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PROSPECÇÃO DE MOLÉCULAS COM POTENCIAL INIBIDOR DE ENZIMAS DE LEISHMANIA AMAZONENSIS
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I. Apresentação e Justificativa

As doenças tropicais negligenciadas (DTNs) afetam principalmente as populações mais pobres e marginalizadas em regiões tropicais e subtropicais do mundo. Elas compreendem um grupo diverso de infecções causadas por uma variedade de patógenos, como vírus, bactérias, protozoários e helmintos. “As 17 DTNs priorizadas pela Organização Mundial da Saúde (OMS) afetam mais de 1 bilhão de pessoas em todo o mundo e são endêmicas em 149 países” (VASCONCELOS, 2016). Essas doenças têm um impacto significativo em termos de morbilidade, incapacidade e mortalidade, afetando não apenas a saúde das pessoas, mas também sua qualidade de vida e capacidade de trabalho. Isso representa um problema de saúde pública significativo que afeta pessoas em todo o mundo. “A leishmaniose é uma DTN transmitida por vetores, causada por protozoários parasitas do gênero Leishmania” (CHARLTON, 2018). Existem diferentes formas da doença, incluindo a leishmaniose cutânea (LC), visceral (LV) e mucosa (LM). A leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave da doença, manifestando-se por linfadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia, palidez, anemia, leucopenia, trombocitopenia, febre, sudorese noturna, fraqueza, anorexia, astenia, pigmentação cutânea e perda de peso. Essa forma da doença pode progredir rapidamente em questão de semanas. Por outro lado, na leishmaniose cutânea (LC), após a picada, pode ocorrer um aumento de temperatura e inchaço no local. Uma pápula eritematosa assintomática aparece no local da picada, embora o prurido possa estar presente, e o tamanho varia de 1 a 10 mm. “Em áreas endêmicas, observou-se que em 1 a 10% dos pacientes a LC evoluiu para a forma mucosa (LM) após 5 anos de cicatrização” (TORRES-GUERRERO, 2017). Dentre estes iremos destacar em nosso trabalho a forma cutânea da doença. Existe diferentes espécies causadoras da LC, sendo uma a Leishmania Amazonensis, encontrada no Brasil. “A severidade da doença varia da forma cutânea benigna e de cura espontânea até formas severas, muitas vezes mutilantes. como a L. mucocutânea” (DORVAL, 2006). 
Nos últimos 20 anos, foram notificados à Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS) 1.067.759 casos de LC e LM com média de 53.387 por ano. Em 2020 os países que notificaram o maior número de casos foram o Brasil (16.432), Colômbia (6.161), Peru (4.178), Nicarágua (3.443) e Bolívia (2.059), que juntos representaram 81% dos casos da região (OPAS, 2021, p. 2).
 Segundo FILHO (2021), o conhecimento da fauna de flebotomíneos mostrou-se de grande importância devido à sua alta capacidade de transmitir patógenos como a Leishmania, tornando-o o principal vetor da doença. Encontrado em regiões tropicais, esse inseto tem o hábito hematófago, sendo restrito às fêmeas. Sua maior atividade ocorre ao crepúsculo vespertino, estendendo-se durante a noite. “No Brasil, os flebotomíneos são popularmente chamados de mosquito palha, birigui, anjinho, gangalinha, flebótomo, entre outros” (PIRES, 2018). 
No período compreendido entre dezembro de 2018 e janeiro de 2021, no estado do Tocantins, foram registrados 9.367 casos de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Observou-se que esta enfermidade afeta predominantemente o sexo masculino, com uma proporção três vezes maior em relação ao número de casos em mulheres. Segundo JUNIOR (2021, p. 4) apesar da doença ser mais comum em zonas rurais, no cenário nacional, tem se expandido de forma considerável para áreas urbanas.
Segundo PINHEIRO (2012, p. 19) a enzima Diidroorotato desidrogenase (DHODH) desempenha um papel crucial não apenas na síntese de DNA e RNA, mas também na biossíntese de lipídeos de membrana, glicosilação de proteínas e outros processos vitais do metabolismo celular. CARVALHO (2008, p. 25) nos últimos trinta anos, a DHODH foi identificada como o alvo farmacológico de diversos compostos químicos e naturais, que foram aprovados para o tratamento de artrites reumatóides em seres humanos, incluindo isoxazol, triazina, ácido cinchonicínico e seus derivados.
Uma das abordagens para mitigar o desenvolvimento do patógeno é a inibição da atividade de enzimas que desempenham funções essenciais para sua sobrevivência. Neste trabalho, apresentamos os resultados de uma busca por compostos com potencial atividade contra a enzima DHODH, utilizando a técnica de triagem virtual combinada com o Docking Molecular, juntamente com uma biblioteca de compostos. São fornecidos dados relativos à energia de interação dos complexos formados e são destacados os resíduos mais significativos para a formação desses complexos, bem como os tipos de interações identificadas.  
II. Objetivos
Empregar uma abordagem computacional abrangente que integra modelagem por homologia, virtual screening e docagem molecular com o objetivo de identificar compostos promissores capazes de atuar como inibidores da enzima DHODH de Leishmania amazonensis.
· Utilizar ferramentas avançadas de análise molecular e simulações computacionais para investigar as interações entre ligantes e
· Contribuir para a pesquisa de novos compostos terapêuticos por meio da aplicação de métodos computacionais avançados, como modelagem por homologia, virtual screening e docagem molecular.
III. Metodologia
A estrutura da enzima DHODH para L. amazonensis ainda não foi resolvida experimentalmente. Portanto, para obter um modelo representativo da enzima, recorremos à modelagem por homologia. Inicialmente, realizamos o alinhamento da sequência primária da DHODH com estruturas experimentais disponíveis em bancos de dados, utilizando o servidor web SWISS-MODEL, como ilustrado na Figura 2. Entre as cinco melhores estruturas identificadas, a PDB:7MYD de L. major apresentou o maior grau de similaridade entre as sequências primárias, atingindo 93,90% de similaridade.
A enzima DHODH é uma oxidorredutase que se apresenta na forma de um homo dímero, composto por 313 resíduos em cada cadeia. WEETALL (2019) nos diz que a sua função no organismo é essencial, uma vez que participa da via de síntese de novo de nucleotídeos de pirimidinas. Essa função é crucial não apenas para a síntese de DNA e RNA, mas também para processos metabólicos como a glicólise e a biossíntese de lipídeos de membrana.
O Virtual Screening é uma técnica computacional amplamente utilizada nos estágios iniciais do processo de descoberta de novos medicamentos. Ela atua como um filtro, selecionando candidatos com características mais favoráveis para serem agentes ativos. Além disso, utilizamos o Docking Molecular, uma técnica computacional que investiga as possibilidades de ancoragem dessas pequenas moléculas (ligantes) nos sítios de ligação da proteína. Conduzimos uma simulação por complexo, onde cada complexo era composto pela enzima e um ligante. Nosso objetivo era selecionar as moléculas com menor energia de interação, pois isso indica uma ligação mais forte com o sítio catalítico. Selecionamos as 100 moléculas com menor energia de interação, independentemente de casos em que diferentes moléculas apresentassem valores iguais de energia. Durante esse processo, exploramos nove posições diferentes para cada ligante, permitindo uma variação máxima de energia de 3 kcal/mol entre as posições de maior e menor energia.
O Virtual Screening foi conduzido em duas etapas distintas. Na primeira etapa, cada composto foi avaliado com base na sua adequação à forma geométrica do sítio catalítico.
Dentre os compostos testados, os 100 que apresentaram as menores energias de interação foram selecionados para a segunda etapa. Nessa segunda etapa, verificamos a capacidade de cada composto de reproduzir consistentemente a mesma posição e energia de interação. Essa avaliação foi realizada por meio da repetição de 100 simulações para cada composto.
Dentre os compostos testados, os 100 que apresentaram as menores energias de interação foram selecionados para a segunda etapa. Nessa segunda etapa, verificamos a capacidade de cada composto de reproduzir consistentemente a mesma posição e energia de interação. Essa avaliação foi realizada por meio da repetição de 100 simulações para cada composto.
IV. Resultados
As simulações de Triagem Virtual realizadas com a biblioteca de compostos do DrugBank, em conjunto com a enzima DHODH, culminaram na identificação de uma lista de compostos com potencial atividade inibitória sobre a enzima. Para selecionar essas moléculas promissoras, desenvolvemos um critério de escolha em duas etapas: 
1. Primeiramente, foram selecionados os compostos que apresentaram as 100 menores energias de interação. 
2. Em seguida, avaliamos a capacidade de cada composto de alcançar a menor energia em 100 simulações independentes, medida pela taxa de sucesso (ξ). Com base nesses critérios, escolhemos as 10 moléculas mais promissoras que não apenas exibiam a menor energia, mas também alcançavam uma taxa de sucesso superior a 70%. Os resultados obtidos foram consolidados na Tabela 1, onde são listados o nome do composto de acordo com o DrugBank, o número de átomos pesados, o número de torções, a energia de ligação e a taxa de sucesso correspondente.

Tabela 1 - Compostos selecionados por ordem decrescente de energia. São apresentados os compostos conforme registrados no banco de dados, o número de torções, a quantidade de átomos pesados, a energia de ligação e a taxa de sucesso (ξ) das interações para cada molécula.
	Classificação
	Composto
	Torções
	Átomos
	Energia (Kcal/mol)
	ξ (%)

	1
	DB04289
	2
	30
	-11,4
	84

	2
	DB11652
	7
	36
	-11,1
	72

	3
	DB14935
	2
	27
	-11,1
	93

	4
	DB15197
	3
	28
	-11,1
	85

	5
	DB02723
	7
	34
	-10,9
	75

	6
	DB07261
	5
	31
	-10,9
	85

	7
	DB16035
	7
	32
	-10,9
	83

	8
	DB12523
	4
	31
	-10,8
	73

	9
	DB13042
	4
	33
	-10,8
	83

	10
	DB00246
	3
	26
	-10,8
	71


As moléculas identificadas exibiram uma energia de interação com a enzima que variou entre -11,4 kcal/mol e -10,8 kcal/mol. Estas moléculas são caracterizadas por possuírem anéis e apresentam um número de átomos pesados na faixa de 26 a 36. A flexibilidade desses compostos está diretamente relacionada com a quantidade de torções, a qual varia de 2 a 7. A taxa de sucesso reflete a habilidade do composto em manter a mesma conformação e alcançar a menor energia em 100 ensaios repetidos.
V. Considerações Finais
Em vista da crescente preocupação com doenças como a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), que afetam um número significativo de pessoas em todo o mundo, a busca por terapias alternativas torna-se uma necessidade premente. Nesse contexto, este estudo realizou simulações de ancoragem molecular e triagem virtual com foco na enzima DHODH (Dihidroorotato desidrogenase), visando a identificação de potenciais inibidores para combater essa doença. Os resultados deste estudo são promissores e abrem caminhos para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes contra a LTA. Identificamos uma lista de dez compostos que apresentam um forte potencial de ligação e inibição da atividade da enzima DHODH, com energias de interação consistentemente inferiores a -11,4 kcal/mol. Além disso, a taxa de reprodutibilidade superior a 71% fornece insights valiosos para a compreensão das interações a nível molecular. Esses achados representam um avanço importante na busca por novos compostos para a LTA, destacando o potencial terapêutico desses compostos candidatos e sublinhando a necessidade de investigações experimentais futuras para validar sua eficácia.
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