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Resumo- Devido a resisténcia adquirida pelos parasitas causadores da malaria e a auséncia de
vacinas para tratamentos preventivos, tem-se visto a necessidade da busca de novos compostos
para o tratamento desta doenca. Neste trabalho, apresentamos os estudos in silico da enzima Lactato
desidrogenase de Plasmodium berghei (PbLDH), organismo modelo para estudos de malaria em
humanos. Apéds a reconstrucdo da estrutura tridimensional homotetramérica da PbLDH, a enzima foi
submetida aos estudos de docking molecular com os compostos candidatos a inibidores (5, 6, 8 e 9),
derivados de 1,2,3-triazol. Os resultados mostraram que 0s compostos 8 e 9 apresentam maior
afinidade de interagdo com o sitio alvo da PbLDH. Estudos complementares serdo realizados afim de
explorar melhor a participa¢éo dos residuos de intera¢é@o no sitio de ligagdo desses compostos.
Palavras-chave: Malaria; Plasmodium berghei; Lactato desidrogenase; Derivados de 1,2,3-triazol;
Docking Molecular.

Area do Conhecimento: Ciéncias Exatas e da Terra.

1 INTRODUCAO

As doencgas parasitarias constituem um grande problema de Salde Pdblica e sé&o
consideradas endémicas em populacdes de baixa renda. S&o consideradas Doencas Negligenciadas,
uma vez que ndo despertam o interesse de grandes induUstrias farmacéuticas em desenvolver
pesquisas para o tratamento e cura das mesmas. Dentre essas doencgas, pode-se citar como
exemplos a esquistossomose, leishmaniose e maléria. No estado de Minas Gerais, essas parasitoses
atingem varios municipios comprometendo significativamente a satde da populacgdo, principalmente a
rural (Codato et al., 2013; Muguande et al., 2011; Almeida et al., 2015).

A malaria pode ser causada por cinco espécies de parasitas do género Plasmodium que
afetam os seres humanos: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi. Estima-se que
0 numero de casos de malaria no mundo tenha sido de aproximadamente 212 milhdes, em 2015,
sendo a regido Africana a mais afetada. Criancas menores de cinco anos de idade e mulheres
gravidas sao as pessoas mais gravemente afetadas (WHO, 2016). No Brasil, P. vivax e P. falciparum
sdo os principais causadores da doenca, representando respectivamente 84% e 16% dos casos
notificados no ano de 2014 (MS-SVS, 2015). Até o século passado, o quinino era o principal
guimioterapico utilizado no combate & malaria. Seu uso s6 foi reduzido em funcdo da sua alta
toxicidade e dificuldade de obtencdo (BUTLER, KHAN e FERGUSON, 2010). Devido ao
desenvolvimento de resisténcia pelo parasita e a falta de vacinas, surgiu a necessidade de se obter
novos antimalaricos, como os compostos derivados de 1,2,3-triazol (Lopes et al., 2017) (Figura 1).

A espécie Plasmodium berghei é responséavel por infectar roedores e se mostra valida em
estudos de rastreamento de drogas com potencial de uso no tratamento de malaria humana
(PETERS, PORTUS e ROBINSON, 1975).

A enzima Lactato desidrogenase de Plasmodium berghei (PbLDH) pode ser considerada um
interessante alvo de acdo de novos farmacos, pois possui grande diferencga estrutural com a enzima
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em humanos, demonstrando especificidade de possiveis compostos que possam atuar na PbLDH
(Read et al., 2001; Oliveira e Franca, 2011).

O trabalho teve como objetivo conhecer a estrutura tridimensional da enzima Lactato
desidrogenase de P. berghei e elaborar estudos de docking molecular com os compostos 5, 6, 8 € 9,
derivados de 1,2,3-triazol.

Figura 1 - Estrutura e classificagdo quimica dos compostos 5, 6, 8 e 9, derivados de 1,2,3-triazol,
1,3,4-trissubstituido.
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Fonte Lopes et al., 2017, p.37.

2 METODOLOGIA

O molde para a construcdo tridimensional (3D) da enzima LDH de P. berghei (PbLDH), foi
selecionado através do Protein Data Bank (PDB) sob o cédigo de 10C4. A partir do programa
PyMOL, verséo 1.4.1, foi gerada a conformagéo 3D da PbLDH, como um homotetramero (Figura
2). Esta estrutura foi submetida a estudos de docking molecular usando o pacote Schrédinger
Maestro 9.3.5, e preparada usando o PrepWizard versao 4.0.518.

A grid para os calculos de energia foi construida usando o programa GLIDE versao 5.8.518.
O tamanho da grid para a enzima foi de 36 A (22 A externo, 14 A interno) e centrada proxima ao
residuo catalitico, a HIS182 (Shoemark, 2007) e um dos anéis do NAD, ambos localizados no
sitio ativo. A grid para a PbLDH foi centrada nas posi¢gfes X = 23,89, Y = 20,69 e Z = 38,95.

A estrutura dos compostos presentes na Figura 1 foram desenhados no programa
ChemSketch versao 11.0 e preparados no campo de forca OPLS2005 em pH 7,2 £ 0,2, usando
versdo 4.0.518 do Ligprep.

Os estudos de docking molecular com os respectivos compostos (5,6, 8 e 9) foram realizados
utilizando o pacote Schrédinger Maestro 9.3.5. As imagens foram geradas utilizando o programa
PyMOL, versédo 1.4.1.
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https://chemsketch.softonic.com.br/

Figura 2 - Estrutura tridimensional da enzima LDH de P. berguei contendo o substrato oxamato e
cofator NAD. Sendo a cadeia A em verde, B em azul, C em rosa e D em amarelo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi feito um docking com a enzima PbLDH, contendo em seu sitio catalitico o
cofator NAD, no entanto os compostos obtiveram uma baixa energia de interagdo, como mostrado na
Figura 3.

Figura 3 - Representacéo grafica do docking molecular entre a PbLDH, o cofator NAD e os
compostos (5), (6), (8) e (9). Figura gerada pelo PyMOL versdo 1.4.1.

Devido a esta baixa energia de interacdo, os dockings foram realizados com os compostos 5
e 6 na enzima sem seu cofator, porém os resultados também nao foram satisfatorios, uma vez que os
compostos apresentaram uma baixa energia de interagdo com o sitio do NAD. Os resultados de
Glide-Score para os compostos 5 e 6 foi igual a -0,805 Kcal/mol e -1,335 Kcal/mol, respectivamente.
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Sendo que ambos os compostos apresentaram ligacdo de hidrogénio com o residuo ASP35. Esta
baixa afinidade de ligacdo pode estar relacionada com o comprimento alongado da cadeia lateral dos
derivados de triazol selecionados. Por este motivo, foram selecionados os compostos 8 e 9 por
possuirem cadeias mais curtas para serem realizados os estudos de docking molecular. Os
resultados mostraram que 0os compostos 8 e 9 parecem apresentar maior afinidade de interacdo. O
composto 8 possuiu um valor de Glide-Score igual a -3.561 Kcal/mol e ligagdo de hidrogénio com os
residuos HIS182 e ARG95. J4 o composto 9 apresentou Glide-Score igual a -4.078 Kcal/mol e
interacdo com os residuos ASN127 e SER234. A Figura 4 e Tabela 1 mostram os valores de energia
e interacdes dos compostos 5, 6, 8 € 9 com a PbLDH.

Tabela 1 — Resultados do docking molecular entre a enzima PbLDH e os compostos 5, 6, 8 e 9,
utilizando o programa Schrodinger Maestro 9.3.5.

Compostos Glide gscore Interacdes cKl (uM)
(kcal.mol™)
5 -0,805 LigH:ASP35 256914,64
6 -1,335 LigH:ASP35 105077,29
8 -3,561 LigH:HIS182 ARG95 2454,62
9 -4,078 LigH: ASN127 SER234 1024,43

Fonte: Autor

Figura 4 - Representacdo do docking molecular entre os compostos e a enzima PbLDH. (A)
Composto 5; (B) Composto 6; (C) Composto 8 e (D) Composto 9.
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A enzima LDH é de suma importancia para a geracao de energia e sobrevivéncia do parasito
(GRANCHI et al., 2010), por este motivo a partir dos estudos realizados por Cameron et al. (2004)
outros estudos surgiram relacionando a atuacdo de triazéis e a inibicdo desta enzima. Uma das
hipéteses levantadas € que a inibicdo realizada por estes compostos deve-se a sua semelhanca
estrutural com o cofator da enzima, o NADH, podendo levar a uma inibicdo do tipo competitiva da
LDH. Este tipo de inibicdo ndo foi possivel de se constatar no presente estudo com os derivados de
1,2,3-triazaois.
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4 CONCLUSAO

Com relacdo a enzima LDH de P. berghei, esta parece ndo ser o melhor alvo para 0s
derivados de 1,2,3-triaz6is que mostraram melhor atividade antimalarica no estudo de Lopes et al.
(2017). No entanto, os derivados merecem ser objeto de futuras investigacfes contra outros alvos
moleculares, principalmente devido a real necessidade por novos medicamentos para o tratamento
da maléria.
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