para o tratamento da esporotricose.
Identificar potenciais inibidores da HMGR de Sporothrix schenckii (SsHMGR) através
da triagem virtual baseada no farmacóforo e no receptor e avaliar as propriedades
farmacocinéticas e toxicológicas in silico. A estrutura tridimensional da SsHMGR foi
construída por modelagem comparativa no SWISS-MODEL e validada pela análise
do gráfico de Ramachandran no PROCHECK e nos servidores SAVEs e Prosa. A
validação do método de docking foi feita pelo redocking das estatinas na estrutura
cristalográfica HMGR de H. sapiens. O modelo de farmacofórico foi construído no
servidor Pharmit e a triagem virtual realizada nos bancos de dados Nubbe. As
moléculas que respeitaram o farmacóforo tiveram propriedades farmacocinéticas e
toxicológicas avaliadas nos servidores FAF-DRUGS4, pkCSM e Osiris Property
Explorer. Para a construção dos modelos, o molde usado foi o cristal PDB:2Q1L da
HMGR de Homo sapiens com percentual de identidade acima de 50% e de
cobertura de 33%. O desvio médio quadrado (RMSD) da sobreposição entre o
molde e os modelo foi de 0,26 Å. O modelo apresentou mais de 90% de resíduos
nas regiões favoráveis do gráfico de Ramachandran, pela análise do Verify 3D o
modelo teve 88,53% resíduos de aminoácidos com pontuação 0,2 e energia global
(score-Z) DE -9,13. Os redocking das estatinas apresentaram RMSD de 0.969 a
1.688 Å e energias de ligação teórica de -9.4 a -7.0 kcal/mol. Tanto o modelo quanto
a metodologia de docking foram validados. A atorvastatina foi o inibidor escolhido
para a construção do modelo farmacofórico por conservar no modelo, interações
importantes observadas também nas estruturas cristalográficas e na literatura. As
interações hidrofóbicas com os resíduos de Leu1186 e/ou Val895 e ligação de
hidrogênio com Ser1020, Lys1071, Asn 1091 se conservaram nas enzimas fúngicas
e humana, sendo consideradas no modelo farmacofórico. A triagem virtual no Nubbe
identificou inicialmente 10.047 possíveis inibidores da SsHMGR, após filtragem no
servidor FAF-Drugs 4 sobraram 973, das quais 110 moléculas foram submetidas a
uma inspeção visual. As 6 moléculas que respeitaram o farmacóforo tiveram
propriedades farmacocinéticas e toxicológicas e interações, destas 4 apresentaram
perfil farmacocinético e toxicológico teórico promissor. O modelo construído é
adequado para propor novos antifúngicos para o combate da esporotricose. A
triagem identificou quatro produtos naturais como potenciais inibidores da SsHMGR.
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1 INTRODUÇÃO

O impacto médico das infecções causadas por fungos ainda é subestimado, a

inclusão de doenças fúngicas na lista de doenças tropicais negligenciadas (DTNs)

da organização mundial da saúde ocorreu apenas em 2016, sendo o micetoma a

primeira (WHO, 2021; RODRIGUES e NOSANCHUK, 2020). O Fundo Global de

Ações contra Infecções Fúngicas (GAFFI - Global Action Fund for Fungal Infections)

defende que outras doenças fúngicas ainda devam ser incluídas na lista de DTNs da

OMS, são essas a esporotricose, paracoccidioidomicose e ceratite fúngica (GAFFI,

2021).

Os casos de infecções fúngicas invasivas impactam significativamente na

saúde do seu hospedeiro, segundo a GAFFI mais de 300 milhões de pessoas

sofrem de uma infecção fúngica grave por ano. O número de casos dessas doenças

está crescendo tanto na comunidade como nos serviços de saúde, assim se

tornando um problema de saúde pública (RODRIGUES e NOSANCHUK, 2020). Este

crescimento, especialmente nos ambientes hospitalares, está relacionado com o

aumento de pacientes imunocomprometidos. As mudanças climáticas e os

aumentos das viagens também podem estar relacionados com mudanças

geográficas na distribuição dos fungos (VALLABHANENI et al., 2016; RODRIGUES

e NOSANCHUK, 2020).

As zoonoses são doenças transmitidas entre animais vertebrados e humanos

tendo bactéria, vírus, ectoparasita, um helminto, protozoário ou fungo como agentes

etiológicos. A transmissão pode ser direta, através de mordidas, arranhões e do

contato com secreções, ou indireta que ocorre por meio de vetores ou alimentos e

água contaminados (AKRITIDIS, 2011; SEYEDMOUSAVI et al., 2015).

Algumas das infecções fúngicas com transmissão zoonótica estão entre o

grupo das doenças fúngicas mais comuns, como a esporotricose, dermatofitose e

histoplasmose. Outras doenças negligenciadas causadas por outros agentes

biológicos também são zoonoses (SEYEDMOUSAVI et al., 2015).

1.1 Esporotricose.

A esporotricose é a infecção fúngica subcutânea com distribuição mundial

causada principalmente por Sporothrix schenckii, Sporothrix globosa e Sporothrix
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brasiliensis (QUEIROZ-TELLES et al., 2017; ROSSOW et al., 2020). A infecção com

S. schenckii e S. globosa é tradicionalmente sapronótica, ocorrendo através de sua

inoculação traumática por matéria vegetal, como solo e plantas. Assim, passou a ser

conhecida como "doença dos jardineiros''. Mais raramente também pode ocorrer

pela inalação dos conídios causando uma infecção pulmonar. Já a infecção pelo S.

brasiliensis ocorre principalmente por transmissão zoonótica e epizoótica através de

arranhões e mordidas profundas ou contato com o exsudato das lesões cutâneas de

animais infectados principalmente gatos (BARROS et al., 2011; RODRIGUES et al.,

2014; ROSSOW et al., 2020). A primeira epidemia de esporotricose transmitida por

gatos parece ter ocorrido no Rio de Janeiro em 1998, onde atualmente é

considerada hiperendêmica (ROSSOW et al., 2020; SCHECHTMAN et al., 2022).

O primeiro relato de esporotricose ocorreu em 1898 nos EUA (Schenck,

1898). Já o primeiro relato de transmissão zoonótica foi em 1952 também nos EUA e

pela primeira vez no Brasil em 1955 onde alcançou o status de epidemia a partir de

1998 no Estado do Rio de Janeiro. Desde então a expansão e incidência da

esporotricose de transmissão felina ocorrem de forma exponencial alcançando

outros estados e países, como Argentina, Paraguai e Panamá (RIOS et al., 2018;

CÓRDOBA et al., 2018; GREMIÃO et al., 2021; ROSSOW et al., 2020; RODRIGUES

et al., 2020; Lopes-Bezerra et al., 2018). No Brasil ocorre principalmente nas regiões

Sul e Sudeste (ROSSOW et al., 2020; GREMIÃO et al., 2021). Além disso, a

esporotricose também é endêmica em países como Índia, Austrália, Japão, China,

África do Sul e na América Latina (QUEIROZ-TELLES et al., 2017)

Apenas pela Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz) no Rio de Janeiro foram

registrados 4.517 casos de esporotricose humanos entre 1991 a 2015, 244 cães

foram diagnosticados entre 1998 e 2014 e 4.703 gatos até 2015 (GREMIÃO et al.,

2017). Segundo a Secretaria de Estado de Saúde do Rio de Janeiro, entre os anos

de 2019 e 2020 foram confirmados 2.616 casos em humanos. Desde de julho de

2013 a esporotricose é considerada um agravo de notificação compulsória estadual

no Rio de Janeiro (SES/RJ, 2021). No Rio Grande do Sul de 1958 a 1987

observou-se 311 casos de esporotricose em humanos e mais de 304 casos entre

1967 e 2002 na região sul. O surto nesta região do país apresenta características

parecidas com as do Rio de Janeiro (DA ROSA et al., 2005).
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Faz-se necessário ressaltar que os dados epidemiológicos da esporotricose

no Brasil provavelmente são subestimados e não se sabe sobre o impacto da

morbimortalidade, já que esta doença não pertence a lista Nacional de Doenças de

Notificação Compulsória. Apenas em alguns estados como o Rio de Janeiro,

Pernambuco, Paraíba e em alguns municípios, como Guarulhos (São Paulo) e

Camaçari (Bahia) há a obrigação de notificação (OROFINO-COSTA et al., 2017;

RODRIGUES et al., 2020 e SES/RJ, 2021).

Em humanos normalmente acomete pele, tecido celular subcutâneo e vasos

linfáticos adjacentes, porém também pode estar na forma disseminada e/ou

sistêmica, alcançando ossos, articulações, sistema nervoso central e demais órgãos

e tecidos. Suas apresentações clínicas mais frequentes são lesões cutâneas (Figura

1.A) ou linfocutâneas na forma de pápulas (Figura 1.B), nódulos e úlceras que

podem surgir dias ou meses após o trauma (BARROS et al., 2011;

QUEIROZ-TELLES et al., 2017; RODRIGUES et al., 2020).

Figura 1. Manifestações clínicas da esporotricose em humanos (A) Apresentação cutânea (B)
Apresentação linfocutânea em que há ulceração no local do trauma e nódulos linfáticos longo do vaso
linfático. © Apresentação cutânea disseminada. Adaptada de: OROFINO-COSTA et al., 2017;
ROSSOW et al, 2020.

A esporotricose felina pode se apresentar na forma de lesões ulceradas na

pele de maior ocorrência na região nasal, cabeça e membros associadas a

linfonodos aumentados e a presença de sinais respiratórios como o espirros. As

lesões assim como em humanos podem ter início dentro de dias até meses após a

exposição, embora possa se estender por meses. Linfangite e lesões mucosas

também foram observadas e podem estar associados à falha terapêutica (ROSSOW

et al, 2020).
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Figura 2. Manifestações clínicas da esporotricose felina (A) Edema e lesão ulcerada na região nasal
(B) Lesões cutâneas ulceradas na região da face e próximas à orelha. Adaptada de: ROSSOW et al,
2020.

O gênero Sporothrix é um complexo de espécies crípticas de fungos que são

amplamente encontrados na natureza, estando presentes no solo, madeira em

decomposição, vegetações e excrementos de animais. Apresentam dimorfismo

térmico quando em sua fase saprofítica, no ambiente (25 ºC), estão

morfologicamente na forma de hifas filamentosas (forma de mofo) e podem produzir

conídios. Nos tecidos do hospedeiro (35-37 °C) apresenta morfologia de leveduras

em forma de charuto. Este termodirmofismo pode contribuir para a patogenicidade

de espécies de Sporothrix em mamíferos (Lopes-Bezerra et al., 2006 ; ROSSOW et

al., 2020). A capacidade de produzir melanina também contribui para a virulência, já

que ela parece estar relacionada com escape fúngico das defesas do hospedeiro e

resistência a antifúngicos (OROFINO-COSTA et al., 2017).

Em culturas, a temperatura ambiente a sua macromofologia é de filamentos

aparentes, colônias úmidas de superfície membranosa inicialmente de coloração

branca e depois tornam-se marrom-escuras. Já na micromorfologia, é possível

observar hifas septadas com conídios ovais, com forma que lembra a uma flor. Em

temperaturas de 35 a 37 °C em Infusão cérebro coração (Blood Heart Infusion, BHI),

ágar sangue ou ágar sangue-chocolate as colônias são lisas, brancas ou

esbranquiçadas e microscopicamente as células de levedura estão alongadas e em

forma de charuto de 2 a 6 μm de comprimento (OROFINO-COSTA et al., 2017;

ROSSOW et al., 2020).

4

https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/micro/10.1099/mic.0.081794-0#r83


Figura 3. Características morfológicas de S. schenkii. (A) células em forma de charuto ou ovais
parecidas com leveduras dentro de macrófagos (B) forma filamentosa (C) Macromorfologia das
colônias de S. brasiliensis. Adaptada de: FERREIRA, 2018. e GREMIÃO et al., 2021.

O clado de relevância clínica deste complexo é formado pelo S. brasiliensis,

S. schenckii, S. globosa e S. luriei, sendo o S. brasiliensis o mais virulento,

possivelmente por ter menos antígenos de glicoproteína 70 kDa (gp70), uma parede

celular mais espessa com maior quantidade de ramnose e quitina e microfibrilas de

parede celular mais longas que podem conectar as células de leveduras para formar

biofilmes (ROSSOW et al., 2020).

Para o diagnóstico da esporotricose, exames comuns como cultura de fungos,

exame direto, métodos imunodiagnósticos e técnicas de identificação molecular

como o PCR e sequenciamento genéticos podem ser realizados. Porém, o padrão

ouro para diagnóstico é a realização de cultura (OROFINO-COSTA et al., 2017;

QUEIROZ-TELLES et al., 2017 e ROSSOW et al., 2020).

1.2 Mecanismo de ação dos antifúngicos disponíveis atualmente

Os fármacos antifúngicos de acordo com suas propriedades

farmacodinâmicas são classificados como fungistáticos, aqueles que inibem o

crescimento dos fungos, e/ou fungicidas responsáveis por causar danos aos fungos

resultando em sua "morte". A farmacoterapia disponível atualmente para as

infecções fúngicas conta com cinco classes: os azóis, equinocandinas, polienos,

análogos de pirimidinas e alaninas. Estes podem ser administrados por via oral,

tópica ou intravenosa (BELLMAN e SMUSZKIEWICZ, 2017; CAMPOY e ADRIO,

2017). Assim como seus hospedeiros humanos, os fungos são eucariontes o que

dificulta o desenvolvimento de novos antifúngicos. Já que potenciais alvos destes

microrganismos apresentam semelhanças com biomacromoléculas dos humanos

(ROBBINS et al., 2016). Os principais alvos dos fármacos antifúngicos são a parede
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celular, síntese do RNA e DNA, formação de microtúbulos e biossíntese de esteróis

(ODDS et al., 2003).

Figura 4. Mecanismo de ação dos agentes antifúngicos e seus principais alvos. Obtida de: Katzung et
al., 2017.

1.2.1 Azóis

Os azóis são a maior classe de antifúngicos disponíveis e os mais

empregados na prática clínica. Por causa do seu bom perfil de segurança, amplo

espectro e disponibilidade em formulações orais e intravenosas têm grande uso

clínico na prevenção e tratamento de infecções fúngicas. Possuem atividade

fungistática com exceção do voriconazol, que é um fungicida, ao prejudicarem a

síntese do ergosterol e assim afetarem a integridade da membrana citoplasmática

fúngica (ODDS et al., 2003; ROBBINS et al., 2016; CAMPOY e ADRIO, 2017).

A enzima Lanosterol 14α-desmetilase (CYP51) é uma monooxigenase do

citocromo P450 e apresenta uma região protoporfirina em seu sítio ativo. Ela atua na

via biossintética do ergosterol catalisando a remoção oxidativa do grupo 14α-metil do

lanosterol e/ou eburicol em fungos. Os azóis ligam-se ao átomo de ferro da região

protoporfirina do sítio ativo da CYP51 através de um átomo de nitrogênio,

bloqueando a desmetilação do lanosterol (ODDS et al., 2003; ROBBINS et al.,

2016). Este esterol é o principal componente da membrana celular de fungos e

6



confere fluidez, assimetria e integridade a ela também e estimula o crescimento

fúngico. A inibição de sua via induz estresse severo à membrana com consequência

a enzimas ligadas à ela, como a envolvidas na síntese da parede celular, resultando

na inibição do crescimento e replicação fúngica (ODDS et al., 2003; KATHIRAVAN et

al., 2012) A conformação do sítio ativo da lanosterol 14α-desmetilase é diferente

entre as espécies de fungos e entre as monooxigenases P450 de mamíferos. Porém

apesar disso, os azóistambém inibem outras isoenzimas do citocromo P450, levando

a inúmeras interações medicamentosas (BELLMAN e SMUSZKIEWICZ, 2017;

CAMPOY e ADRIO, 2017).

Esses fármacos são moléculas orgânicas com anel heterocíclico de cinco

membros contendo nitrogênio. Caso este anel tenha dois átomos de nitrogênio serão

classificados como imidazóis. Já se o anel apresentar três átomos nitrogênio, o

grupo triazol, os antifúngicos são chamados de triazóis (ROBBINS et al., 2016;

BELLMAN e SMUSZKIEWICZ, 2017). Os primeiros azóis desenvolvidos foram os

imidazóis como clotrimazol (Figura 5a), miconazol (Figura 5b) em 1969, o

cetoconazol (Figura 5c) e diversos análogos foram sendo inseridos no mercado

posteriormente (SHAFIEI et al., 2020). Em geral este grupo é de uso tópico e apenas

o cetoconazol é aplicado sistemicamente por causa da alta toxicidade e problemas

de biodisponibilidade (ROBBINS et al., 2016; BELLMAN e SMUSZKIEWICZ, 2017).

Para o refinamento dos azóis, foram feitas mudanças em suas estruturas, sendo a

mais importante, a substituição da porção imidazol pelo anel triazol. Como resultado

ocorreu um aumento da especificidade para as enzimas CYPs de fungos, maior

biodisponibilidade, maior solubilidade em água para ser usado como indicações

intravenosas, alta penetração no SNC, ampliação do espectro de ação e redução

dos efeitos adversos(SHAFIEI et al., 2020). O fluconazol e o itraconazol, pertencem

à primeira classe de triazóis e, apesar do amplo espectro, não apresentam atividade

contra os patógenos emergentes Scedosporium, Fusarium e Mucorales. Além disso,

são fungistáticos, o que pode contribuir para a resistência a esta classe. Os triazóis

de segunda geração como posaconazol, voriconazol e isavuconazol são fungicidas e

apresentam maior espectro de ação que inclui mais patógenos como o Fusarium,

Scedosporium, Zygomycetes e Cryptococcus neoformans (CAMPOY e ADRIO,

2017; ROBBINS et al., 2016).
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Figura 5. Estrutura Química dos antifúngicos azóis divididos em imidazóis: (a) Miconazol, (b)
Clotrimazol, (c) Cetoconazol e em triazóis: (d) Fluconazol, (e) Voriconazol, (f) Isavuconazol, (g)
Itraconazol, (h) Posaconazol
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1.2.2 Polienos

Estes fármacos têm atividade fungicida, possuem o maior espectro de ação

dos antifúngicos e são usados desde a década de 1950 para tratamento de

infecções fúngicas invasivas. Atualmente apenas três polienos estão disponíveis

para uso clínico a nistatina, natamicina e anfotericina B, produtos naturais isolados

dos caldos de cultivo dos actinomicetos Streptomyces noursei, S. natalensis e S.

nodosum, respectivamente (ROBBINS et al., 2016 e CAMPOY e ADRIO, 2017).

Os polienos são macrolídeos, moléculas macrocíclicas com um anel lactona

com mais de 12 átomos conjugado com um grupo d-micosimina e por apresentarem

uma cadeia de hidrocarboneto hidrofóbica e uma cadeia de polihidroxila hidrofílica

são anfipáticos. Devido a essa característica são capazes de interagir com o

ergosterol, formando poros na membrana celular que alteram a permeabilidade da

célula e levam ao extravasamento dos componentes celulares e, como

consequência final, morte celular (ROBBINS et al., 2016 e CAMPOY e ADRIO,

2017). Outro mecanismo de ação foi recentemente sugerido para a anfotericina B,

como o de atuar como “esponjas de ergosterol” ligando-se ao ergosterol os retirando

da membrana plasmática e formando agregados extra-membranosos, levando a

desestabilização da membrana (ANDERSON et al., 2014).

Os polienos têm uma afinidade menor pelo colesterol do que pelo ergosterol

provavelmente devido a diferença estrutural dessas biomoléculas. Essa pequena

afinidade pelo colesterol explica a alta toxicidade e efeitos adversos desses

antifúngicos (ODDS et al., 2003).

A nistatina (Figura 6a) têm atividade contra os fungos do gênero

Cryptococcus, Candida, Aspergillus e Fusarium e são agentes apenas de uso tópico

devido à sua baixa absorção no trato gastrointestinal e alta toxicidade. A nistatina

empregada no tratamento de candidíase cutânea, vaginal e esofágica e a natamicina

no tratamento de ceratose fúngica ou infecções da córnea (KATHIRAVAN et al.,

2012 e CAMPOY e ADRIO, 2017)

A anfotericina B (Figura 6a) foi o primeiro agente antifúngico desenvolvido e

aprovado para o tratamento de um amplo espectro de infecções fúngicas invasivas,

como a aspergilose e a candidíase, e é o antifúngico com o maior espectro de ação

(LEE e GUN LEE, 2018). Possui baixa solubilidade em água e na maioria dos

solventes orgânicos, devido sua hidrofobicidade, má absorção no trato
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gastrointestinal e é administrada por via intravenosa(BELLMAN e SMUSZKIEWICZ,

2017 e CAMPOY e ADRIO, 2017).

A forma convencional de anfotericina B é uma formulação de desoxicolato

formando micelas em solução aquosa, porém também apresenta formulações

lipossomais que reduzem seus efeitos adversos e toxicidade no hospedeiro

(BELLMAN e SMUSZKIEWICZ, 2017).

A anfotericina B tem ação sobre as células de mamíferos além das células

fúngicas, resultando em inúmeros efeitos adversos e por isso tem seu uso limitado.

Os eventos adversos relacionados à infusão (IRAE) são calafrios, febre, hipotensão

ou hipertensão, hipóxia, náusea, vômito e hipocalemia, podendo resultar em

fibrilação ventricular e ocorrem em cerca de 50% dos pacientes em tratamento com

anfotericina B desoxicolato convencional. A nefrotoxicidade é um efeito adverso

comum observado em até 80% dos pacientes em uso de anfotericina B desoxicolato.

Apesar dessas desvantagens, a anfotericina B ainda é utilizada para o tratamento

das infecções fúngicas mais graves, em grande parte devido ao seu amplo espectro

de atividade (ROBBINS et al., 2016 e BELLMAN e SMUSZKIEWICZ, 2017).

Figura 6. Estrutura química do antifúngicos (a) Anfotericina B e (b) Nistatina.

1.2.3 Equinocandinas

As equinocandinas são produtos semissintéticos anfifílicos derivados

metabólitos secundários de fungos como o Zalerion arboricola ou Aspergillus

nidulans var. echinulatus, possuem um núcleo hexapeptídeo cíclico com uma longa
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cadeia lateral lipídica responsável pela atividade antifúngica que determina o

espectro de espécies suscetíveis (KATHIRAVAN et al., 2012 e CAMPOY e ADRIO,

2017). Foram inseridos no mercado no início dos anos 2000, assim são a mais e

única nova classe de antifúngicos a chegar à clínica em décadas. Atualmente três

fármacos desta classe estão disponíveis para uso clínico: caspofungina (Figura 7a),

micafungina (Figura 7b) e anidulafungina (ROBBINS et al., 2016 e PERFECT, 2017).

Estes fármacos são de baixa absorção enteral, estando disponíveis apenas para

infusão intravenosa (BELLMAN e SMUSZKIEWICZ, 2017).

Contra Candida albicans, C. glabrata , C. krusei e C. lusitaniae apresentam

efeito fungicida, para Aspergillus fungistático, sendo ineficazes no combate a

Cryptococcus neoformans, espécies de Fusarium e Zygomycetes (BELLMAN e

SMUSZKIEWICZ, 2017).

Esta classe tem ação sobre a parede celular fúngica ao atuar como inibidor

não competitivo da (1,3)-β-D-glucano sintase, enzima envolvida na síntese do

(1,3)-β-D-Glucano, polissacarídeo que constitui mais de 50% da parede celular e

fornece integridade estrutural, causando ruptura da estrutura da parede celular em

crescimento, acarretando em instabilidade osmótica e morte celular (ONISHI et al,

2000; ODDS et al., 2003; CAMPOY e ADRIO, 2017).

A (1,3)-β-D-glucano sintase não é conservada em mamíferos o que

provavelmente explica a pouca toxicidade, interações medicamentosas reduzidas e

perfil de segurança impressionante desses compostos (KATHIRAVAN et al., 2012 e

PERFECT, 2017).

Cefaleia, náusea, diarreia, flebite e prurido são alguns dos efeitos adversos

desta classe (BELLMAN e SMUSZKIEWICZ, 2017).

Nos últimos anos, com o uso generalizado de equinocandinas em hospitais

para tratamento de candidemia nosocomial e a candidíase invasiva, tem se

observado um aumento na identificação de leveduras que se tornaram resistentes às

equinocandinas, através do desenvolvimento de mutações em FKS1, gene que

codifica a (1,3)-β-D-glucano sintase. Isto foi mais observado para Candida glabrata

(PERFECT, 2017).
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Figura 7. Estrutura Química dos antifúngicos (a) Caspofungina e (b) Micafungina da classe
equinocandinas.

1.2.4 Análogos de Pirimidinas

A flucitosina (Figura 8) é um análogo fluorado sintético da citosina que foi

desenvolvida para ser um agente antitumoral, mas desde a década de 1960 é

empregada como um antifúngico. Porém, rapidamente observou-se a resistência

contra esta molécula o que impede o uso de flucitosina como monoterapia (LEE e

GUN LEE, 2018).

Este fármaco atua inibindo a síntese de ácidos nucléicos. Após alcançar o

ambiente intracelular através da captação facilitada pela enzima citosina

desaminase, a flucitosina sofre desaminação pela citosina desaminase, sendo

convertida rapidamente no antimetabólito 5-fluorouracil (5-FU). O 5-FU em seguida

é convertido em monofosfato de 5-fluorodeoxiuridina (FdUMP), um potente inibidor

da timidilato sintetase, e em trifosfato de fluorouridina (FUTP) que é incorporado no

RNA fúngico no lugar do ácido uridílico. Assim, compromete e inibe a síntese de

DNA, de RNA e de proteínas (BENNETT, 1977; LOYSE et al., 2013 ; KATHIRAVAN

et al., 2012).

A flucitosina tem ação contra C. neoformans, algumas espécies de Candida e

fungos dematiáceos causadores de cromoblastomicose (BENNETT, 1977; LOYSE et

al., 2013). A resistência secundária impede o uso de flucitosina como agente único,

sendo usada na terapia combinada com anfotericina B contra o C. neoformans
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(LOYSE et al., 2013; KATHIRAVAN et al., 2012). Alguns dos seus efeitos adversos

mais comuns são anemia, leucopenia e trombocitopenia devido à toxicidade para a

medula óssea. A alterações nas enzimas hepáticas e uma forma de enterocolite

tóxica são menos frequentes (BENNETT, 1977).

Figura 8. Estrutura Química do antifúngicos flucitosina.

1.2.5 Alilaminas

Os fármacos dessa classe são utilizados apenas para o tratamento de

infecções dermatofíticas superficiais (LEE e GUN LEE, 2018). As alilaminas também

interferem na síntese do ergosterol ao inibirem de forma reversível e não competitiva

a esqualeno epoxidase, ocasionando o acúmulo de esqualeno que pode aumentar a

permeabilidade e por consequência a interrupção da organização celular (CAMPOY

e ADRIO, 2017). A terbinafina (Figura 9a) pode ser de uso sistêmico ou tópico no

tratamento de infecções fúngicas da pele, unhas e cabelos. A naftifina (Figura 9b)

também é usada no tratamento de micoses. Os efeitos adversos do tratamento com

os medicamentos dessa classe são raros e incluem coceira, ardor e vermelhidão no

local da aplicação (BONDARYK et al., 2013).

Figura 9. Estrutura química do antifúngicos (a) Terbinafina e (b) Naftifina.

Os casos de resistência com azóis e equinocandinas, os efeitos altamente

tóxicos dos polienos e equinocandinas e a possibilidade do surgimento de

resistência são algumas das desvantagens do tratamento farmacológico. O

desenvolvimento de novos antifúngicos é necessário, mas apresenta dificuldade já
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que os fungos apresentam muitas semelhanças com suas células hospedeiras

(FERNANDES et al., 2021).

1.3 Tratamento da esporotricose

O tratamento de escolha para esporotricose felina e para a humana em

pacientes imunocompetentes e imunossuprimidos   com lesões limitadas ou na forma

sistêmica é o itraconazol (Figura 5g). O tratamento farmacológico de gatos deve ser

de acordo com a avaliação clínica do anamila e gravidade do caso, recomenda-se o

itraconazol em monoterapia nas doses de 25mg/kg a cada 24 h em animais que

pesem até 1 kg, 50 mg/dias em animais com até 3 kg e 100 mg/dia para aqueles que

tenham peso superior a 3 kg. Em casos que a resposta clínica ao tratamento é baixa

pode-se associar cápsulas de iodeto de potássio (cápsula) nas doses de 2,5 a 5

mg/kg/dia. Em quadros clinicos graves ou em não resposta terapêutica insatisfatória

casos a eutanásia pode ser indicada (GREMIÃO et al., 2021).

Na esporotricose humana o tratamento tanto das manifestações cutâneas

como da forma disseminada é com itraconazol, e se inicia com 100 mg/dia e

dependendo da gravidade pode alcançar a dose de 400 mg/dia. Pode ser

administrado de forma contínua ou intermitente (pulso). O iodeto de potássio pode

ser usado em pacientes com a imunidade preservada nas manifestações cutânea ou

linfocutânea da esporotricose em doses de até 4-6 g/dia. no regime terapêutico para

humanos de 100 a 400 mg/dia e de 25 mg/kg/dia a 100 mg/dia em gatos de acordo

com a gravidade (OROFINO-COSTA et al., 2017; RODRIGUES et al., 2020). O

mecanismo de ação do iodeto de potássio ainda não é completamente

compreendido, porém sua eficácia na melhora da cicatrização e controle da carga

fúngica é evidente (RODRIGUES et al., 2020; GREMIÃO et al., 2021).

O itraconazol é hepatotóxico, teratogênico e embriotóxico e assim não pode

ser usado em pacientes com hepatopatias ou em gestantes. Além disso, é

metabolizado pela CYP3A4, assim sendo passível de interações medicamentosas

(OROFINO-COSTA et al., 2017; RODRIGUES et al., 2020). Nos casos de

disseminação, como na esporotricose pulmonar grave e no sistema nervoso central

(SNC) recomenda-se anfotericina B preferencialmente a lipossomal até melhora e

então deve ser substituída pelo itraconazol. Em casos que o itraconazol for

contraindicado pode-se fazer uso da terbinafina para as formas cutâneas e
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linfocutâneas e iodeto de potássio também é uma opção, como em situações que o

acesso ao itraconazol e terbinafina não estão disponíveis (OROFINO-COSTA et al.,

2017; ROSSOW et al, 2020).

Algumas das desvantagens do regime terapêutico disponível atualmente é

que ele pode ser longo e caro, nas situações de esporotricose felina, há o alto risco

de transmissão gato-cuidador, o que pode desestimular e resultar no abandono do

tratamento do animal, comprometendo a prevenção e o controle da doença.

Também observa-se falha terapêutica do tratamento humano e felino com

medicamentos convencionais (RODRIGUES et al., 2020; GREMIÃO et al., 2021).

Além disso, tem sido cada vez mais relatada na literatura resistência em isolados

clínicos de S. schenckii e S. brasiliensis ao tratamento com antifúngicos

(RODRIGUES et al., 2014; MARIO et al., 2016; ALMEIDA-PAES et al., 2016).

Essas desvantagens evidenciam a necessidade de introduzir terapias

alternativas para aumentar as possibilidades de tratamento.

1.4  Biossíntese do ergosterol

Os eucariotos possuem esteróis em suas membranas plasmáticas, que são

essenciais para a integridade e função destas estruturas ao lhes conferir fluidez e

permeabilidade. Além disso, os esteróis contribuem para a formação de

microdomínios, funcionalidade da proteína e atividades de membrana (LEMETAIS et

al, 2012 e SUETH-SANTIAGO et al., 2015). O colesterol (Figura 10a) é o esterol

predominante em vertebrados, enquanto que fitoesteróis como sitosterol,

estigmasterol, campesterol em plantas e o ergosterol (Figura 10b) em fungos. Cada

um desses é obtido através de diferentes e longas vias biossintéticas que possuem

em comum como etapa inicial a via de acetil-CoA para epóxido de esqualeno

(LEMETAIS et al, 2015). Como o ergosterol não está presente nas células dos

mamíferos, tanto este esterol quanto sua via de biossíntese são alvos

bem-sucedidos de fármacos antifúngicos.
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Figura 10. Estrutura Química do ergosterol e colesterol

A biossíntese de esteróis ocorre no retículo endoplasmático em uma cascata

de reações enzimáticas acopladas, envolvendo 25 enzimas na síntese do ergosterol

(BHATTACHARYA et al., 2018).

A biossíntese do ergosterol (FIGURA 11) inicia pela via do mevalonato,

onipresente em eucariotos, archaea e algumas bactérias, onde é sintetizado o

farnesil pirofosfato (FPP) a partir do acetil-coenzima A (acetil-CoA) por meio de uma

série de reações enzimáticas. As enzimas HMG-CoA redutases (HMGR) Hmg1 e

Hmg2, limitantes da taxa de biossíntese, convertem o 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA

(HMG-CoA) em ácido mevalônico. A partir do mevalonato e após uma sucessão de

reações catalisadas por enzimas, o FPP é formado e em seguida é convertido pela

esqualeno sintase (Erg9) em esqualeno, precursor de todos os esteróides. Após

mais algumas reações há a formação do lanosterol pela ação da lanosterol sintase

(Erg7) e finalmente ocorre a síntese do ergosterol pelas enzimas Erg3, Erg5 e Erg4

(SUETH-SANTIAGO et al., 2015; BHATTACHARYA et al., 2018 e LIU et al., 2019).

O ergosterol é transportado através de organelas ou secretado no meio de

maneira dependente de ATP, evitando seu excesso (JACQUIER E SCHNEITER,

2012).
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Figura 11. Via biossintética do ergosterol em fungos. As setas com linhas tracejadas indicam mais
de uma etapa de reações enzimáticas e em azul são as enzimas que catalisam as respectivas
reações. Adaptado de: BHATTACHARYA et al., 2018.

1.4.1 Enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMGR) como alvo
terapêutico antifúngico.

A enzima HMG-CoA redutase é responsável por catalisar a conversão de

3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) a mevalonato por reação de

oxirredução em que ocorre transferência de hidreto fornecidos por duas moléculas

de NADPH (Figura 12). Esta etapa é limitante da velocidade na síntese de colesterol

em mamíferos, ergosterol em fungos e outros isoprenóides (ANDRADE-PAVÓN et

al., 2014; LIU et al., 2019).

Pelo sequenciamento de genoma, genes hmgr foram observados em

organismos de todos os três domínios da vida e análises filogenéticas revelaram

dois tipos de HMGR: a classe I é referente a organismos eucarióticos e alguns

archaea e a classe II são de procariotos e alguns archaea. Sabe-se que as HMGRs

de diferentes organismos são multímeros de monômeros idênticos (FRIESEN e
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RODWELL, 2004). A HMGR localiza-se no retículo endoplasmático em eucariotos,

enquanto que nos procariotos encontram-se no citoplasma (HAINES et al., 2013)

Nos humanos esta proteína possui três domínios principais catalítico, ligante

e âncora, e está na forma um tetrâmero fortemente associado, em que a interação

de dois monômeros formam o sítio catalítico. Neste local há uma região catalítica

importante, denominada alça-cis (aminoácidos ligados de forma cis), envolvendo os

resíduos característicos apenas nos eucariotes (FRIESEN e RODWELL, 2004;

CAMPO e CARVALHO, 2007). Segundo ANDRADE-PAVÓN et al., através da

análise do quadro de leitura aberta (ORF) dos fungos estudados podem ser

observados os mesmos três domínios (catalítico, ligante e âncora) nas HMGR

fúngicas com algumas diferenças na topologia das proteínas (ANDRADE-PAVÓN et

al., 2014).

O domínio catalítico é altamente conservado em eucariotos, já o domínio

âncora de membrana que consiste de duas a oito hélices transmembranas é mal

conservado. Na archaea e algumas eubactérias os domínios também são bem

conservados, porém carecem de um domínio âncora de membrana (FRIESEN e

RODWELL, 2004; HAINES et al., 2013).

Figura 12. Representação e equação geral da reação catalisada pela HMGR. Adaptado de: FRIESEN
e RODWELL, 2004 e ANDRADE-PAVÓN et al., 2014
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1.4.2 Estatinas como inibidores da HMGR

As estatinas são os principais fármacos usados no tratamento de

hiperlipidemias, diminuindo os níveis de lipoproteínas plasmáticas ricas em

colesterol. Elas impedem a biossíntese do colesterol ao reduzirem a conversão do

HMG-CoA em mevalonato através da inibição da HMGR. Assim, o uso destes

fármacos resultam na redução da produção de colesterol pela inibição da via do

mevalonato, o que afeta também outras vias como a dos isoprenóides (SIRTORI,

2014). Alguns benefícios esperados do tratamento de dislipidemias com as estatinas

são prevenção de eventos cardiovasculares maiores, acidente vascular cerebral,

infarto agudo do miocárdio, morte e revascularização (BRASIL, 2022). O uso dessa

classe também já foi associado à diminuição da mortalidade por alguns tipos de

câncer, diminuição da exacerbação de doença pulmonar obstrutiva crônica e artrite

reumatoide (HE et al., 2018).

Em 1973 a compactina, na época chamada ML-236B, foi isolada do caldo de

cultura de Penicillium citrinum Pen-51 (ENDO, 2010). Posteriormente, a lovastatina

(Figura 14) foi isolada de culturas de Aspergillus terreus e Monascus ruber

apresentando semelhança estrutural à mesvastina (Figura 14), porém com um grupo

6 ́-metílico adicional e potência superior, sendo aprovada para comercialização pelo

FDA em 1987 (CAMPO e CARVALHO, 2007). A sinvastatina é um derivado

semissintético e difere da lovastatina por um grupo metil adicional em 2' (Figura 14),

resultando em um inibidor mais lipofílico e mais potente (SIRTORI, 1990).

Em 1996 a atorvastatina (Figura 14) e em 1997 cerivastatina (Figura 14)

derivados sintéticos das estatinas entraram no mercado, porém no ano de 2001 a

cerivastatina foi retirada do mercado devido à incidência de mais de 100 casos de

rabdomiólise fatal, relacionados a dano severo da musculatura esquelética e em

muitos casos junto de problemas renais. A maior parte destes casos ocorreram em

tratamentos com doses excessivas de cerivastatina ou em doses normais com o uso

concomitante de genfibrozila (CAMPO e CARVALHO, 2007).

A lovastatina (Figura 14) e sinvastatina (Figura 14) são pró-fármacos na forma

de lactonas que após biotransformação correspondem aos hidroxiácidos (ácido

3,5-di-hidroxivalérico), região que mimetiza o grupo HMG do substrato, para inibição

de HMG-CoA redutase. In vivo, a forma lactônica está em equilíbrio reversível com a

forma hidroxiácida ativa. Pravastatina é de origem natural, o metabólito de
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mevastatina, e assim como as estatinas sintéticas mostram anéis abertos na posição

clássica da porção análoga do ácido mevalônico (CAMPO e CARVALHO, 2007;

SIRTORI, 2014).

As estatinas compartilham grupos hidrofóbicos rígidos que estão ligados

covalentemente à porção semelhante à HMG. A mevastatina, lovastatina,

sinvastatina e pravastatina têm em suas estruturas o anel de decalina, com

diferentes substituições para cada uma (ISTVAN, 2002). Já a Fluvastatina,

cerivastatina, atorvastatina e rosuvastatina apresentam grupos maiores ligados à

porção semelhante à HMG com mudanças moleculares simples, como adição de um

átomo de F na fluvastatina e complexas como as aberturas de anel mais complexas

na atorvastatina, rosuvastatina e pitavastatina. Estas três mostram alterações

moleculares, de hidroxila, grupos metil adicionais a padrões estereoquímicos

complexos (ISTVAN, 2001; SIRTORI, 2014). Assim, tanto as moléculas naturais,

quanto as sintéticas exibem grupos lipofílicos ligados a cadeia lateral comum com

analogia estrutural ao substrato HMG-CoA e, também, com o produto ácido

mevalônico. Essas cadeias laterias são representadas por unidade de ácido

3,5-di-hidroxivalérico ou b,d-di-hidroxipentanóico (CAMPO e CARVALHO, 2007).

Figura 13. Estrutura Química do substrato HMG-CoA e produto mevalonato da HMGR e da estatina

mevastatina na forma ácida aberta. Adaptado de: SIRTORI, 2014.

Além dos efeitos descritos acima, vários estudos in vitro demonstram

atividade antifúngica desta classe contra diferentes leveduras e fungos filamentosos

patogênicos, principalmente em Candida spp. e Aspergillus spp. (TAVAKKOLI et al.,

2020). Em estudo recente a sinvastatina e atorvastatina apresentaram atividade
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antifúngica contra células planctônicas do complexo S. schenckii nas formas

filamentosa e leveduriforme, e contra biofilmes da forma filamentosa de espécies de

Sporothrix (BRILHANTE et al., 2020).
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Figura 14. Estrutura Química das estatinas (1) Mevastatina, (2) Lovastatina, (3) Sinvastatina, (4)
Pravastatina, (5) Fluvastatina, (6) Cerivastatina, (7) Atorvastatina e (8) Rosuvastatina (9) Inibidor
sintético da HMGR baseado no pirrol presente no PDB: 2Q1L. Adaptado de: CAMPO e CARVALHO,
2007.
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1.6 Produtos naturais como fonte para o desenvolvimento de novos fármacos.

Produtos naturais são fontes interessantes para desenvolvimento de

fármacos. Atualmente muitos medicamentos disponíveis no mercado tem origem

natural ou foram desenvolvidos com base nestes produtos, alguns exemplos são os

anti-hipertensivos captopril e enalapril, os antitumorais paclitaxel, docetaxel e

camptotecina, os antibióticos penicilina, eritromicina, claritromicina e o antifúngico

anfotericina B (LI  e VEREDAS,  2009).

Duas das três principais classes estruturais de agentes antifúngicos, os

polienos e as equinocandinas, no mercado para infecções sistêmicas são produtos

naturais ou seus derivados. Os polienos são macrolídeos bacterianos e

equinocandinas são lipopeptídeos semi-sintéticos derivados de fungos (HEARD et

al., 2021).

Dentre os 1.562 medicamento aprovados pelo FDA no período de 1981 e

2014, 64 (4%) eram produtos naturais inalterados, 141 (9,1%) eram drogas vegetais,

320 (21%) eram derivados de produtos naturais (NEWMAN e CRAIGG, 2016).

Estas substâncias podem ser obtidas em plantas, organismos marinhos,

insetos ou microrganismos como fungos e bactérias (BARRERO e BONSAI, 2009).

A maioria das pequenas moléculas de origem natural pesquisadas como produtos

bioativos são metabólitos secundários produzidos em situações particulares como

stresse e desenvolvimento (CLARDY e WALSH, 2004).

Com abundante diversidade e complexidade estrutural, os produtos naturais

possuem características especiais em relação às moléculas sintéticas

convencionais. Quando comparados com estas moléculas, os produtos naturais

costumam ter mais centros estereogênicos, massa molecular superior a 500 Da,

maior quantidade átomos de carbono sp3 e átomos de oxigênio, menos de átomos

de nitrogênio, halogênios e maior rigidez molecular. Em suas estruturas

observam-se mais de aceptores e doadores de ligação de hidrogênio e coeficiente

de partição octanol-água (cLog P), geralmente, mais baixos, indicando maior

hidrofilicidade. Portanto, tendem a violar a "regra dos cinco" de Lipinski (CLARDY e

WALSH, 2004; FEHER e SCHMIDT, 2003; ATANASOV et al., 2021). Os produtos

naturais contribuem significativamente para medicamentos orais que não atendem

as regas do 5 de Lipinsk (DOAK et al., 2014).
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A indústria farmacêutica diminuiu a pesquisa sobre produtos naturais por

motivos como a dificuldade em sintetizar suas complexas estruturas e o difícil

reabastecimento ou acesso ao organismo de origem. Apesar disso, os produtos

naturais são atraentes para a descoberta de fármacospor sua bioatividade, rica

diversidade e complexidade estrutural e a não aplicação das regras dos cinco de

Lipinski (BEUTLER, 2019).

O Banco de Dados dos Núcleos de Bioensaios, Ecofisiologia e Biossíntese de

Produtos Naturais (NuBBE) é a primeira biblioteca de produtos naturais da

biodiversidade brasileira e derivados semissintéticos e encontra-se gratuitamente na

web. Estão disponíveis informações de moléculas, incluindo nome e classe química,

código, fórmula molecular e massa e fonte. Informações biológicas, farmacológicas e

toxicológicas também podem ser acessadas caso disponíveis. Nele é possível obter

a estrutura química de moléculas por SMILES e as conformações 3D (VALLI et al.,

2013).

1.7 Modelagem Molecular no desenvolvimento de novos fármacos

As técnicas de modelagem molecular podem contribuir para descoberta e

desenvolvimento de novos fármacos ao facilitar a identificação de novos ligantes e

na otimização de leads para testes experimentais in vitro e in vivo, e reduzindo o

tempo, custos e a possibilidade de falhas durante este processo (GLAAB, 2016 e

KONTOYIANNI, 2017).

Algumas destas técnicas computacionais já auxiliaram o desenvolvimento de

alguns fármacos disponíveis atualmente no mercado, como o raltegravir, alisquireno,

tirofibana (SCHAMES et al., 2004; TALELE et al., 2010 e SLIWOSKI, 2013).

Dentre as várias ferramentas de modelagem molecular, as principais usadas

na identificação de leads são o docking molecular, dinâmica molecular e análise das

propriedades ADMET in silico (ADELUSI et al., 2022).

1.7.1 Docking molecular e triagem virtual

O docking molecular é um método in silico que prevê a conformação e

orientação, referidas como “pose”, preferencial de uma molécula no seu local de

ligação na proteína, com a estrutura tridimensional conhecida para formar um
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complexo estável. Para isto, as técnicas de docking avaliam os possíveis encaixes

do ligante à proteína, combinando e otimizando variáveis hidrofóbicas, estéricas e

complementaridade eletrostática e a energia livre de ligação de cada pose é

estimada (KATSILA et al., 2016; TORRES et al., 2019; ADELUSI et al., 2022). A

orientação dos ligantes no sítio de ligação são geradas pelos algoritmos de busca e

então ranqueadas pelas funções de pontuação, que prevêem a afinidade teórica do

complexo ligante-proteína (GUEDES et al., 2014; LI et al., 2019; ADELUSI et al.,

2022).

Para que essa técnica seja aplicada, é essencial que hajam as estruturas

tridimensionais dos alvos moleculares que podem ser obtidas por cristalografia e

difração de raios X, Ressonância magnética nuclear (RMN) ou criomicroscopia

eletrônica ou ainda estruturas modeladas por métodos teóricos como modelagem

corporativa. O docking molecular se aplica a três objetivos principais: predição de

pose e estimativa de afinidade de ligação e triagem virtual (GUEDES et al., 2013;

DAR e MIR,  ADELUSI et al., 2022).

A triagem virtual pode ser usada na identificação e seleção candidatos

promissores para a triagem experimental, estas estratégias podem ser divididas em

dois grupos (SUAY-GARCÍA et al., 2022): triagem virtual baseada na estrutura do

alvo molecular e triagem virtual baseada em ligantes

A triagem virtual baseada na estrutura do alvo molecular (SBVS) abrange

métodos que buscam ligantes considerando a estrutura tridimensional (3D) do alvo.

A predição de moléculas com potencial farmacológico é feita a partir de uma base de

dados de substâncias que sejam capazes de interagir com o sítio ativo do alvo

molecular e classificá-los segundo sua afinidade. A técnica de SBVS mais utilizada é

o docking molecular (RODRIGUES, et al., 2012 e VÁZQUEZ et al, 2020).

Na triagem virtual baseada em ligantes (LBVS), os dados estruturais e

biológicos de um conjunto de compostos com atividade biológica são usados para

que, a partir da semelhança estrutural e química com ligantes já conhecidos novas

moléculas com potencial atividade biológica sejam identificadas (GLAAB, 2016).

Através da sobreposição de moléculas ativas é possível mapear as principais

interações que elas compartilham no espaço tridimensional. Essas informações

podem ser obtidas nas representações 2D ou 3D das moléculas (RODRIGUES et

al., 2012; SUAY-GARCÍA et al., 2022).
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1.7.2 Modelagem comparativa para obtenção da estrutura 3D de alvos
moleculares

A modelagem comparativa ou modelagem por homologia é um dos métodos

computacionais usados para prever a estrutura terciária de uma proteína-alvo a

partir de sua sequência de aminoácidos e com base em um molde com resíduos de

aminoácidos semelhantes. Esse processo se baseia na observação de que a

estrutura tridimensional da proteína é particularmente determinada por sua

sequência de aminoácidos e que essa estrutura é mais conservada durante a

evolução que a sequência, por isso sequências semelhantes podem se dobrar em

estruturas semelhantes e até mesmo sequências com percentual de identidade

abaixo de 50% ainda podem assumir estruturas semelhantes (MUHAMMED e

AKI-TALCIN, 2018; ADELUSI et al., 2022).

Esse método de previsão de estrutura consiste em 7 etapas clássicas:

Identificação e Seleção de templates/moldes; alinhamento das sequências e

correção do alinhamento caso seja necessário; construção de modelos 3D;

modelagem de alças; modelagem de cadeia lateral; otimização do modelo; e

validação do modelo (MUHAMMED e AKI-TALCIN, 2018 e HAMEDUH et al.,2020).

Essa ferramenta pode ser aplicada quando a estrutura tridimensional de uma

proteína alvo não foi elucidada e não está disponível no banco de dados de

proteínas (ADELUSI et al., 2022), podendo contribuir no processo de descoberta de

novos fármacos. Para isto, os modelos devem ter alta qualidade, sendo crucial

similaridade de sequências, boa modelagem de cadeia lateral e modelagem de alças

(MUHAMMED e AKI-TALCIN, 2018).

1.7.3 Propriedades ADMET in silico

Durante o processo de descoberta e desenvolvimento de fármacos nas

etapas de geração e otimização de leads é importante que as propriedades

farmacocinéticas, como absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade

(ADMET), sejam avaliadas para rejeição de moléculas inapropriadas. Assim, as

ferramentas de predição ADMET contribuem para a diminuição da taxa de insucesso

das descobertas de fármacos, reduzindo falhas, custo e tempo despendidos nas
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etapas posteriores ao facilitar a análise de várias características farmacocinéticas e

toxicológicas  (ADELUSI et al., 2022).

O conceito de druglikeness considera propriedades físico-químicas,

características estruturais, bioquímicas, farmacocinéticas e de toxicidade de

moléculas, para através dessas informações filtrar e selecionar as que possuem

propriedade ADMET suficientemente aceitáveis. Desse modo, a compreensão

contribui para a identificação de possíveis candidatos com maior chance de sucesso

farmacocinético e segurança geral para entrar e passar em ensaios clínicos (AGONI

et al., 2020).

Uma abordagem comum e simples para medir o drug-likeness são os

filtros/regras que definem limites aceitáveis   de certas propriedades físico-químicas

moleculares para fármacos e/ou candidatos a fármacos. A primeira e mais famosa

regra/filtro a ser proposta foi a Regra dos Cinco de Lipinski (Ro5) em 1997 (JIA et

al., 2020). Nela são definidos quatro parâmetros físico-químicos, no qual seus

valores são múltiplos de cinco, são estes: peso molecular ≤ 500 Da, cLog P ≤ 5,

doadores de ligação de hidrogênio (DLH) ≤ 5, aceptores de ligação de hidrogênio

(ALH) ≤ 10. Estes descritores estão associados com a solubilidade aquosa e

permeabilidade intestinal aceitáveis, que são os primeiros passos para a

biodisponibilidade oral (LIPINSKI et al., 2012).

Há uma variedades de ferramentas disponíveis tanto de forma comercial,

quanto de acesso aberto para uma previsão rápida e econômica de ADMET, como o

DEREK (https://www.lhasalimited.org/products/derek-nexus.htm), admetSAR (YANG

et al., 2018) e pkCSM (PIRES et al., 2015). O primeiro é de acesso comercial e os

dois últimos estão disponíveis online e gratuitamente (KAR e LESZCZYNSKI, 2020).
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2. JUSTIFICATIVA
A esporotricose é uma doença tropical negligenciada que acomete humanos

e outros animais, sendo a micose subcutânea mais prevalente na américa latina

(QUEIROZ-TELLES et al., 2017; ROSSOW et al., 2020). No Brasil apresenta caráter

endêmico na região sul e sudeste e é o país com maior número de casos notificados

de esporotricose felina no mundo (Gremião et al., 2021). O tratamento farmacológico

pode ser longo e caro e ainda há a possibilidade de gato-cuidador na esporotricose

felina, também ocorrem recidivas ou não resposta ao tratamento antifúngico. Isso

pode desestimular e resultar no abandono do tratamento do animal, comprometendo

a prevenção e o controle da doença (RODRIGUES et al., 2020; GREMIÃO et al.,

2021). Além disso, observa-se resistência a antifúngicos por fungos Sporothrix

(RODRIGUES et al., 2014; WALLER et al., 2021).

Somente no estado do Rio de Janeiro entre os anos de 2019 e 2020 foram

confirmados 2.616 casos em humanos (SES/RJ, 2021), já os casos de esporotricose

felina não são conhecidos. A ausência de estratégias de controle e prevenção

associada às dificuldades no tratamento de animais infectados agravam mais ainda

esta situação. Assim, a busca por novos fármacos através de técnicas de

modelagem molecular e testes in vitro podem contribuir significativamente para

descoberta de novos candidatos para o tratamento da doença, podendo auxiliar no

manejo e prevenção da esporotricose.

A HMG-CoA redutase tem papel fundamental na via do mevalonato ao

catalizar a reação de redução do HMG-CoA em mevalonato, em humanos, a via do

mevalonato é responsável pela etapa limitante da biossíntese de colesterol e nos

microrganismos pela biossíntese do ergosterol e de isoprenóides (CAMPO E

CARVALHO, 2007; PIVÓN et al., 2017 ). Na literatura já foi descrito o potencial

antifúngico da sinvastatina e atorvastatina, inibidores da HMGR, em fungos do

gênero Sporothrix (BRILHANTE et al., 2020).

Desta forma a enzima SsHMGR. pode ser um alvo terapêutico interessante

de novos antifúngicos para o tratamento esporotricose e os estudos de

estrutura-atividade das estatinas usando modelagem molecular pode contribuir a

descoberta e desenvolvimentos desses inibidores.
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3.   OBJETIVOS
3.1 Objetivos Gerais

Identificar produtos naturais brasileiros e derivados semissintéticos como

potenciais inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA

Redutase) de S. schenckii usando estratégias de  modelagem molecular.

3.2 Objetivos Específicos

Identificar os grupos farmacofóricos e características essenciais para ligação

dos inibidores de HMGR na enzima de S. schenckii e interações envolvidas.

Identificar potenciais produtos naturais e derivados semissinteticos candidatos

a inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMGR) de S. schenckii

usando a triagem virtual baseada em farmacóforo.

Identificar por meio da triagem baseada no receptor, os ligantes mais

promissores que conservam as interações e modo de ligação em relação a

inibidores conhecidos e ao modelo farmacofórico.

Selecionar as substâncias com perfil mais promissor para serem direcionados

aos testes biológicos em cepas de Sporothrix spp para avaliação da atividade

antifúngica.
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4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Construção dos modelos tridimensionais da HMGR de S. schenckii
(SsHMGR) por modelagem comparativa

A HMGR de S. schenckii não teve sua estrutura tridimensional elucidada até o

momento, desta forma foi construída através da modelagem comparativa. Para isto,

buscou-se no Centro Nacional de Informação Biotecnológica (National Center of

Biotechnology Information, NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pela sequência

FASTA de aminoácidos da HMGR S. schenckii (GenBank: ERS96480.1) . Em

seguida, a sequência foi submetida ao BLAST no NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) a fim de se buscar por moldes com maior

percentual de identidade e cobertura, para fazer a construção do modelo por

homologia. Em seguida, as sequências de aminoácidos da HMGR de S. schenckii

(GenBank:), S. brasiliensis (GenBank:), C. albicans (AOW26055.1), S. cerevisae

(GHM88949.1) e H. sapiens (NP_001351116.1) foram alinhadas utilizando o

programa Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (LI et al., 2015;

MCWILLIAM et al., 2013; SIEVERS et al., 2011). Foi avaliado se os resíduos de

aminoácidos se mantiveram conservados e alinhados entre as proteínas de

diferentes organismos. A matriz do percentual de identidade também foi avaliada.

Em seguida no servidor Swiss-Model (ARNOLD et al., 2006; GUEX et al.,

2009) foi realizada a construção do modelo o qual teve como molde a estrutura

cristalográfica da HMGR de Homo sapiens (HsHMGR) em complexo com o inibidor

ácido

(3r,5r)-7-[5-(Anilinacarbonil)-3,4-Bis(4-Fluorofenil)-1-Isopropil-1h-Pirrol-2-Yl]-3,5-Dihid

roxiheptanóico, disponível no PDB sob o código 2Q1L, com resolução de 2,05 Å

(PAVLOVSKY et al., 2007).

Para refinamento do modelo, este foi submetido a ciclos de minimização de

energia para otimização geométrica da proteína no programa Swiss PDB Viewer

(SPDBV) (GUEX e PEITSCH, 1997; GUEX et al., 2009). Também calculou-se o

desvio médio quadrático (RMSD) através da sobreposição entre o molde e o

modelo.

A fim de validar o modelo da SsHMGR avaliou-se a qualidade

estereoquímica pela análise gráfico de Ramachandran obtido no Procheck
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(LASKOWSKI et al., 1993), e a compatibilidade entre a estrutura 1D e 3D pelo perfil

do score 3D-1D no Verify3D (BOWIE et al., 1991; LUTHY et al., 1992), disponíveis

no servidor The Structrure Analysis and Verification Server (SAVES)

(http://services.mbi.ucla.edu/SAVES/). Além disso, analisou-se a energia global pelo

score-Z e energia local usando o servidor ProSA-web (SIPPL, 1993; WIEDERSTEIN

e SIPPL, 2007) (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php). Essas análises

foram feitas para o modelo de HMGR de S. schenckii construído em comparação

com o molde.

Na caracterização estrutural da proteína, foi avaliada a composição química

dos resíduos num raio de 5 Å no sítio de ligação do inibidor para o molde em

comparação com o modelo.

4.2 Docking molecular de inibidores conhecidos na HMGR de S. schenckii
(SsHMGR)

Para propor potenciais inibidores para a enzima de SsHMGR, obteve-se as

estruturas da HMGR de H. sapiens obtidas experimentalmente e complexadas com

inibidores da classe das estatinas disponíveis no banco de dados de proteínas

(Protein Data Bank). Os cristais foram obtidos no PDB através dos códigos: 1HW8,

1HW9, 1HWI, 1HWJ, 1HWK, 1HWL e 2Q1L

A validação do docking foi feita pela técnica de redocking das estatinas na

enzima de H. sapiens (THOMA et al., 2004), que consistiu em remover o ligante

co-cristalizado do complexo e, em seguida, recolocá-lo no sítio ativo da enzima

através do docking. Então, comparando a conformação cristalográfica desse ligante

com a obtida por docking é possível avaliar a capacidade preditiva da metodologia

utilizada (MORRIS e LIM-WILBY, 2008).

A proteína foi preparada com a adição de hidrogênios polares e cargas

Gasteiger. Já os ligantes retirados do cristal foram preparados com a adição dos

hidrogênios e as ligações torcionáveis foram definidas automaticamente utilizando o

programa AutoDock Tools 1.5.7 (MORRIS et al., 2009). A caixa para o cálculo do

docking foi definida com dimensões 34 x 22 x 38 Å3, centralizada no resíduo Glu559

para os cristais de código PDB:1HW8, 1HW9, 1HWI, 1HWJ, 1HWK, 1HWL,

complexados com mevastatina, sinvastatina, fluvastatina, cerisvastatina,

atorvastatina, rosuvastatina, e GLU125 como resíduo em região central ao sítio ativo
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da HsHMGR no caso do cristal 2Q1L (com posição equivalente em relação aos

outros cristais, apenas a numeração diferente). Conforme o descrito na literatura,

tanto as estatinas quanto o HMG-CoA interagem com este resíduo por meio de

ligação de hidrogênio (CAMPO e CARVALHO, 2007; ISTVAN e DEISENHOFER,

2001). Os parâmetros do algoritmo de busca foram mantidos com os valores padrão.

Foram observados o modo de ligação que estes inibidores assumiram no sítio ativo,

e as interações que foram conservadas com os resíduos de aminoácidos para as

diferentes estatinas nos programas overy Studio Visualizer

(https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download) Pymol v. 0.99 (The

PyMOL Molecular Graphics System, Schrödinger, LLC).

Em seguida, foi feito o docking dessas estatinas no modelo SsHMGR

construído, o qual foi centralizado no resíduo de Glu893 (posição equivalente em

relação ao cristais). O cálculo do docking foi realizado com os mesmos parâmetros

definidos no redocking. Foi feita a análise do modo de ligação que as estatinas

assumiram no sítio ativo da SsHMGR para a pose de menor energia em

comparação com a pose encontrada nas estruturas cristalográficas. Para isto,

utilizou-se os programas Discovery Studio Visualizer

(https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download) Pymol v. 0.99 (The

PyMOL Molecular Graphics System, Schrödinger, LLC), neste último também

obteve-se as imagens usadas neste trabalho. O ligante que apresentou um modo

ligação no modelo de SsHMGR similar ao observado para os inibidores foi escolhido

para a construção do farmacóforo.

4.3 Triagem virtual baseada em farmacóforo para busca de potenciais
inibidores da SsHMGR

Com base no modo de ligação da atorvastatina na HMGR de S. schenckii

obtido no docking molecular, um modelo farmacofórico foi definido no servidor

Pharmit (https://pharmit.csb.pitt.edu/), tendo como base a orientação que ela

apresentou no sítio ativo da SsHMGR e a análise das interações importantes que

são conservadas entre as diferentes estatinas complexadas com HMGR de H.

sapiens.

Com o modelo farmacofórico definido foi realizada a triagem virtual baseada

em farmacóforos para obtenção de novos candidatos a inibidores através do
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servidor Pharmit (SUNSERI e KOES, 2016) no banco de produtos naturais (PNs)

brasileiros do Núcleo de Bioensaios, Biossíntese e Ecofisiologia de Produtos

Naturais (VALLI et al., 2013). Foram definidos três pontos farmacofóricos, sendo um

aromático (raio de 1,5 Å) e dois aceptores de ligação de hidrogênio, com raio de 1 Å

cada (Figura 24).

Em seguida, os PNs obtidos na triagem baseada em farmacóforo foram

submetidas ao filtro de propriedades farmacocinéticas e toxicológicas no servidor

FAF-Drugs4 (https://fafdrugs4.rpbs.univ-parisdiderot.fr/index.html). Foram excluídas

substâncias duplicadas, PAINS (Pan Assay Interference Compounds) (BAELL e

HOLLOWAY, 2010), grupamento tóxicos, com características estruturais de

inibidores covalentes e aqueles ligantes que violavam mais de dois parâmetros da

regra dos cindo de Lipinski (LIPINSKI, 2004). O servidor classifica as substâncias

como “moléculas aceitas”, “moléculas intermediárias”, e “moléculas rejeitadas”.

Neste momento, apenas as aceitas foram escolhidas, por conta do seu melhor perfil

de segurança. Todas foram protonadas em pH 7,4 no servidor FAF-Drugs 4 como

preparo para a triagem baseada no alvo.

A “regra dos cinco” de Lipinski sugere boa biodisponibilidade oral para

substâncias que cumprem pelo menos três dos quatro requisitos: PM ≤ 500 Da;

coeficiente de partição octanol/água (LogP) ≤ 5; número de aceptores de ligação de

hidrogênio (ALH) ≤ 10; e número de doadores de ligação de hidrogênio (DLH) ≤ 5

(LIPINSKI et al., 2001).

PAINS são moléculas bioativas promíscuas que podem exibir atividade

aparente ao interagirem com macromoléculas não relacionadas aos ensaios

biológicos realizados e interferirem na interpretação dos testes ocasionando

resultados falso-positivos (DAHLIN et al., 2015).

Adicionalmente, substâncias com características estruturais de inibidores

covalentes foram igualmente excluídas, uma vez que há possibilidade de inibição

covalente deste ou de outros alvos humanos podendo os inibidores covalentes estar

relacionados a diferentes efeitos tóxicos (ENOCH et al., 2011; GONZÁLEZ-BELLO,

2016).

4.4 Docking molecular dos produtos naturais (PNs) brasileiros na SsHMGR
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Para a seleção de ligantes considerando a afinidade de ligação prevista e

interações no sítio de ligação às moléculas resultantes dos processos de triagem

virtual por farmacóforo e filtragem ADMET, foram então submetidas a estudos

triagem virtual baseada na estrutura do alvo (SBVS) através do docking molecular

dos produtos naturais na SsHMGR. O cálculo foi realizado no programa AutoDock

Vina 1. 1. 2 e o preparo dos arquivos no Autodock Tools 1. 5. 7. Os parâmetros

empregados no protocolo da triagem virtual baseada no receptor foram os mesmos

descritos anteriormente no docking e redocking das estatinas na enzima de HMGR

de Sporothrix schenckii e humana, respectivamente (Tópico 4.2).

Na triagem virtual no banco de dados do NuBBE foram selecionadas para

inspeção visual as moléculas classificadas como aceitas e como afinidade teórica

maior ou igual a -8,0 Kcal/mol.

4.5 Análise das propriedades farmacocinéticas e toxicológicas teóricas in
silico dos ligantes resultantes na triagem virtual

As substâncias vindas dos estudos de docking molecular, tiveram outras

propriedades farmacocinéticas e toxicológicas avaliadas diferentes em relação ao

filtro ADMET aplicado na primeira etapa.

Para avaliação da absorção intestinal humana (AIH), risco de genotoxicidade

(Ames) e cardiotoxicidade por potenciais bloqueadores dos canais de potássio

hERG, foi utilizado o programa pkCSM (PIRES et al., 2015).

O gene hERG codifica canais iônicos de potássio que controlam os

batimentos cardíacos rítmicos. A inibição desses canais (hERG 1 e hERG 2) está

associada ao prolongamento do intervalo QT (ou seja, QT longo síndrome do QT

longo, LQTS), causando arritmias cardíacas e morte súbita (RECANATINI et al.,

2004). O bloqueio destes canais induzido por fármaco pode causar cardiotoxicidade

e por isso tornaram-se marcadores sugestivos de cardiotoxicidade. Vários

farmacóforos de canais hERG foram desenvolvidos e fragmentos moleculares que

causam ligação de hERG foram definidos para identificar e evitar características

estruturais parecidas entre novos fármacos e inibidores de hERG 1 e hERG 2

(RECANATINI et al., 2004; SHAMONSKY et al., 2008).

Além disso, o potencial mutagênico com base em ensaios in vitro e in vivo

(dentre eles, o teste de Ames) foi avaliado usando o servidor Osiris Property
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Explorer (Thomas Sander, Actelion Pharmaceuticals Ltd, Suíça, 2016,

http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/) e outros riscos toxicológicos, tais como,

tumorigenicidade, efeitos irritantes e efeitos sobre a reprodução. Essas propriedades

também foram calculadas para o itraconazol, fármaco utilizado no tratamento da

esporotricose para estatina utilizada na construção do farmacóforo, para

comparação com os ligantes obtidos por triagem virtual.

Segundo a Conferência Internacional sobre Harmonização de Requisitos

Técnicos para Registro de Produtos Farmacêuticos para Uso Humano (ICH), os

testes de genotoxicidade são ensaios in vitro ou in vivo para detectar compostos que

induzir danos genéticos por vários mecanismos. Para registro de produtos

farmacêuticos, estes devem passar por testes padrões para avaliação do potencial

genotóxico. O ensaio de mutação reversa bacteriana, AMES, é um desses testes e

mostrou-se capaz de detectar alterações genéticas genotóxicas em roedores e

carcinogênicas em humanos (ICH, 2013).
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 Construção e Avaliação do modelo tridimensional da SsHMGR

A estrutura tridimensional da SsHMGR foi obtida através da modelagem

comparativa, uma vez que a estrutura cristalográfica destas enzimas ainda não foi

elucidada. O modelo foi construído no servidor Swiss-Model usando o modo

automático que requer apenas a sequência de aminoácidos ou o código de acesso

UniProtKB da proteína alvo. As sequências FASTA das enzimas de S. schenkii

(Código NCBI: ERS96480.1) foi obtida no site https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

A proteína-molde usada foi a HsHMGR (Código PDB:2Q1L) com percentual

de identidade de 54,42% com SsHMGR, sendo considerada um bom molde por

apresentar identidade de sequência superior a 30%, pertencer mesma família das

proteínas-alvo e apresenta boa resolução (KHAN et al., 2016). O cristal tem

complexado um inibidor (9) da HMG-CoA Redutase sintético baseado no pirrol, o

ácido

(3R,5R)-7-[5-(Anilinacarbonil)-3,4-Bis(4-Fluorofenil)-1-Isopropil-1h-Pirrol-2-Yl]-3,5-Dii

droxiheptanóico (PFEFFERKORN et al., 2007).

O percentual de identidade entre as sequências FASTA da HMGR de H.

sapiens (Código NCBI:NP_001351116.1), S. schenckii (Código NCBI:ERS96480.1),

S. brasiliensis (Código NCBI:XP_040622855.1), C. albicans (Código

NCBI:AOW26055.1), e S. cerevisiae (Código NCBI:GHM88949.1) (Tabela 1), variou

de 38,19% a 51,32%. Por meio do alinhamento das sequências, verificou-se que são

conservados 224 resíduos de aminoácidos entre esses organismos (Figura 15).

Também foi observado que 24 dos 27 resíduos de aminoácidos que compõem os

sítios de ligação das estatinas em um raio de até 5 Å de distância do inibidor

sintético presente no cristal 2Q1L que se conservaram. Isto pode indicar que os

domínios catalíticos são altamente conservados nas diferentes espécies de

eucariotos enquanto que o domínio transmembrana não, este dado corrobora com o

descrito na literatura (FRIESEN e RODWELL, 2004; ANDRADE-PAVÓN et al.,

2014).
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Figura 15. Alinhamento entre as sequências de resíduos de aminoácidos das enzimas HMGR de H.
sapiens, S. schenckii, S. brasiliensis, C. albicans e S. cerevisiae. Os resíduos idênticos em todas as
enzimas estão marcados com asterisco (*). Os resíduos que se conservam em um raio de até 5 Å do
sítio de ligação estão destacados por marcação de texto na cor amarelo claro. Parte 1.
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Figura 15. Alinhamento entre as sequências de resíduos de aminoácidos das enzimas HMGR de H.
sapiens, S. schenckii, S. brasiliensis, C. albicans e S. cerevisiae. Os resíduos idênticos em todas as
enzimas estão marcados com asterisco (*). Os resíduos que se conservam em um raio de até 5 Å do
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sítio de ligação estão destacados por marcação de texto na cor amarelo claro. Parte 2.

Figura 15. Alinhamento entre as sequências de resíduos de aminoácidos das enzimas HMGR de H.
sapiens, S. schenckii, S. brasiliensis, C. albicans e S. cerevisiae. Os resíduos idênticos em todas as
enzimas estão marcados com asterisco (*). Os resíduos que se conservam em um raio de até 5 Å do
sítio de ligação estão destacados por marcação de texto na cor amarelo claro. Parte 3.

Tabela 1. Percentual de identidade entre as sequências de diferentes espécies de fungos e H.
sapiens.

H. sapiens S. schenckii S. brasiliensis C. albicans S. cerevisiae

H. sapiens -

S. schenckii 38,55 - -

S. brasiliensis 38,67 98,41 -

C. albicans 40,02 43,57 43,28 -

S. cerevisiae 38,19 42,38 42,18 51,32 -
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O próximo passo a ser realizado foi a otimização da geometria, onde os

modelos passaram por ciclos de minimização de energia no SPDBV e então se

iniciou as análises de validação destes. Primeiramente, avaliou-se a qualidade

estereoquímica do modelo pelo gráfico de Ramachandran. No qual se observou que

90,3% dos resíduos de aminoácidos do molde encontram-se em regiões favoráveis,

enquanto que a SsHMGR apresenta 91,3% dos resíduos. O molde e o modelo

(Figura 16) apresentam 9,7% e 8,7%, respectivamente, dos resíduos de

aminoácidos nas regiões permitidas e 0% nas regiões desfavoráveis, deste modo, é

possível observar boa qualidade estereoquímica dos modelos construídos.

Figura 16. Modelo tridimensional da enzima SsHMGR obtido colorido por cadeia. Obtido no Pymol
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Figura 17. Gráficos de Ramachandran do (A) molde de HMGR de H. sapiens, (B) modelo de HMGR
S. schenkii. Obtidos no Procheck.

A próxima análise para validação do modelo construído (Figura 19) foi

determinar a compatibilidade do modelo tridimensional (3D) das HMGRs de H.

sapiens e S. schenckii com suas próprias sequências de aminoácidos (1D) usando o

servidor Verify 3D. As estruturas submetidas nesse programa devem apresentar pelo

menos 80% dos aminoácidos com score 3D-1D maior ou igual a 0,2. O molde

apresenta 90,08% dos seus resíduos de aminoácidos dentro deste critério, o modelo

de SsHMGR tem 88,53% dos resíduos com pontuação a partir de 0,2 no perfil 3D/1D

(Figura 17). Observa-se que o modelo construído teve pontuação próxima com a do

molde e acima de 80%, indicando que a estrutura tridimensional proposta para

SsHMGR é compatível com a sua estrutura primária.
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Figura 18. Perfil 3D-1D do (A) molde de HMGR de H. sapiens, (B) modelo de HMGR S. schenkii.
Obtidos no SAVES

Para compreensão da qualidade geral e energia global obteve-se o z-score

no servidor ProSA-web, nesta plataforma também é possível analisar a energia

local. O z-score pode indicar estruturas falhas caso seja diferente de uma faixa

característica para proteínas nativas (WIEDERSTEIN e SIPPL, 2007). O modelo

SsHMGR teve z-score de -9,13 que foi bem próximo do z-score molde de -8.54. O

resultado do modelo também foi contundente com a faixa de z-scores encontrados

para proteínas de tamanhos parecidos e determinadas experimentalmente por raio-x

depositadas no PDB (Figura 18 A e B). O gráfico de energia para cada resíduo de

aminoácido (Figura 18 A e B mostrou energias locais satisfatórias, valores negativos,

para a maioria dos resíduos tanto no molde, quanto no modelo. As regiões dessas

estruturas 3D que tiveram valores acima de zero não compunham o sítio catalítico.
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Figura 19. Gráfico de Z-score calculado para (A) molde HsHMGR e (B) modelo SsHMGR para
qualidade geral. Gráfico de energia em função de cada resíduo para (C) molde HsHMGR e (D)
modelo para qualidade local. Em verde escuro energia energia média suavizada sobre cada
fragmento de 40 resíduos e o verde claro é a de energia média com uma janela menor em 10
resíduos. Obtidos no ProSA-Web

Notou-se que os resíduos do sítio ativo se conservaram nas enzimas de

ambos organismos com exceção de dois resíduos, a Cys561 e valina 683 no molde

que no modelo da HMGR de S. schenckii sofreram alteração para Val895 e

Leu1019, respectivamente (Figura 15). O valor de desvio médio quadrático (RMSD)

da sobreposição do molde e modelo construído foi de  0,26 Å.
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Figura 20. (A) Proteína molde HsHMGR (rosa) e o modelo de SsHMGR (verde) sobrepostos, com
ampliação dos resíduos de aminoácidos presentes no sítio ativo das enzimas num raio de 5 Å de
distância do inibidor (9) complexa a estrutura da HsHMGR (código PDB: 2Q1L) (B) Descrição dos
resíduos de aminoácidos das enzimas HsHMGR e SsHMGR (verde: ácido; cinza: apolar; azul: polar;
vermelho: básico). Destacados em laranja claro são os resíduos que não se conservaram entre os
dois organismos. Imagem gerada a partir do Pymol.

5.2 Docking molecular e avaliação do modo de ligação de inibidores
conhecidos com a enzimas SsHMGR

Para validação do método do docking foi feito o redocking dos ligantes das

em suas estruturas cristalográficas das enzimas HsHMGR, mevastatina

(PDB:1HW8), sinvastatina (PDB:1HW9), fluvastatina (PDB:1HWI), cerisvastatina

(PDB:1HWJ), atorvastatina (PDB:1HWK), rosuvastatina (PDB:1HWL) e inibidor (9)
(PDB:2Q1L), usando o Autodock Vina 1.1.2. As poses obtidas por docking (Figura

21) foram parecidas com as observadas pelo método experimental de difração de

raio X, com valores de RMSD variando de 0,969 a 1,688 Å e afinidade teórica

(energia de ligação) de -9,4 a -7,0 kcal/mol. As análises visuais somadas ao

resultados de RMSD indicam que o método foi validado, já que os RMSDs foram
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abaixo de 2,0 Å (GANI, 2007; KONTOYIANNI; MCCLELLAN, et al., 2004; LEACH et

al., 2006).

Figura 21. Redocking dos inibidores nas estruturas cristalográficas de HMGR de H. sapiens, com
seus valores de códigos PDB, RMSD em ångstrons (Å) e energia de ligação (EL). A conformação
cristalográfica dos inibidores está na cor magenta e a conformação obtida por docking em ciano.
Imagem gerada no Pymol.

Em seguida os modos de ligação desses inibidores a HsHMGR foi avaliada

através dos programas Pymol e do Discovery Studio. Assim como o observado na

literatura, muitas interações foram mantidas para as diferentes estatinas

(PDB:1HW8-1HWL) e o mesmo ocorreu para o ligante (9) (Quadro 1) apesar das

diferenças estruturais, como ligações de hidrogênio entre os inibidores e os resíduos
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de aminoácido Lys691, Glu559 e Lys735 que também são observadas para o

substrato HMG-CoA (ISTVAN e DEISENHOFER, 2001; CAMPO e CARVALHO,

2007). Também foram percebidos contatos de van der Waals para todos os ligantes

e Ala751, interações do tipo hidrofóbicas com os resíduos Leu853, Cys561, Leu562

e π-alquil com a His752. A sobreposição dos inibidores presentes nos cristais

mostrou que esses apresentam orientações parecidas para as unidades de ácido

3,5-di-hidroxivalérico e β,δ-di-hidroxiheptanóico. O mesmo ocorre entre os grupos

decalina e os anéis heterocíclicos.

Figura 22. Sobreposição dos inibidores complexados nas estruturas cristalográficas de HMGR de H.
sapiens. Imagem gerada no Pymol.

Quadro 1. Principais interações conservadas entre os inibidores complexados com as estruturas
cristalográficas de HsHMGR e o modelo SsHMGR. Verde: Ligação de hidrogênio; Laranja: Interação
alquil; Azul: Interação de van der Waals; Rosa: Interação π-alquil; Roxo: Ligação de halogênio;
Mostarda: π-𝜎

O docking molecular dos inibidores no modelo de SsHMGR foi realizado a fim

de identificar os ligantes que conservaram o modo de ligação parecido aos

observados nos cristais e considerando esses dados construir o modelo
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farmacofórico para triagem. A atorvastatina (PDB:1HWK) teve energia de ligação

teórica de -8,5 kcal/mol e foi escolhida por ser o inibidor que mais conserva

interações com o modelo (Figura 23A), além de apresentar uma orientação

semelhantes em comparação ao observado nos cristais (Figura 23B). Soma-se a

isso seu potente efeito inibidor da HGMR e sua atividade em cepas C. albicans (MIC

de 16–64 μg/mL), C. glabrata (MIC=32 μg/mL), para Sporothrix na forma filamentosa

(MIC de 8 a 32 μg/mL) e na forma de levedura (MIC de 8 a 64 μg/mL) (LIMA et al.,

2019; BRILHANTE et al., 2020).

Figura 23. (A) Interações e modo de ligação da atorvastatina no sítio ativo da SsHMGR obtido por
docking molecular, EL = -8,5 kcal/mol (B) Conformação da atorvastatina obtida por docking (ciano)
sobreposta a conformação observada para a estatina complexada (vermelho) à estrutura
cristalográfica de HMGR de H. sapiens. Imagens geradas no Pymol.

5.3 Triagem virtual baseada em farmacóforo de produtos naturais brasileiros
com potencial para inibidores da SsHMGR

Diante dos resultados do docking, análise das interações dos inibidores e

considerações acima sobre a atorvastatina, dois modelos farmacofóricos foram

definidos baseados nesta estatina. Os modelos compreenderam 3 farmacóforos: um

ponto aromático (raio de 1,5 Å) e dois pontos aceptor de ligação de hidrogênio (raio

de 1 Å). A diferença entre os modelos consiste na posição de um ponto aceptor de

ligação de hidrogênio (Figura 24).
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Figura 24. Modelos farmacofóricos construídos a partir da atorvastatina com as distâncias e ângulos
entres os pontos farmacofóricos. Em laranja pontos aceptores de ligação de hidrogênio e em roxo
ponto aromático.

Os pontos aceptor de ligação de hidrogênio foram definidos no grupo

di-hidroxi-heptanoico da atorvastatina, os modelos de farmacóforo são iguais com

diferença apenas na localização do ponto aceptor, diferenciando entre o átomo de

oxigênio no grupo carboxila. Nesta região da molécula o oxigênio da hidroxila

escolhida como farmacóforo realiza ligação de hidrogênio com Asn1091 e His1088,

no grupo carboxílico os oxigênios fazem o mesmo tipo de interação com os resíduos

Lys1071, Se1020 e Arg924. No pirrol foi colocado o ponto aromático, este anel

interage por meio de contatos hidrofóbicos com os resíduos de aminoácido Ala1189,

Leu1186 e Val895.

A triagem baseada em farmacóforo pelo Pharmit obteve 10.047 PN

brasileiros, que então foram submetidos no servidor FAF-Drugs 4 para filtragem por

propriedades farmacocinéticas e remoção de moléculas duplicadas. Identificou-se

9.074 duplicatas que foram removidas. Das 973 moléculas filtradas, 386 foram

classificadas como aceitas, 172 intermediárias e 415 rejeitadas. Entre as moléculas

rejeitadas 138 eram PAINS e 265 tinham características de inibidores covalentes.

As substâncias classificadas como aceitas foram submetidas ao docking

molecular na SsHMGR no programa Autodock Vina 1.1.2. Para as análises
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posteriores definiu-se que seriam avaliadas as moléculas aceitas e que tivessem

energia de ligação igual ou superior a -8,0 kcal/mol, como resultado, 110 moléculas

foram submetidas a uma inspeção visual. Aquelas que respeitaram os modelos

farmacofóricos e mantiveram as interações com os resíduos de aminoácidos

importantes foram selecionadas. Seis moléculas atenderam a esses critérios e

tiveram suas propriedades ADMET analisadas in silico.

Foi possível verificar que os PN resultantes tiveram orientações parecidas e

conformação estendida no sítio de ligação, semelhante à atorvastatina (Figura 25).

Percebeu-se que o anel furano do (10) ficou espacialmente próximo ao anel pirrol da

atorvastatina, enquanto que (13-15) o anel pirrol dos demais e furano se

sobrepuseram a unidade grupo hidroximetilglutaril (HMG) da ATO. O ligante (12) não

apresenta esse anel, porém seu anel tetraidropirano também se encontra nessa

região. Interações como ligação de hidrogênio com os resíduos Ser1020, Lys1071,

Asn 1091 e interações π-alquil com Leu 1186 e/ou Val 895, que ocorrem com

frequência entre as estatinas e o inibidor (9) com HsHMGR e SsHMGR. As

interações Ser 1020 e Lys 1071 também ocorrem entre o substrato (HMG-CoA) e a

enzima humana e seu substrato (CAMPO e CARVALHO, 2007) se repetiram para

essas 6 moléculas e a enzima fúngica (Quadro 2). Pelo docking molecular os

valores de afinidade teórica foram entre -9,1 e -8,0 Kcal/mol (Quadro 2), valores

superiores do que o observado para a ATO ( -9,2 Kcal/mol).

Figura 25. Sobreposição das poses dos produtos naturais obtidos na triagem virtual (verde) com a
atorvastatina (vermelho). Imagem gerada no Pymol.
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O PN (10), Maackiaina, vinda da triagem, é um isoflavonoide derivado

pterocarpano isolado da planta Diplotropis purpurea que possui um grupo furano

(FILHO et al., 1973). Esta planta é encontrada na região norte e centro-oeste do

Brasil conhecida popularmente como supupira (LIMA e CARDOSO). Os

pterocarpanos são o segundo maior grupo de isoflavonóides e têm como

característica um sistema tetracíclico constituído de uma porção

benzofurano-benzopirano com dois centros quirais nas posições 6a e 11a derivados

do esqueleto flavonoide (GOEL et al., 2013; SELVAM et al., 2017). Diversas

propriedades farmacológicas foram atribuídas a estes metabólitos, como efeito

antitumoral, antileishmania, antimicrobiana e antifúngica (BUARQUE et al., 2011;

SELVAM et al., 2017). A Maackiaina inibiu a germinação de esporos de Fusarium

oxysporum em grão-de-bico (STERVENSON et al., 1997). Também foi relatado seu

efeito antitumoral (PENG et al., 2022) e amplificação do ativação do inflamassoma

(HUH, et al., 2020). Esse ligante manteve as principais ligações de hidrogênio com

os resíduos Ser 1020, Lys 1071, Asn 1091. Interações hidrofóbicas π-alquil se

conservaram com Val 895 e Leu186, que aconteceram dos orbitais pi do anel

benzênico do benzopirano e do anel heterocíclico aromático com dois átomos de O

com o alquil presente nos aminoácidos (Quadro 2). Houve ainda interação ânion-π

interação entre o um benzeno do ligante e a Asp 1026, esse tipo de interação ocorre

entre ânions e sistemas aromáticos com deficiência de elétrons carregados

positivamente ou serem neutros e relativamente relativamente pobres em elétrons

(BRANDI et al., 2008; FOKOUE et al., 2020; RATHER et al., 2020).

O mexicanolide (11) é um triterpenóide limonóide que foi obtido de espécie

Cipadessa fruticosa e exibe atividade anti-trypanosoma (LEITE et al, 2005; LEITE et

al, 2010). Os limonóides são compostos químicos bicíclicos altamente oxigenados e

os principais metabólitos secundários da família Meliaceae, ação antimalarica,

antimicrobiana e citotóxica são algumas das atividades desses constituintes (FANG

et al., 2011). Essa molécula apresenta 4 anéis na cadeia principal, sendo um

lactona, e na cadeia lateral apresenta um anel furano. A carbonila do anel lactona

atua como aceptor de ligação de hidrogênio na interação com os resíduos Asn 1091

e His 1088 da SsHMGR, já o átomo de oxigênio do anel furano aceita este tipo de

interação com a Lis 1071. Há interação cátion-π do orbital π do furano interage com

um grupo amino forma catiônica, a interação pode ter acontecido devido à atração

eletrostática entre a região de potencial eletrostático negativo na face sistema π e o
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cátion (DOUGHERTY, 2013; FOKOUE et al., 2020) Segundo BISSANTZ et al. em

2010 e DOUGHERTY em 2013 a interação cátion-π ocorre comumente em uma

distância de 2-4 Å quando o cátion está sobre o plano do sistema π. Os orbitais π do

furano interagem também com o grupo alquil do resíduo Leu1186, interação

hidrofóbica. Ocorrem ainda interações de hidrogênio do tipo carbono-hidrogênio

(Quadro 2).

O siphoneugenina (12) é um ácido aromático e aglicona, a estrutura

depositada no NuBBE foi isolado da planta Siphoneugena Berg e é no centro-oeste

e sudeste do Brasil (GALLO et al., 2006). As hidroxilas ligadas ao tetraidropirano

desse PN realizam várias ligações de ligação de H com a enzima nos resíduos

Ala1087, Ser1020 e Glu893, Lys1027, Lys1071, Asn1091, Lys1028. Houveram

interações hidrofóbicas entre os resíduos Ala1189, Leu1186 e os anéis da porção

dibenzo-p-dioxina da molécula. Nesta o região o anel benzênico ligado ao grupo

carboxila interagiu eletrostaticamente com o grupo amino catiônico da Arg902 em

uma interação cátion-π.

O PN (13) é um diterpeno com esqueleto vouacapano isolado da Pterodon

polygalaeflorus (FASCIO et al., 1976). Estudos sugerem que este PN tenha efeitos

analgésicos periféricos e anti-inflamatórios via inibição da COX-2 (GALCERAN et al.,

2011; SANTOS et al., 2018). Na análise do docking dessa molécula com a SsHMGR

observou-se ligações de hidrogênio como aceptor com os resíduos Asn1091,

Lys1027, Asp1026, Ser1020 e como doador com Glu 893. O resíduo Leu1186 e o

anel furano do diterpeno interagiram hidrofobicamente. Entre esse anel e Asp1026

aconteceu interação ânion-π.

O ligante (14) também é um diterpeno com esqueleto vouacapano dos

diterpenos, sendo obtido da Pterodon pubescens (FASCIO et al., 1976). As árvores

do gênero Pterodon são nativas da região central do Brasil e conhecidas

popularmente como “sucupira-branca” ou “faveira” (HOSCHEID e CARDOSO, 2015).

Estudos têm associado atividades anti-inflamatórias, larvicidas, leishmanicidas,

cardiovasculares e antitumorais aos fitoquímicos desta espécie (OLIVEIRA et al.,

2017). As ligações de hidrogênio com os resíduos Lys1027, Asn1091, Ser1020 se

repetiram na interação dessa molécula com a HMGR de S. schenckii. Interações

hidrofóbicas com Leu1186, Leu10199, Leu1190 e Ala1189. O anel furano participou

de uma interação eletrostática do tipo cátion-π com a Arg 924.
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O triterpeno (15) foi isolado de Cabralea canjerana, a “canjarana”, e também

é um limonóide (PAULA et al., 1997; SARRIA et al., 2011). Moreno et al., 2004

identificou atividade antimicrobiana do extrato das folhas dessa planta em

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans. O

3-β-deacetylfissinolida apresentou ligações de hidrogênio com os resíduos de

aminoácido com Asn1091, His1088 e Lys1071, estas mesmas interações mas do

tipo carbono-hidrogênio aconteceram com His 1194, Ala1189 e Ala1087. Entre o anel

furano do fitoquímico aconteceu interação cátion-π com Arg924 e uma interação

hidrofóbica do tipo π-sigma com Leu1186.

Quadro 2. Produtos naturais selecionados por triagem virtual a partir do banco de dados do Nubbe.
Energia de ligação (EL) estimada pelo programa Autodock Vina 1.1.2 (em Kcal/mol). Modo de ligação
e diagrama 2D obtidos no Pymol e Discovery Studio, respectivamente. Linhas amarelas tracejadas
indicam interações de hidrogênio.

PN ID Estrutura química EL Modo de ligação e diagrama 2D das
interações

Maackiaina
(NuBBE_251

0)

10 -8,0
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Mexicanolide
(NuBBE_1054)

11 -8,5

Siphoneugenin
a

(NuBBE_1186)

12 -8,2
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Ácido
6α,7β-dihidroxi
-vouacapano-1

7β-óico
(NuBBE_1576)

13 -8,3

6α,7β-diacetoxi
vouacapano-14
β-ato de metila
(NuBBE_1718)

14 -8,5
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3β-deacetylfiss
inolide

(NuBBE_495)
15 -9,1

Flavonoides são compostos polifenólicos com uma estrutura benzo-γ-pirona e

estão presentes de forma ubíqua nas plantas. Este grupo tem como característica

um esqueleto de quinze carbonos que consiste em dois anéis de benzeno ligados

por meio de um anel pirano. Podem ser divididos em várias classes, como flavonas

e flavanonas, que se diferenciam no nível de oxidação e no padrão de substituição

do anel pirano (KUMAR e PANDEY, 2013). São fitoalexinas sintetizadas pela via

fenilpropanóide e possuem variedade de atividades farmacológicas (ULLAH et al.,

2020; FERDOUS e YUSOF, 2021; Badshah et al., 2021). Atividade antifúngica em S.

schenckii e S. brasiliensis . foi mostrada em estudos in vitro (OLIVEIRA et al., 2016;

WALLER et al., 2018).

Terpenos são a maior classe de produtos naturais, produzidos principalmente

por plantas são altamente bioativos com diferentes funções fisiológicas

(GERSHENZON e DUDAREVA, 2007; LIMA et al., 2021). São hidrocarbonetos

insaturados estruturados em unidades isoprenoides, blocos de 5 carbonos, ligadas

(ligação 1-4), se houver oxigênio em sua estrutura química são chamados de

terpenóides e podem apresentar diferentes funções químicas, como ácidos, álcoois

e aldeídos (FELIPE e BICAS, 2017). São classificados com base no número de

átomos de carbono (C) que possuem: hemiterpenos apresentam 5C, monoterpenos
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10 C, homoterpeons 11 e 16 C, sesquiterpenos 15 C, diterpenos 20 C, sesterpenos

25 C, triterpens 30 C, tetraterpenos 40 C e politerpenos são aqueles com mais de

40 C (BONCAN et al., 2020). Mais de 40.000 variedades estruturais dessa classe

são conhecidas e diversas propriedades medicinais lhes são atribuídas, como ação

anti-inflamatória (YOUSEFF et al., 2019, KIM et al., 2020; GALLILYet al., 2018),

antioxidante (CUTALLIS et al., 2018) atividade antimicrobiana (Bound et al., 2015,

Mahizan MAHIZAN et al., 2019; YANG et al., 2021). O potencial antifúngico de

derivados terpénicos foi observado em cepas de S. schenkii (BRILHANTE et al.,

2015; BRILHANTE et al., 2019) e em S. brasiliensis resistente a itraconazol

(WALLER et al., 2021).

5.4 Análise das propriedades ADMET in silico dos produtos naturais com
potencial inibidor da SsHMGR.

As análises propriedades farmacocinéticas e toxicológicas in silico (Tabela 2)

foram feitas por duas ferramentas diferentes. O pkCSM prevê as propriedades

ADMET das moléculas a partir das propriedades gerais, como moleculares,

toxicóforos, farmacóforos, e dos padrões de assinatura de gráficos baseada em

distância. Nele são fornecidos 30 preditores divididos entre sete preditores

relacionados com absorção, quatro com distribuição, sete de metabolismo, dois de

excreção e 10 para toxicidade (PIRES et al., 2015). O programa Osiris Property

Explorer que permite avaliar o potencial de toxicidade da molécula através da

comparação dos fragmentos da molécula com de fármacos e de substâncias tóxicas

que tiveram suas propriedades ADMET analisadas (PATRICK, 2009).
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Tabela 2. Propriedades farmacocinéticas e toxicológicas teórica de produtos naturais potenciais
inibidores da SsHMGR por triagem virtual, atorvastatina e itraconazol. AIH: absorção intestinal
humana. Genotoxicidade: AMES. Cardiotoxicidade: Inibidores de hERG. HT: Hepatotoxicidade. EM:
Efeito mutagênico. ET: Efeito tumorigênico. EI: Efeito irritante. DL: Druglikeness. DS: Drugscore. ER:
Efeito reprodutivo. ATO: Atorvastatina. ITZ: itraconazol.

pkCSM Osiris Property Explorer

Molécula AIH(%) AMES Inibidor
hERG 1

Inibidor
hERG 2 HT EM ET EI ER DL DS

10 96 Sim Não Não Não Baixo Baixo Baixo Alto -1,99 0,27

11 100 Não Não Não Não Baixo Baixo Baixo Baixo -8,15 0,31

12 7 Não Não Não Não Médio Baixo Baixo Baixo -2,03 0,27

13 100 Não Não Não Sim Baixo Baixo Baixo Baixo -3,73 0,4

14 95,23 Não Não Não Não Baixo Baixo Baixo Baixo -5,42 0,28

15 100 Não Não Não Não Baixo Baixo Baixo Baixo -6,07 0,31

ATO 64,35 Não Não Não Sim Baixo Baixo Baixo Alto 4,04 0,15

ITZ 100 Não Não Sim Sim Alto Alto Baixo Baixo 8,09 0,08

As análises pelo no pkCSM sugerem bom perfil toxicológico desses produtos

naturais com exceção de (10) que foi positivo para o teste de AMES o que significa

um potencial mutagênico para este composto. O PN (13) foi o único que mostrou

hepatotoxicidade, assim como os já aprovados fármacos atorvastatina e itraconazol.

Em relação às propriedades farmacocinética apenas (12) foi prevista com pouca

absorção intestinal humana por ter absorbância menor que 30% (PIRES et al., 2015)

e tendo violado duas das regras dos cinco de Lipisnki. Este sugeriu que caso uma

molécula não cumpra dois ou mais parâmetros possivelmente será pouco permeável

(LIPINSKI et al., 2012). Dessa forma, no geral, os produtos naturais apresentaram

um perfil farmacocinético e toxicológico teórico promissor.

Por sua vez, a análise de toxicidade no Osiris Property Explorer indicou que a

molécula (10) tem baixo risco de efeito mutagênico e um alto risco de efeito irritante.

A atorvastatina também apresentou alto risco de efeito irritante e o itraconazol alto

risco de efeito mutagênico e tumorigênico. Os demais produtos naturais tiveram

baixo risco para as propriedades toxicológicas.

Dessa forma, no geral, os produtos naturais (11), (13), (14) e (15)
apresentaram um perfil farmacocinético e toxicológico teórico promissor.
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6 CONCLUSÃO

O modelo tridimensional proposto para a enzima HMGR de S. schenkii foi

validado, portanto é adequado para ser usado na triagem virtual baseada na

estrutura.

Foi possível determinar resíduos que se conservaram nas interações entre

estatinas, inibidor (9) e dos produtos naturais com SsHMGR e com HsHMGR.

Ligações de hidrogênio com resíduos de aminoácido Lys691, Glu559 e Lys735,

também descritas na literatura para HMG-CoA, contatos de van der Waals para

Ala751 e  hidrofóbicas com Leu853, Cys561, Leu562 e His752.

Pelas técnicas de triagens baseadas em farmacóforo e na estrutura do alvo

molecular e predição de propriedades ADMET in silico foram identificados quatro

produtos naturais isolados da biodiversidade brasileira com perfil farmacocinético e

toxicológico teórico seguro e com potencial de inibir a SsHMGR.
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