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RESUMO

A malaria € uma doenca de risco para cerca de 3 bilhGes de pessoas em todo o mundo. Desta
forma, a descoberta de novos medicamentos como antimalariais é extremamente importante.
Este trabalho tem como objetivo o estudo in silico de isocoumarinas sintéticas como
potenciais farmacos antimalariais. Inicialmente os compostos foram submetidos a estudos
ADME visando a avaliacdo do perfil fisico-quimico das moléculas. A seguir, docking
molecular foi realizado para estimar o potencial dos compostos como inibidores da
diidrofolato redutase, uma importante enzima presente no Plasmodium falciparum,
protozoario transmissor da malaria. O sucesso deste trabalho nos permitira identificar
compostos sintéticos que podem atuar como novos agentes antimalariais, aumentando assim
as opcOes do combate a essa doenca de importancia global.

PALAVRAS-CHAVE: Maléaria, in silico, farmacos, docking molecular.



ABSTRACT

Malaria is a disease at risk for about 3 billion people worldwide. Thus, the discovery of new
drugs as antimalarials is extremely important. This work aims to study in silico synthetic
isocoumarins taken from the literature as potential antimalarial drugs. Initially, the
compounds will undergo ADME studies aiming at evaluating the physicochemical profile of
the molecules. Next, molecular docking will be performed to estimate the potential of the
compounds as inhibitors of dihydrofolate reductase, an important enzyme present in
Plasmodium falciparum, the protozoan that transmits malaria. The success of this work will
allow us to identify synthetic compounds that can act as new antimalarial agents, thus
increasing the options for combating this globally important disease.

KEYWORDS: Malaria, in silico, drugs, molecular docking.
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1. INTRODUCAO

A malaria é uma doenca infecto-parasitaria considerada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) um dos maiores problemas de salde publica, particularmente nos paises do
Terceiro Mundo, entre eles o Brasil. A malaria pode ser causada por quatro tipos de
protozoéarios do género Plasmodium, sdo eles: Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae
e P. ovale. No Brasil, apenas os trés primeiros estdo presentes, sendo o P. vivax e o P.
falciparum as espécies predominantes (BRASIL. Ministério da Saude). Esta doenca
apresenta-se em mais de 100 paises, apesar de estar contida principalmente em areas tropicais
pobres da Africa, Asia e América Latina, cerca de 40% da populagdo mundial convivem sob o
risco de contdgio. Na América Latina, o maior nimero de casos é constatado na Amazonia
brasileira, com registro de cerca de 500 mil casos/ano (BRAGA e FONTES, 2002).

As condigfes ambientais tém uma grande importancia na transmisséo da doenca, como
é o caso, por exemplo, da temperatura baixa. O parasita demora mais tempo para se tornar
infeccioso assim podendo impedir a transmissao, ja que o tempo de vida do mosquito pode
ndo permitir o desenvolvimento completo do parasita (Webber, 2004). A &gua também
assume uma grande importancia quando se trata do desenvolvimento do tal vetor, pois trés das
fases do ciclo de vida do mesmo sdo exclusivamente aquaticas e tém lugar geralmente em
aguas paradas (Gomes, 2010).

A transmissdo natural da doenca ocorre pela picada do mosquito do género Anopheles
infectado com o Plasmodium, este parasita possui um ciclo de vida heteroxeno sendo assim o
mesmo necessita de dois hospedeiros, o primeiro deles o mosquito fémea Anopheles, o
hospedeiro definitivo onde se da a reproducéo sexuada (esporogonia), este simultaneamente o
vetor da doenga. O segundo, 0 homem ou outro vertebrado € o hospedeiro intermediério onde
ocorre a reproducdo assexuada (esquizogonia). (Souza e Ferreira, 2022).

O primeiro estdgio de infeccdo do parasita da maléria se inicia com a picada do
mosquito fémea Anopheles quando vai se alimentar, com isso acaba liberando diversos
esporozoitos para a corrente sanguinea do individuo, por meio de suas glandulas salivares.
Devido a rapidez do processo, em torno de 30 minutos, as células do figado (hepatdcitos) sdo
atingidas. Os parasitas se desintegram por meio de multiplicacdo assexuada liberando
milhares de merozoitos, e através destes ocorre a eclosdo e ruptura das células do figado.
Cada unidade de merozoito apds passar pelo eritrécito (célula do vermelho do sangue) se
multiplica em 12 a 16 merozoitos por esquizonte (glébulo vermelho infectado). (Biamonte et
al.,, 2013; Franca et al., 2008). Logo, ap6s o processo de multiplicacdo assexuada, ocorre a



dos gametdcitos feminino e masculino. Estes gametdcitos podem ser capturados pelo
mosquito novamente quando sugarem o sangue de um hospedeiro infectado. Assim, 0
mosquito consegue completar seu ciclo bioldgico. Caso isso aconteca, 0s gametdcitos
presentes no intestino do vetor forma um zigoto que regenera outros esporozoitos disponiveis

para picada de outro hospedeiro humano (Biamonte et al., 2013).

Figura 1 - Representacdo do ciclo bioldgico do Plasmodium.
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Fonte: Adaptado, Karunajeewa et al. (2016).

Uma fase sintomatica inicial por mal-estar, dores de cabeca, cansaco e dores
musculares geralmente precede a classica febre malarica. Esta febre coincide com a ruptura
das hemacias ao final da reproducédo assexuada dos parasitas e é geralmente acompanhada de
calafrio e transpiracdo, a temperatura corporea pode atingir acima de 41 °C. Depois de um
periodo de duas a seis horas essa febre comeca a diminuir e o individuo comeca apresentar
fraqueza e transpiracdo intensa. Apds algumas horas os sintomas desaparecem e o individuo
se sente melhor (BRAGA e FONTES, 2002).

O diagnostico laboratorial da malaria é realizado através do exame da gota espessa de
sangue, esse método mesmo sendo simples e de baixo custo é considerado eficaz. Essa técnica

baseia-se na visualizagdo do parasita através de microscopia de luz permitindo a diferenciacdo
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especifica dos parasitas a partir da analise da sua morfologia e pelos estagios de
desenvolvimento dos protozodarios encontrados no sangue periférico, porém nao € possivel
determinar o género do parasita através dessa técnica (WHO, 2006). Segundo a OMS, o
rapido diagndstico e tratamento da malaria sdo elementos bésicos para controlar a doenga,
realizando o tratamento no inicio pode-se diminuir a duracdo da infeccdo e evitar
complicacbes posteriores, entre elas a morte. Devido ao o uso indiscriminado de
medicamentos antimalaricos no século passado, o parasita tornou-se resistente a alguns
medicamentos, como a cloroquina, assim aumentando a morbidade e a mortalidade pela
malaria (TARANTO et al., 2006).

O tratamento medicamentoso da maléria tem como objetivos: (i) reduzir a morbidade e
a mortalidade, devendo ser realizado apds o diagndstico; (ii) garantir a cura completa da
infeccdo, prevenindo a progressdo da doenca para forma grave e potencialmente fatal, no caso
do P. falciparum; (iii) reduzir o reservatério do parasito humano, assim diminuindo a
transmissdo da doenca; e, (iv) evitar o surgimento da resisténcia aos antimalaricos (WHO
2013).

O primeiro farmaco a ser utilizado para o tratamento da malaria foi a quinina, um
alcaldide com propriedades antitérmicas, antimalaricas e analgésicas, isolado da casca de uma
arvore nativa da America do Sul. Esse farmaco, até a 12 Guerra Mundial, era o Unico farmaco
utilizado no tratamento da doenca. Em 1925, foi sintetizada a pamaquina, este farmaco foi o
segundo medicamento antimalarico sintético e o primeiro farmaco com acao para prevenir as
recaidas por P. vivax. Posteriormente, foi desenvolvida a mepacrina ou atebrina com acéo
contra o P. falciparum, porém esses farmacos apresentavam uma toxicidade elevada.
(CUNICO et al, 2008).

Durante a 2% Guerra Mundial, a busca novos antimalaricos mais potentes e menos
téxicos incentivou o desenvolvimento de varios farmacos, dentre eles a amodiaquina, a
primaquina, o proguanil, a pirimetamina e a cloroquina, que ja tinha sido sintetizada e
estudada antes do surgimento da resisténcia do P.falciparum a cloroquina, no final da década
de 50 esse farmaco era utilizado para o tratamento de todas as espécies de Plasmaddios que
parasitam o homem. A mefloquina, um derivado da quinina foi utilizada inicialmente para o
tratamento da maléria causada pelo P. falciparum resistente a cloroquina (TRACY;
WEBSTER, 2005; FRANCA et al, 2008).
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Figura 2 - Estrutura dos farmacos utilizados contra a malaria.
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Fonte: Auto, 2023.

Para o tratamento da maldria, a OMS preconiza o emprego de combinacdes
envolvendo dois ou mais farmacos contra a forma esquizonte, O tratamento classico da
doenca usando farmacos como a cloroquina, que atua destruindo o esquizonte neste tipo de
terapia geralmente existe a combinagdo com outro farmaco. Mas devido a grande resisténcia a
apresentada a esses compostos, novos farmacos estdo sendo aplicados. (WHITE, 2008).

O tratamento mais eficiente para malaria é uma terapia combinada a base de
artemisinina (ACTs, em inglés). A terapia tem baixo nivel de toxicidade, poucos efeitos
colaterais e age rapidamente contra o parasita. A maioria dos paises africanos alterou
oficialmente seus protocolos para tratar a malaria com o medicamento. Quando realizada uma

combinacdo de medicamentos utilizando um derivado de artemisinina (agdo curta) com uma
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ou mais substancias complementares (de acdo prolongada e com diferentes mecanismos de
acdo). Utiliza-se este tratamento porque apresenta mais beneficios, como: alta eficiéncia, acéo
rapida e menor probabilidade de se desenvolver resisténcia.

De acordo com a OMS os casos de maléria causados pelo P.falciparum devem ser
tratados utilizando ATCs, porém, ha o surgimento de parasitas resistentes aos principais
farmacos utilizados, inclusive aos ATCs. Com isso a necessidade de novos medicamentos
com acdo antimalarica é uma realidade para o tratamento de pacientes portadores da doenca

causada por parasitas resistentes (WHO, 2006)

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais
Os objetivos deste trabalho incluem produzir conhecimento sobre processos em
nivel molecular utilizando a bioinformatica para que seja possivel sugerir compostos que

possam atuar como potencias farmacos.

2.2 Objetivos especificos

= Verificar previsdo ADME dos compostos de isocumarinas;
= Efetuarestudos de docking molecular destes compostos;
= Analisar as principais interacdes intermoleculares para formacdo do complexo

proteina-ligante.
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3. REVISAODELITERATURA

3.1 ISOCUMARINAS

Produtos naturais sdo compostos selecionados para interagirem com uma grande
variedade de alvos biolégicos com propositos especificos, logo, diversas dessas substancias
sdo bioativas e algumas delas resultaram em compostos efetivos, para uma variedade de
indicacOes terapéuticas (KOEHN & CARTER, 2005). Quimicos da area de sintese organica
vém buscando cada vez mais a utilizagdo de metodologias de sintese satisfatorias para a
obtencdo de produtos naturais ou analogos. No campo da Quimica Medicinal, grupos de
compostos que possam se ligar a diferentes receptores biologicos tém atraido a atencdo de
pesquisadores do mundo inteiro (SOUSA & PINTO, 2005).

Isocumarinas, assim como seus derivados, séo compostos bem conhecidos isolados de
uma variedade de fontes naturais e apresentam diversas atividades biologicas. As
isocumarinas, que podem ser tanto naturais como sintéticas, séo um importante grupo de
lactonas, sendo caracterizadas como substancias heterociclicas oxigenadas de seis membros.
(Zhang, W, 2008).

Figura 3 - representacéo da estrutura de umaisocumarina.

N
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)

Isocumarina

Fonte: Autor, 2023.

Elas possuem largo espectro em atividades farmacoldgicas, entre elas, antifungica,
antidiabéticas, anticancer e anti-inflamatéria. Devido as propriedades farmacoldgicas e
bioguimicas e as aplicacGes terapéuticas das isocumarinas, a investigacdo relativa ao seu
isolamento e sinteses chamaram atencdo de quimicos que trabalham na area da Quimica
Medicinal, assim, o interesse em produtos naturais e seus analogos vem crescendo a cada dia
(THOMAS & JOHANNES, 2011).
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Figura 4 - Atividade farmacoldgica de alguns derivados de isocumarinas.
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3.2 PREVISAOIN SILICO

Nos Ultimos tempos intensificaram propostas que consideram importante a reducao na
utilizacdo de animais para processo de experimentos em laborato6rios que esteja relacionado a
descoberta de novas entidades quimicas com valor terapéutico. Uma das principais
abordagens desenvolvidas em substituicdo ao uso de animais sdo os estudos que utilizam
ferramentas computacionais ou softwares de pesquisa, os chamados modelos in silico
(AMORIM, 2017).

Os modelos in silico (executado em computador) sdéo métodos computacionais que
fazem uso de algoritmos matematicos complexos e que visam a otimizacdo de moléculas com
maior potencial de desenvolvimento. Os modernos sistemas computacionais tém permitido a
avaliacdo de propriedades fisico-quimicas importantes para a acdo de farmacos (massa
molecular, lipofilicidade, aceptores e doadores de hidrogénio) e de caracteristicas
farmacocinéticas: absor¢do, distribuicdo, metabolismo, excrecdo (ADME).

Os programas que avaliam parametros farmacocinéticos in silico vém ganhando
bastante énfase durante a descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos. Os softwares de
modelagem molecular se baseiam em métodos matematicos complexos e robustos que
permitem avaliar a cinética e a predicdo de alguns efeitos adversos de um candidato a
farmaco. (AMORIM, 2017)

Os estudos in silico tém como vantagem a rapidez na sua execugdo, 0 baixo custo e a

capacidade de reduzir o uso de animais em ensaios de toxicidade (de Macedo et al., 2013;
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Porto et al., 2022). Durante os processos de descoberta e desenvolvimento de medicamentos
gue consomem tempo e recursos, muitas estruturas moleculares séo avaliadas de acordo com
parametros muito diversos, a fim de orientar a selecdo de quais produtos quimicos para
sintetizar, testar e promover, com o objetivo final de identificar aqueles com a melhor chance
de se tornar um medicamento eficaz para os pacientes. As moléculas devem apresentar alta
atividade bioldgica juntamente com baixa toxicidade (Rodrigues et al., 2021; Barreiro et al.,
1997).

Assim a quimica computacional vem sendo promissora por permitir a deteccdo
precoce de moléculas pouco promissoras e por orientar a pesquisa na direcdo de moléculas
com maior potencial. A disponibilidade de programas computacionais e bancos de dados séo
ferramentas essenciais para a simulacdo do comportamento de moléculas no planejamento de

novos farmacos (Oliveiral et al., 2018).

3.3 METODOS DE MODELAGEM MOLECULAR

A aplicacdo de métodos computacionais no estudo e no planejamento de compostos
bioativos tem se tornado uma prética rotineira atualmente, um dos mais importantes avangos
no planejamento e na descoberta de novos farmacos tem sido a utilizacdo da Modelagem
Molecular. Atualmente, a Modelagem Molecular é uma ferramenta indispensavel néo
somente no processo de descoberta de novos farmacos, mas também na otimizacdo de
protétipos ja existentes e no planejamento racional de candidatos a farmacos (COHEN, 1996;
SANT’ANNA, 2002; CARVALHO et al., 2005; WERMUTH, 2009).

Desenhos de farmacos baseados em estrutura, modelagem molecular, ou docking
molecular, ¢ o método mais comum que tem sido amplamente utilizado desde o inicio dos
anos 1980. Programas baseados em diferentes algoritmos foram desenvolvidos para realizar
estudos de docking molecular, o que tornou a modelagem uma ferramenta cada vez mais
importante na pesquisa farmacéutica (Meng et al., 2011).

A abordagem de docking molecular pode ser usada para modelar a interagdo entre uma
molécula e uma proteina em nivel molecular, que nos permitem caracterizar o comportamento
de pequenas moléculas no sitio de ativacdo das proteinas alvo, bem como para elucidar os
processos biogquimicos fundamentais. O processo de docking envolve duas etapas basicas:
previsdo da conformacdo do ligante, bem como sua posi¢éo e orientagdo dentro desses locais

(geralmente referido como pose) e avaliacdo da afinidade de ligacdo. Essas duas etapas estéo
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relacionadas a métodos de amostragem e esquemas de pontuacdo, respectivamente (Meng et
al., 2011).

Segundo a IUPAC, esse método € a investigacdo das estruturas e das propriedades
moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas de visualizacdo grafica, visando
uma representagdo tridimensional, sob um dado conjunto de circunstancias (SANT’ANNA,
2002). Existem muitas opg¢des quanto ao metodo de célculo a ser aplicado em uma
determinada estratégia de modelagem molecular. Estes métodos basicamente diferem quanto
a natureza do campo de forga, ou seja, do conjunto de fungdes de energia e parametros
numericos associados. Os campos podem ser totalmente empiricos, como os utilizados em
mecéanica molecular, ou, no outro extremo, puramente tedricos (métodos ab initio), passando
pelos chamados métodos semi-empiricos. De modo geral, a escolha entre estas aproximacdes
depende das propriedades que se deseja avaliar, da precisdo desejada e da capacidade

computacional disponivel para a realizagdo dos célculos (Barreiro et al., 1997; SANT, 2009).

3.3.1 MECANICAMOLECULAR

Ao iniciamos um estudo de modelagem molecular, um dos procedimentos inicias
consiste em gerar um modelo da molécula no computador determinando-se as posi¢cdes dos
atomos no espaco por um conjunto de coordenadas cartesianas. Uma geometria inicial
razoavel e confiavel determina a qualidade de toda a investigacdo subsequente. A expressao
“mecanica molecular” ¢ usada para definir um método computacional amplamente aceito e
empregado para calcular as geometrias e energias moleculares (Afonso, 2008).

O método da mecénica fundamenta-se na visdo cléssica da estrutura molecular como
um conjunto de esferas conectadas por molas com comprimento variavel e constantes de forca
caracteristicas. O campo de forcas neste caso é formado pelo somatério de termos de energia
relacionados as posices de equilibrio do sistema (distancias de ligacdo, angulos de ligacao,
energia de torcdo, distancias de van der Waals, ligagdes de hidrogénio, interacdes
eletrostéticas etc.; equacdo 1) as quais podem ser associadas penalidades energeéticas para seu

afastamento, isto ¢, as constantes de forga das “molas” (Barreiro et al., 1997; Afonso, 2008).

Equacdo 1- Onde Etot é a energia total da molécula, Es é o termo da energia do
comprimento da ligacdo, Eb é o termo da energia do angulo de ligacdo, Et é a energia de
torcdo, Evdw € o termo referente a energia de Van der Waals e Eelec é o termo da energia

eletrostatica.
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Etot= Es+ Eb+Et+Evdw+Eelec+:--

Em geral, estas constantes de forca sdo avaliadas por meio de dados espectroscopicos.
A minimizacdo de energia € um processo no qual através de um algoritmo matematico
adequado busca-se reduzir em conjunto essas penalidades, ou seja, a energia, a um minimo. A
principal vantagem da mecanica molecular é a rapidez na avaliacdo de sistemas moleculares
complexos, aplicAvel a moléculas pequenas e grandes e até mesmo sistemas oligo

moleculares. (Barreiro et al., 1997; Afonso, 2008).

3.3.2 MECANICA QUANTICA-ABINITIO

Os métodos de mecanica quantica permitem maior precisao nos resultados, além disso
fornecerem dados sobre a estrutura eletronica, que ndo € conhecida na mecéanica molecular.
Isto acaba implicando em um custo computacional (tempo de computacdo e capacidade de
memaria necessaria) maior (Barreiro et al., 1997).

Ab initio significa, estritamente, “do inicio” ou “dos principios iniciais”, implicando
que os calculos que utilizam tal abordagem requerem como parametros somente constantes
fisicas como a velocidade da luz, a constante de Planck, a massa das particulas elementares e
assim por diante. Ab initio de fato refere-se a célculos que utilizam todas as equacgdes do
método UFH (Unrestricted Hartree-Fock), sem desprezar ou aproximar qualquer dos termos

ou integrais empregados no operador Hamiltoniano (Afonso, 2008).

Equacdo 2 - Essa equacao significa que, ao se aplicar os operadores energias cinética (T) e
potencial(VV) (que formam o operador Hamiltoniano) na funcdo de onda, é obtida como
resposta a propria funcdo de onda multiplicada pela energia total do sistema. Onde ¥ ¢ a
funcdo de onda, definida por Schrodinger, que depende das coordenadas R de todos os
nacleos e das coordenadas r de todos os elétrons do sistema e E a energia total do sistema
(SANT, 2009).

[T +V']¥ (R, 1)=E¥ (R, 1)

Devido ao custo computacional elevado dos métodos ab initio mais sofisticados, um
recurso comumente empregado € o de se otimizar a geometria com um conjunto de bases mais
simples e entdo executar calculo em ponto Unico (Single Point Calculation) com um método

mais completo sobre a geometria resultante (Afonso, 2008).
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3.3.3 METODOS SEMI-EMPIRICOS

Os métodos semi-empiricos sao fundamentadas no mesmo formalismo dos métodos ab
initio, porém parte de seus parametros sdo ajustados a dados experimentais. A equacdo de
Schrodinger € uma equacdo diferencial e sua resolugdo envolve a avaliagdo de muitas
integrais. No caso de calculos com métodos ab initio, o nimero de integrais cresce
aproximadamente com a quarta poténcia do nimero de funcGes de base, chegando a alguns
milhdes mesmo para moléculas pequenas, j& nos métodos quanticos semi-empiricos, as
diversas aproximagfes de um grande numero dessas integrais foi a solucdo adotada para
economizar tempo de maquina, possibilitando a aplicacdo desse método em sistemas com um
maior numero de atomos, e também reduzir a quantidade de meméria| necessaria nos calculos
(Barreiro etal., 1997; SANT, 2009).

A razdo por tras desta aproximacdo € que os elétrons envolvidos numa ligacao
quimica, e outros fenbmenos que podemos desejar investigar, sdo os elétrons da camada de
valéncia e os nucleos sdo assumidos em sucessivas posi¢Oes estacionarias, sobre as quais a
distribuicdo espacial 6tima dos elétrons ¢ calculada pela resolucdo da equacdo de Schrodinger
(Barreiro etal., 1997; Afonso, 2008).

O processo € repetido até que a energia acabe ndo mais variando dentro de um limite
escolhido, ou seja, até atingir um ponto estacionario da superficie de energia. Esta procura por
um estado estacionario da geometria calculada no espaco multidimensional é o equivalente
computacional da purificagdo experimental de uma amostra antes de se avaliar suas

caracteristicas fisico-quimicas (Barreiro et al., 1997).

4. METODOLOGIA

O presente trabalho consiste nas seguintes etapas: selecdo de derivados sintéticos de
isocumarinas que serdo submetidos a interagdo com a protease principal do PfDHFR-TS;
previsio ADME dos ligantes e docking molecular. Foram selecionados 193 derivados
sintéticos de isocumarinas. As estruturas quimicas das moléculas foram obtidas através da
base de dados Scifinder (https://scifinder.cas.org), entdo foram desenhadas no Chemdraw
Ultra versdo 12.0 e as estruturas tridimensionais foram geradas no Chem3D e otimizadas no
campo de forca MMFF94s no programa Avogadro®. As andlises dos perfis fisico-quimicos e
farmacocinéticos (ADME) foram realizadas no SwissADME e ap6s cada etapa citada foi

realizado o estudo do docking molecular entre proteina e ligante.
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4.1 PREVISAO ADME DOS LIGANTES

Os parametros farmacocinéticos como a absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo (ADME), sdo de grande importancia devido a grande quantidade de compostos em
fase de desenvolvimento ter sua formacdo interrompida devido a problemas farmacocinéticos
como a baixa biodisponibilidade, alta toxicidade e interacdes medicamentosas ndo desejadas
(SOUZA, 2019).

A administracdo por via oral € um critério de selecdo particularmente importante de
farmacos candidatos a tratamentos de doencas, essa via de administracdo é a mais simples,
segura, possui baixo custo e pode ser facilmente autoadministrada. O perfil ADME in silico é
uma ferramenta valiosa para prever as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e
toxicoldgicas para esses candidatos (Porto, 2022; da Silva et al., 2020). A avaliacao in silico
dos parametros relativos a Regra de Lipinski, pode ser realizada pela plataforma SwissADME

(http://www.swissadme.ch/). Neste sentido, as propriedades fisico-quimicas dos compostos

desse estudo, incluidas nas regras de Lipinski foram usadas como elementos para “filtrar” e
selecionar compostos que possam ter caracteristicas de farmacos (YUNES; CECHINEL-
FILHO, 2007).

Com o objetivo de facilitar o processo de tomada de decisdo e aumentar a
probabilidade de encontrar e desenvolver compostos viaveis farmacologicamente em seres
humanos, foram desenvolvidos varios métodos e um dos métodos mais populares, para a
previsdo da absorcdo oral de novos candidatos a farmacos é a regra de Lipinski. Uma
molécula ideal estaria de acordo com as diretrizes de propriedades fisico-quimicas da Regra
de Lipinski (Rodrigues et al., 2021; Chen et al., 2020).

De acordo com a Lipinski, um composto deve ter um peso molecular < 500 g/mol,
coeficiente de particdo calculado (cLogP, do inglés, Calculated 1-octanol/ water partition
coefficients) < 5 (lipofilicidade), grupos doadores de ligagdo hidrogénio (HBD, do inglés,
hydrogen bond donors) < 5 e grupos aceptores de ligagdo de hidrogénio (HBA, do inglés,
hydrogen bond acceptors) < 10. Além dessas propriedades, em pesquisas futuras também
foram adicionadas outras propriedades que sdo: a area de superficie polar (TPSA, do inglés,
Topological Polar Surface Area) < 140 o numero e ligagdes rotacionaveis (NRB, do inglés,
Number Rotatable Bonds) < 10 (Rodrigues et al., 2021; Chenet al., 2020).

Desta forma, tomar conhecimento das propriedades ADME através da analise in silico

é indispensavel, uma vez que este método torna mais seletivo a escolha dos compostos antes
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de se realizar testes experimentais, além de poupar gastos excessivos de tempo e recurso
(SOUZA, 2019).

4.2 DOCKING MOLECULAR
As estruturas tridimensionais da enzima do PFDHFR-TS foram obtidas no protein data

bank (PDB; https://www.rcsb.org) e as analises de interagdes moleculares dos ligantes com

as proteinas alvos foram realizadas através de docking molecular usando site Dockthor onde
pelo sistemas de pontuacdes (affinity: afinidade de ligacdo kcal/ mol) as diversas posicdes de

encaixe do ligante com a proteina sdo medidas e as maiores afinidades sdo mostradas, quanto
maior a afinidade, maior a chance de ser uma molécula com potencial para farmaco.

4.3 DOCKTHOR

O desempenho do DockThor para a previsdo de pose em estudos de redocking foi
comparado com alguns programas de docking de Gltima geracdo que também foram avaliados
no conjunto de dados LEADS-PEP, AutoDock, AutoDock Vina, Surflex, GOLD, Glide,
rDock e DINC. Resultados indicam que o DockThor conseguiu acoplar 40% dos casos com
um RMSD global inferior a 2,5 A quando foi considerada a pose de acoplamento com melhor
pontuacdo, apresentando resultados semelhantes aos do Glide e superando outros programas
de acoplamento proteina-ligante. Avaliando as poses de acoplamento mais proximas da
estrutura cristalina (ou seja, a melhor pose RMSD), o DockThor obteve uma taxa de sucesso
de 60% na previsdo da pose. Devido ao excelente desempenho global no tratamento de
compostos peptidicos, o programa DockThor pode ser considerado adequado para a ligacéo
de ligantes altamente flexiveis e dificeis, com até 40 ligacGes rotativas. O DockThor esta
disponivel gratuitamente como um servidor Web de seleccdo virtual em:
https://dockthor.Incc.br) (B. SANTOS, 2020).

4.4 ENZIMA DIIDROFOLATO REDUTASE - TIMIDILATO SINTASE

A DFHR-TS, trata-se da enzima que tem duas funcgdes: catalisar a sintese de timidilato
e a reducdo do dihidrofolato. E na ultima que ocorre a inibicio efetuada pelos medicamentos
existentes, impedindo a producdo da timidina-5-monofosfato e a sintese do DNA. Enquanto
alguns organismos possuem as enzimas diidrofolato (DHFR) redutase e timidilato sintase

como moléculas independentes e separadas, o Plasmodium falciparum e as outras espécies de
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Plasmodium apresetam essas moléculas unidas formando uma Unica estrutura bifuncional, na
forma de dimeros (BZIK et. al., 1987).

O gene responsavel por sua codificagdo é encontrado no cromossomo 4. A regido N-
terminal, alcancando 231 residuos de aminoacidos, corresponde ao dominio DHFR, a regido
C-terminal, contendo 288 residuos, forma o dominio timidilato sintase, esses dominios sdo
unidos por uma regido de juncdo que é composta por 89 residuos. DHFR é responsavel pela

conversdo de diidrofolato para tetraidrofolato usando NADPH, por meio da seguinte reacao
enzimatica:

5,6,7,8-tetraidrofolato + NADP+ — 7,8-diidrofolato + NADPH
enquanto timidilato sintase cataliza a reagéo:
5,10-metilentetraidrofolato + dUMP — diidrofolato + dTMP

Essas reages fazem parte da via do &cido félico, um importante precursor da via de sintese de
alguns aminoéacidos (BZIK et. al., 1987).

Figura 5 - Estrutura da enzima PFDHFR-TS.

Fonte: Autor, 2023.
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5. RESULTADOE DISCUSSAO

Antes de se iniciar o docking molecular propriamente dito, os parametros ideais foram
selecionados através da comparagdo nas diferentes corridas da conformacdo, posi¢do e
orientacdo (as quais no conjunto sédo conhecidas como poses) do ligante docado com a pose
correspondente do ligante co-cristalizado com o alvo farmacoldgico.

Este processo, conhecido como redocagem (redocking), é considerado um requisito
minimo para determinar se os parametros de docking selecionados sdo apropriados para a
simulacdo com um determinado alvo ou ndo. Tal analise € efetuada pela comparacdo dos
valores de desvio quadraticos médios (RMSD, do inglés Root-Mean-Square Deviation), uma
medida dadistancia média entre os atomos do ligante cristalografico de referéncia e do ligante
docado. Para andlise, utilizou-se o valor de RMSD de 2,0A como limite ja que este é
amplamente reconhecido como padrdo na andlise dos estudos de redocking. (MORGON;
COUTINHO, 2007).

5.1 REDOCKING

Foi realizada uma analise de redocking do complexo PFDHFR-TS (c6digo PDB: 1J3I).
Nesses experimentos, o ligante, que foi retirado da regido de ligacdo da conformacéo
cristalografica, ¢ “recolocado” no sitio ativo da macromolécula através de programas de
atracamento molecular.

Para que o resultado do programa de docking seja “aceitavel”, a estrutura que passou
pelo processo de redocking deveria apresentar um valor de raiz quadrada do desvio médio
quadratico (RMSD) de até 2 A com a estrutura cristalografica do ligante. (MVORGON;
COUTINHO, 2007)
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Figura 6 - Sobreposi¢do dapose do ligante nativo co-cristalizado (em amarelo) com a pose (verde).

Fonte: Autor, 2023.

Com utilizagdo do programa computacional Discovery Studio Visualizer foi possivel
realizar o célculo de RMSD das estruturas da figura 6. De acordo com os resultados de
redocking obtidos, consideramos que o protocolo de docking adotado foi considerado
adequado, uma vez que foi possivel encontrar a conformacdo experimental do ligante de
referéncia como a solugio de melhor energia predita pelo DS, com RMSD igual a 1,3759 A,

RMSD menor que 2.0 A e considerado como sucesso.

5.2 DOCKING
Apbs realizar todos os processos para a selecdo dos ligantes, foram selecionados para
0 estudo de docking molecular 193 derivados de CMR, aqueles ligantes que ndo violaram os
parametros necessario para um estudo in silico. O resultado obtido e extraido do docking
molecular foi o valor de afinidade de ligacdo (kcal / mol). Apds a obtencdo desses valores
foram selecionados os 10 ligantes que ligados a enzima no docking obtiveram maiores valores
de afinidade de ligagcdo, com isso foi construida uma tabela contendo esses ligantes e seus

determinados valores.
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Tabela 1: Valores de pontuacdo de docking com os ligantes de isocumarinas (CMR) e
compostos de referéncias.

1. Entrada Estruturas 2. Compostos Afinidade de
Ligacéo
(kcal / mol)
1 Me‘idm CMR104 -10,635
/ O OMe
2 . CMR113 -10,607
S
o\/o
3 ao. CMR52 -10,589
(0]
A = CO,Me
4 5 o vt CMR106 -10,401
c x OMe
L
<E\OMe
OMe
5 QL . ~ CMR102 -10,345
MeO Se
6 F OMe CMR105 -10,315
O O/(:[OMe
o0
(@]
O OMe
OMe
7 ©8n O CMR192 -10,263
BnO
(0]
HO Z>co,Me
8 O 0 O ) CMR184 -10,280
=
EtO
9 7 CMR134 -10,252
0 CO,Me
L
SPh O
10 i CMR138 -10,146
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Compostos de referéncia
Estruturas Compostos Afinidade de Ligacéo
(kcal / mol)
J\/\/N( Cloroquina 9,172
HN ~
X
cl N”
vaNK Proguanil -8,018
HN ~
X
cl N7

Fonte: Autor, 2023.

A tabela 1 apresenta dois compostos de referéncia, sendo estes Cloroguina e o
Proguanil, farmacos indicados contra a malaria. Assim ao analisar os valores podemos ver que
as 10 estruturas possuem valores aproximados aos compostos de referéncia. Portanto, isso
mostra que as moléculas de derivados de isocumarinas podem ser possiveis inibidores contra

a maléria.

5.3 PARAMETROS ADME
ADME, uma sigla que tem como significado distribuicdo, metabolismo e excrecéo,
esses sao parametros que revelam a farmacocinética dos farmacos. Nos dias atuais, os estudos
desses parametros farmacocinéticos de ADME sdo de grande importancia na descoberta de
novos farmacos (VRBANAC, SLAUTER, 2017).

A absorcdo é o processo pelo qual um farmaco entra na corrente sanguinea. Existem
varias vias de administracdo, mas as duas mais comuns sdo a intravenosa e a oral. Quando um
farmaco é administrado por via intravenosa, a fase de absor¢cdo ndo existe, pois o farmaco
entra diretamente na corrente sanguinea. Contudo, grande parte dos medicamentos sdo
administrados por via oral, pois possibilitam a autoadministracdo do paciente. A distribuicdo
se refere a transferéncia de um medicamento de um local para outro em nosso corpo, um
farmaco se movera do local de absorcdo para os tecidos, como tecido cerebral, gordura e
musculo. Muitos fatores podem influenciar nessa movimentacdo, como fluxo sanguineo,
lipofilicidade, peso molecular e a forma como o farmaco interage com 0s componentes do
sangue, como proteinas plasmaticas. (DOOGUE, POLASEK, 2013; LOFTSSON, 2015).



26

O metabolismo também um pardmetro essencial para avaliar a biodisponibilidade de
um farmaco administrado por via oral. Além disso, o metabolismo pode realizar a converséo
de compostos que sdo geralmente mais lipofilicos em metabdlitos hidrofilicos que podem ser
eliminados do corpo via excre¢do. A excrecdo é a eliminacdo de uma substancia do
organismo, essa eliminacdo geralmente ocorre por funcdo do rim (urina), mas também pode
ocorrer através do suor, lagrimas ou respiracdo (DOOGUE, POLASEK, 2013; LOFTSSON,
2015)

Entretanto, para um possivel futuro estudo in vitro e in vivo primeiramente, uma
previssio ADME ¢é importante, baseada na regra de Lipinski, para verificar os parametros

necessarios para um composto poder ser um farmaco que pode ser administrado oralmente.

Tabela 2: Parametros necessarios para um composto poder ser um farmaco, compostos que

ndo violam a regra de Lipinski.

Composto MW cLOGP NRB HBA HBD TPSA
(<500) (<5.00) (<10) (<10) =5) (<140)

CMR104 | 434,44 4,42 7 7 0 76,36
CMR113 | 402,35 4,15 3 7 0 76,36
CMR52 456,49 4,94 10 6 0 74,97

CMR106 | 468,88 4,94 7 7 0 76,36
CMR102 | 374,39 4,40 5) 5 0 57,90
CMR105 | 452,43 4,73 7 8 0 76,36
CMR192 | 460,48 4,13 10 7 1 95,20
CMR184 | 398,41 4,48 3 5 0 65,74
CMR134 | 388,44 4,81 5 4 0 81,81
CMR138 | 360,43 491 4 3 0 64,74
Cloroquina | 319,87 4,15 8 2 1 28,16
Proguanil | 253,73 2,06 6 2 5 83,79

Fonte: Autor, 2023.

Legenda: MW: peso molecular; cLogP: coeficiente de particdo calculado; NRB: numero de
ligacOes rotacionaveis; HBA: grupos aceptores de ligagdo de hidrogénio; HBD: grupo

doadores de ligacdo de hidrogénio e TPSA: area de superficie polar.
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As moléculas que apresentam um alto peso molecular acabam ndo sendo bem
absorvidas pelo trato gastrointestinal, a massa molecular de uma substancia € um parametro
respeitavel na analise farmacocinética. Quanto maior for essa massa molecular,
consequentemente maior serd o volume dessa substancia desse modo mais dificil é o
transporte da molécula para 0 meio intracelular. Desse modo, é possivel notar que todos 0s
compostos presentes na tabela 2 possuem valores inferiores ao valor de referéncia (<500).
Portanto, estdo de acordo com a regra de Lipinsk. Contudo as moléculas que apresentam
valores de ligacBes rotacionaveis maiores que 10, tendem a rotacionar mais podendo assim,
reduzir o potencial de absorcdo, pois € comumente necessaria a adogdo de uma conformacéo
fixa para interagir com o alvo. (da Silva et al., 2020).

Outro parametro importante é o Log P, relacionado a hidrofobicidade de um
determinado composto e a capacidade de atravessar membranas plasmaticas. Assim, ao
analisarmos os valores de cada composto nota-se que estdo de acordo com a regra Lipinsk,
pois todos possuem valor inferior ao valor de referéncia (<5.00).

Para o numero de aceptores (H < 10) e doadores de hidrogénio (H < 5) varia de abaixo
do parametro em todos os complexos e, portanto, estdo de acordo com a regra. Com relagéo
ao parametro de TPSA, nota-se que 0s compostos entdo dentro do parametro ideal. Assim
podemos considerar que os compostos CMR134 e CMR138 por nédo violarem a regra de
Lipinsk e possuirem valores préximos aos valores dos compostos de referéncia sao

considerados a futuros farmacos.

5.4 INTERACAORECEPTOR LIGANTE

O reconhecimento molecular esta baseado na complementaridade de caracteristicas
fisico-quimicas e estruturais das moléculas interagentes. Essas caracteristicas fisico-quimicas
definem o grau de afinidade e de especificidade do ligante e o recptor, e estdo relacionadas
com as interagdes intermoleculares existentes no complexo. (Dubey, D, 2013).

As interaces moleculares sdo encarregadas pela formacéo arranjo de muitas estruturas
bioldgicas, interacdes essas como a ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofdbicas, elas sao
responsaveis pela estrutura tridimensional de biopolimeros, tais como proteinas, acidos
nucleicos, e membranas celulares. A interacdo de uma molécula ligada a um biopolimero

(receptor) também é governada por interacdes moleculares. Exemplos de complexos receptor-
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ligante incluem os respectivos complexos: enzima-substrato, antigeno-anticorpo e complexos

de receptores proteicos como farmacos (Lopes, 2005).

Apbs a realizacdo das simulagcbes de docking molecular, as interacGes entre a
Dihidrofolato os ligantes derivados dos compostos isocumarinas, foram avaliados com o
auxilio do programa Discovery Studio 2021 (BIOVIA, 2021). Esse programa tem como uma
de suas fungbes avaliar o comportamento entre o receptor e o ligante, identificando as
interacdes intermoleculares que ocorreram na formacéo do complexo, gerando mapas 2D que
mostram o tipo de interacdo que foi realizada entre a proteina e o ligante. Foi realizado a
andlise das interagdes das estruturas de CMR com a enzima PfDHFR-TS. Por ter maior
afinidade de ligacéo as estruturas CMR 134 e CMR 138 da tabela 1, serdo analisadas tendo

como referéncia um dos farmacos utilizados contra a maléria, o Proguanil.

Figura 7 - Estruturas do Proguanil, Cloroquina, CMR134 e CMR138.
NH,
A
o}
NH/<NH2 ( 0O
HNJ\/VNV O O CO,Me o
( - LI

Cl CI/©\/Nj SPh O SPh I OMe

Proguanil Cloroquina CMR134 CMR138
Fonte: Autor, 2023.

Foram destacadas as principais interacfes intermoleculares entre os ligantes e 0s
residuos de aminoécidos do sitio de ligacdo da proteina alvo desse estudo. Foram
evidenciadas as ligacbes de hidrogénio, pois, em termos de energia, elas sdo as interacdes
mais importantes depois das ligacGes covalentes existentes nos sistemas bioldgicos. E também
as interacOes hidrofdbicas, que sdo individualmente fracas e ocorrem em funcdo da interacdo
entre cadeias ou subunidades pouco polares. Entre as interacfes hidrofdbicas destacam-se as
interagdes m—7 stacking que se refere a uma atragdo ndo covalente entre anéis aromaticos.
Essas interacdes sdo importantes na organizacao das moléculas de DNA e de RNA, tais como

a dobra das proteinas e reconhecimento molecular (BROW, 2005)
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Figura 8 - Visualizagdo 3D e 2D do ligante e das intera¢gdes do Proguanil com os aminoacidos da
enzima da PFDHFR-TS.
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Fonte: Autor, 2023.

Analisando-se as interagcdes do Proguanil com o receptor PFDHFR-TS, nota-se que o
mesmo interage por meio de ligacdes de Van der Waals com os aminoacidos PRO A: 113,
LEU A: 46, GLY A: 165, GLY A: 166, GLY A:41, TYR A: 170, SER A: 167. Ligacdes de
hidrogénio ocorrem com os aminoacidos ILE A: 164, SER A: 111. As interagdes do tipo
Alquil ou Pi-alquil também ocorreram, sendo nos aminodcidos MET A: 55, PHE A: 58, LEU
A: 119, LEU A: 40, VAL A: 195 e ILE A:112.

Figura 9: Visualizacdo 3D e 2D do ligante e das intera¢cdes do Cloroquina com amino&cidos da
enzima da PFDHFR-TS.
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Fonte: Autor, 2023

As interacdes entre o composto Cloroquina e a enzima PfDHFR-TS foram as seguintes: uma
ligacdo Pi-enxofre com a aminoacido A: 55. Com o0 aminoacido ILE A: 112 uma interacéo Pi-
sigma. Nota-se que ha interagdo do tipo Alquil e Pi-aquil com os respectivos aminoécidos:
LEU A: 119, LEU A: 46, PHE A: 58 e ALA A: 16.

Figura 10 - Visualizacdo 3D e 2D do ligante e das interacdes da CMR134 com aminodacidos da
enzima da PFDHFR-TS.
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Fonte: Autor, 2023

Referindo-se as interacdes entre o ligante CMR134 com o receptor PFDHFR-TS, nota-

se as seguintes ligagdes de Van der Waals com os respectivos aminoacidos VAL A: 195,
VAL A: 45, GLY A: 166, GLY A: 165, GLY A: 44, SER A: 167, TYR A: 170, TRP A: 48,
ASP A: 54, THR A: 185, LEU A: 119, MET A: 104. Ocorreu uma ligacdo de hidrogénio com
aminoacido SER A: 111. Foi possivel observar também uma ligacéo do tipo Pi-enxofre com o
aminodcido MET A: 55, ocorreu ligacbes do tipo Pi-pi na forma T ou Pi-amida com CYS
A:15 e PHE A: 58. As ligagdes do tipo Alquil ou Pi-alquil foram com os seguintes
aminoacidos o LEU A: 46, LEU A: 40, ILE A:184, ILE A: 112, ILE A: 14 e ALA A: 16.
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Figura 11 - Visualizagdo 3D e 2D do ligante e das intera¢es daCMR138 com os aminoacidos da
enzima da PFDHFR-TS.
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Fonte: Autor, 2023.

Fazendo-se a analise do composto CMR138 com o receptor PFDHFR-TS, podemos
visualizar que o mesmo interage através de ligacdes de hidrogénio com os aminoacidos SER
A: 167, SER A: 111, SER A: 108, PRO A: 113, PHE A: 116, LEU A: 119, ILE A: 164, ILE
A: 14, CYS A: 15, ASP A: 54. Também esta presente as ligacbes carbono e hidrogénio com
0s aminoacidos GLY A: 166 e GLY A: 165. Com o aminoécido PHE A: 58, ocorreu interagdo
Pi-pi emparelhamento e com o aminoacido MET A: 55 existe uma interacdo Pi-enxofre.
Ocorreu interagBes Pi-sigma com ILE A: 112 e MET A: 55. As ligac6es Alquil ou Pi-alquil
também estdo presentes, sendo que nos aminoacidos LEU A: 46, LEU A: 40e TYR A: 170.

As ligacBes hidrogénio sdo as mais importantes entre as outras interacGes em
complexos de interacdo receptor-ligante. Diversos farmacos efetivos se ligam fortemente e
inibem a acdo de enzimas que estdo associadas ao progresso da doenga. Em muitos dos casos,
um inibidor bem sucedido serd capaz de formar ligacdes hidrogénio com residuos de

aminoacidos do sitio ativo. (Shoji, 2015).

Com essa andlise foi possivel ver as determinadas interacbes entre o ligante e o
receptor, fazendo a comparacdo dos compostos CMR134 e CMR138 com a Cloroquina e o
Proguanil podemos ver que h& interagdes semelhantes, assim podemos considerar que esses

dois compostos podem ser possiveis candidatos a inibidores
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6. CONCLUSAO

No estudo realizado com derivados sintéticos de isocumarinas foi possivel fazer uma
anélise através docking molecular com diversos compostos como um possivel ligante para a
proteina PFDHFR-TS, selecionando alguns compostos promissores a um possivel farmaco a
partir da sua afinidade de ligacdo pode-se averiguar que pelo menos dois desses derivados de
isocumarinas possuem um namero de afinidade de ligacdo consideravelmente inferior ao
proguanil e cloroquina, farmaco de referéncia. Com isso esses compostos poderiam avancar
para estudos in vitro, uma vez que o perfil ADME dos mesmos nédo violam a regra de Lipinski
para farmacos que podem ser administrados oralmente. Pode-se também analisar as principais
interacOes entre o receptor e o ligante, podendo assim ver que os compostos analisados
possuiram interacdes semelhantes ao farmaco de referéncia, com isso esses determinados
compostos podem possuir atividade bioldgica a ponto de serem futuros farmacos com poder

de inibicdo antimalarial.
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APENDICES
Apéndice A — Propriedades farmacocinéticas para compostos selecionados
Comp. MW | HBD | HBA | cLOGP | NRB | TPSA | LogS Log Gl
(<500) | (<5) | (£10) | (<5.00) | (<10) | (<140) | (ESOL)| Kp | Absorption
(Skin)

CMR1 | 254.24 2 4 2.46 1 70.67 -3.76 | -5.84 High
CMR2 | 270,24 3 5 2,31 1 90.90 -3,95 | -5,80 High
CMR3 | 490,50 2 8 3,69 11 | 11543| -5,04 | -6,55 High
CMR4 | 278,26 2 6 1,99 4 96,97 -3,23 | -6,24 High
CMRS5 | 340,33 2 6 2,89 5 96,97 -4,32 | -5,86 High
CMR6 | 290,27 2 6 2,17 5 96,97 -3,36 | -6,16 High
CMR7 | 364,39 0 7 3,12 9 84,20 -3,65 | -6,43 High
CMRS8 | 440,49 0 7 4,32 11 84,20 -5,01 5,83 High
CMR9 | 266,25 2 6 1,87 4 89,13 -290 | 6,48 High
CMR10 | 222,19 2 5 1,23 2 79,90 -2,30 | -6,80 High
CMR11 | 222,24 0 2 3,33 1 30,21 -4,08 | -5,14 High
CMR12 | 236,27 0 2 3,64 1 30,21 -4,36 | -4,97 High
CMR13 | 236,27 0 2 3,66 1 30,21 -4,36 | -4,97 High
CMR14 | 236,27 0 2 3,66 1 30,21 -4,36 | -4,97 High
CMR15 | 272,38 0 2 5,05 8 30,31 -5,35 | -3,37 High
CMR16 | 258,28 0 2 4,68 7 30,21 -5,01 | -3,37 High
CMR17 | 300,44 0 2 5,76 10 30,21 -6,05 | -2,87 High
CMR18 | 301.13 0 2 3,94 1 30,21 -497 | -5,13 High
CMR19 | 301,13 0 2 3,95 1 30,21 -497 | -5,13 High
CMR20 | 267,24 0 4 2,56 2 76,03 -4,08 | -554 High
CMR21 | 267,24 0 4 2,55 2 76,03 -4,08 | -554 High
CMR22 | 267,24 0 4 2,56 2 76,03 -4,08 | -554 High
CMR23 | 256,68 0 2 3,86 1 30,21 -465 | -491 High
CMR24 | 256,68 0 2 3,86 1 30,21 -465 | -4,91 High
CMR25 | 256,68 0 2 3,86 1 30,21 -465 | 491 High
CMR26 | 312,32 0 5) 3,26 4 57,90 -4,21 | -5,75 High
CMR27 | 252,26 0 3 3,31 2 39,44 411 | -5,34 High
CMR28 | 252,26 0 3 3,31 2 39,44 -411 | -5,34 High
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CMR29 | 270,30 | O 2 4,23 1 30,21 | -5,18 | -4,56 High
CMR30 | 23026 | O 3 2,70 4 47,28 | -2,89 | -6,07 High
CMR31 | 26470 | O 3 3.22 4 4728 | -3.47 | -5.83 High
CMR32 | 29031 O 5 2.69 6 65.74 | 301 | -6.27 High
CMR33 | 272,34 0 3 3,56 5 47,28 | -3,77 | -5,48 High
CMR34 | 306,78 | O 3 4,11 5 47,28 | -436 | -525 High
CMR35 | 186,21 | O 2 2,56 0 30,21 | -2,86 | -5,93 High
CMR36 | 21426 | O 2 3,19 0 30,21 | -3,65 | -5,33 High
CMR37 | 258,27 | O 4 2,35 0 48,67 | -2,83 | -6,75 High
CMR38 | 248,28 | O 2 3,57 0 30,21 | -414 | 541 High
CMR39 | 236,27 | O 2 3,55 1 30,21 | -4,08 | -5,28 High
CMR40 | 254,26 | O 3 3,86 1 30,21 | 4,22 | -532 High
CMR41 | 218,22 | O 3 3,18 0 30,21 | -3,39 | -5,67 High
CMR42 | 21822 | O 3 3,18 0 30,21 | -3,39 | -5,67 High
CMRA43 | 266,27 | O 3 3,87 0 30,21 | -428 | -545 High
CMR44 | 330,33 | 3 6 - 5 103,43 - - High
CMR45 | 264,23 | 2 6 1,69 3 96,97 | -3,01 | -6,41 High
CMR46 | 28131 | O 4 3,05 3 52,33 | -391 | 581 High
CMR47 | 222,19 | 2 5 1,23 2 79,90 | -2,30 | -6,80 High
CMR48 | 250,25 | 2 5 2,27 3 79,90 | -3,43 | -577 High
CMR49 | 236,74 | 0 1 4,13 4 9,23 -4,19 | -451 High
CMR50 | 276,26 | 1 6 2,22 5 8597 | -3,34 | -6,01 High
CMR51 | 366,41 | O 5 3,84 8 53,99 | 441 | 572 High
CMR52 | 456,49 | O 6 4,94 10 74,97 | -590 | -5,24 High
CMRS53 | 296,75 | 1 4 3,86 5 59,67 | -4,84 | -4,60 High
CMR54 | 296,75 | 1 4 3,89 5 59,67 | -4,84 | -4,60 High
CMR55 | 29833 | O 2 4,56 2 30,21 | -5,24 | -4,77 High
CMRS56 | 312,36 | O 2 4,88 2 30,21 | -5,53 | -4,59 High
CMR57 | 31236 | O 2 4,89 2 30,21 | -5,53 | -4,59 High
CMRS58 | 316,33 | O 3 4,86 2 30,21 | -5,38 | -481 High
CMR59 | 332,78 | O 2 5,08 2 30,21 | -5,82 | -4,53 High
CMR60 | 377,23 | O 2 5,16 2 30,21 | -6,13 | -4,76 High
CMR61 | 42423 | O 2 5,20 2 30,21 | -6,40 | -5,02 High
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CMR62 | 34333| O 4 3,75 3 73,03 | -5,26 | -5,16 High
CMR63 | 236,27 | O 2 3,55 1 30,21 | -480 | -528 High
CMR64 | 250,29 | O 2 3,88 1 30,21 | -4,36 | -511 High
CMR65 | 250,29 | O 2 3,88 1 30,21 | -436 | -511 High
CMR66 | 254,26 | O 3 3,85 1 30,21 | 422 | -3,32 High
CMR67 | 270,71 | O 2 4,08 1 30,21 | -4,65 | -5,05 High
CMR68 | 315,16 | O 2 4,16 1 30,21 | -4,97 | -528 High
CMR69 | 362,16 | O 2 4,22 1 30,21 | -5,23 | -5,59 High
CMR70 | 281,26 | O 4 2,75 2 76,03 | -4,09 | -5,68 High
CMR71 | 250,25 | O 3 3,04 2 47,28 | -4,06 | -537 High
CMR72 | 280,27 | O 4 3,04 3 56,51 | -4,10 | -5,557 High
CMR73 | 266,25 | 1 4 2,62 2 67,51 | -391 | -572 High
CMR74 | 268,24 | O 4 3,35 2 47,28 | -421 | 541 High
CMR75 | 28469 | O 3 3,58 2 47,28 | -464 | -513 High
CMR76 | 329,14 | O 3 3,66 2 47,28 | -496 | -5,36 High
CMR77 | 29525| O 5 2,22 3 93,10 | -4,08 | -5,77 High
CMR78 | 230,22 | O 4 2,21 3 56,51 | -2,89 | -6,14 High
CMR79 | 276,29 | O 3 3,46 3 47,28 | -4,24 | -537 High
CMR80 | 232,23 | O 4 2,46 3 56,51 | -2,92 | -6,14 High
CMR81 | 246,26 | O 4 2,79 3 56,51 | -3,21 | -5,96 High
CMR82 | 266,68 | O 4 3,00 3 56,51 | -3,50 | -5,90 High
CMR83 | 266,68 | O 4 2,98 3 56,51 | -3,50 | -5,90 High
CMR84 | 358,13 | O 4 3,12 3 56,51 | -4,08 | -6,45 High
CMRS85 | 29228 | O 6 2,44 5 7497 | -3,04 | -6,55 High
CMR86 | 21821 | O 4 2,13 2 56,51 | -2,69 | -6,32 High
CMR87 | 232,23 | O 4 2,46 2 56,51 | -2,98 | -6,14 High
CMRS88 | 278,26 | O 6 2,12 4 7497 | -281 | -6,72 High
CMR89 | 24843 | O 5 2,12 3 65,74 | -2,75 | -6,51 High
CMR90 | 20221 | O 3 2,18 1 47,28 | -259 | -6,33 High
CMRO1 | 232,23 | O 4 2,17 2 56,51 | -2,63 | -6,54 High
CMR92 | 264,28 | O 3 3,24 2 47,28 | -4,04 | -554 High
CMR93 | 312,75 O 3 4,10 2 47,28 | -492 | -513 High
CMR94 | 31433 | O 3 4,47 3 39,44 | -546 | -4,62 High
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CMR95 | 33232| O 4 4,81 3 39,44 | -5,61 | -4,66 High
CMRO96 | 348,78 O 3 5,06 3 39,44 | -6,05 | -4,38 High
CMR97 | 39323| O 3 5,14 3 39,44 | -6,36 | -4,61 High
CMR98 | 328,36 | O 3 4,86 3 39,44 | 5,76 | -4,44 High
CMR99 | 328,36 | O 3 4,86 3 39,44 | 5,76 | -4,44 High
CMR100| 34436 | O 4 4,53 4 48,67 | -551 | -4,82 High
CMR101 | 342,39 O 3 5,18 3 39,44 | -6,04 | -4,27 High
CMR102 | 37439 | O 5 4,40 5 57,90 | -5,558 | -5,02 High
CMR103 | 362,81 O 3 5,38 3 39,44 | -6,34 | -4,20 High
CMR104 | 434,44 | O 7 4,42 7 76,36 | -5,71 | -5,43 High
CMR105| 45243 | O 8 4,73 7 76,36 | -5,86 | -5,47 High
CMR106 | 468,88 | O 7 4,94 7 76,36 | -6,30 | -5,19 High
CMR107 | 513,33 O 7 5,04 7 76,36 | -6,31 | -5,42 High
CMR108 | 448,46 | O 7 4,74 7 76,36 | -6,00 | -5,26 High
CMR109 | 448,46 | O 7 3,62 7 76,36 | -5,28 | -6,07 High
CMR110 | 464,46 | O 8 5,36 8 8559 | -5,78 | -5,63 High
CMR111| 462,49 | O 7 5,06 8 76,36 | -6,31 | -5,08 High
CMR112 | 48291 | O 7 5,27 7 76,36 | -6,60 | -5,02 High
CMR113 | 40235| O 7 4,15 3 76,36 | -5,64 | -5,42 High
CMR114| 298,33 | O 2 4,56 2 30,21 | 5,24 | 477 High
CMR115| 312,36 | O 2 4,89 2 30,21 | -5,53 | -4,59 High
CMR116 | 354,44 O 2 5,74 3 30,21 | -6,47 | -3,93 High
CMR117| 328,36 | O 3 4,52 3 39,44 | 5,28 | -4,97 High
CMR118 | 374,43 O 2 5,86 3 30,21 | -6,68 | -4,08 Low
CMR119| 359,39 | O 4 4,50 4 48,67 | -534 | -5,18 High
CMR120| 348,39 O 2 5,46 2 30,21 | -6,34 | -4,19 High
CMR121| 312,36 | O 2 4,88 2 30,21 | -5,53 | -4,59 High
CMR122| 348,39 | O 2 5,44 2 30,21 | -6,34 | -4,19 High
CMR123| 316,33 | O 3 4,86 2 30,21 | -5,38 | -4,81 High
CMR124 | 332,78 | O 2 5,08 2 30,21 | -5,82 | -4,53 High
CMR125| 377,23 | O 2 5,16 2 30,21 | -6,13 | -4,76 High
CMR126 | 343,33 | O 4 3,75 3 76,03 | -526 | -5,16 High
CMR127| 330,40 | O 2 4,92 3 55,51 | -5,73 | -4,53 High
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CMR128 | 37540 | O 4 4,10 4 101,33 | -5,76 | -4,93 High
CMR129 | 348,39 O 3 5,23 3 55,51 | -5,87 | -4,57 High
CMR130 | 364,84 O 2 5,45 3 5551 | -6,31 | -4,29 High
CMR131| 344,43 O 2 5,26 3 5551 | -6,02 | -4,35 High
CMR132| 348,39 O 3 5,22 3 55,51 | -5,87 | -4,57 High
CMR133| 364,84 O 2 5,45 3 5551 | -6,31 | -4,29 High
CMR134| 388,44 | O 4 4,81 5 81,81 | -577 | -4,98 High
CMR135| 37540 | O 4 4,14 4 101,33 | -5,76 | -4,93 High
CMR136 | 327,48 | O 2 5,81 4 5551 | -6,56 | -3,99 High
CMR137| 364,84 O 2 5,46 3 55,51 | -6,31 | -4,29 High
CMR138 | 360,43 | O 3 491 4 64,74 | -5,78 | -4,74 High
CMR139 | 344,43 O 2 5,26 3 5551 | -6,02 | -4,35 High
CMR140| 380,46 | O 2 5,83 3 55,51 | 6,83 | -3,95 High
CMR141| 336,43 | O 2 4,93 3 83,75 | -559 | -4,77 High
CMR142| 31041 | O 2 4,78 3 55,51 | -549 | -437 High
CMR143| 324,44 O 2 5,26 6 55,51 | -5,71 | -4,06 High
CMR144| 29437 | O 2 4,31 3 5551 | -4,71 | -5,08 High
CMR145| 326,48 | O 2 4,33 3 55,51 | -5,68 | -4,38 High
CMR146 | 312,34 | O 4 3,55 4 81,81 | -442 | -554 High
CMR147| 25430 | O 2 3,60 2 55,51 | -4,27 | -522 High
CMR148 | 266,29 | O 3 3,67 3 39,44 | -417 | -5,35 High
CMR149| 296,32 | O 4 3,66 4 48,67 | -423 | -554 High
CMR150| 280,32 | O 3 4,00 3 39,44 | -446 | -517 High
CMR151| 300,74 | O 3 4,19 3 39,44 | -4,75 | -5]11 High
CMR152| 284,28 | O 4 3,97 3 39,44 | -432 | -539 High
CMR153| 34519 | O 3 4,28 3 39,44 | 5,07 | 534 High
CMR154| 322,40 | O 3 4,87 4 39,44 | -541 | -4,50 High
CMR155| 366,41 O 3 aaaill 3 39,44 | -6,05 | -4,52 High
CMR156 | 280,32 | O 3 4,00 3 39,44 | -446 | -517 High
CMR157 | 296,32 | O 4 3,62 4 48,67 | -4,23 | -5,54 High
CMR158 | 300,74 | O 3 4,19 3 39,44 | -4,75 | 5,11 High
CMR159| 362,49 | O 3 4,91 3 39,44 | -6,02 | -4,37 High
CMR160 | 372,41 | O 4 4,89 6 48,67 | -555 | -4,95 High
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CMR161| 326,34 | O 4 3,63 4 57,90 | -4,28 | -5,75 High
CMR162 | 284,28 | O 4 3,97 3 39,44 | -432 | -539 High
CMR163 | 284,28 | O 4 3,94 3 39,44 | -4,32 | -5,39 High
CMR164 | 33429 | O 6 4,70 4 39,44 | -4,99 | -5,13 High
CMR165| 284,28 | O 4 3,94 3 39,44 | -432 | -539 High
CMR166 | 300,74 | O 3 4,15 3 39,44 | -4,75 | 511 High
CMR167 | 316,35 | O 3 4,58 3 39,44 | 529 | -4,76 High
CMR168 | 49750 | O 7 4,32 8 103,12 | -5,68 | -6,13 High
CMR169 | 44255 O 4 5,61 3 56,51 | -6,30 | -4,99 High
CMR170| 266,29 | O 3 3,67 3 39,44 | -417 | 535 High
CMR171| 300,74 | O 3 4,21 3 39,44 | 5,75 | -5,11 High
CMR172| 34519 | O 3 4,29 3 39,44 | 5,07 | 534 High
CMR173| 284,28 | O 4 3,98 3 39,44 | -432 | -539 High
CMR174|29130| O 4 3,44 3 63,23 | -4,10 | -5,70 High
CMR175| 300,74 | O 3 4,20 3 39,44 | 4,75 | 511 High
CMR176| 33510 | O 3 4,17 3 39,44 | -534 | -4,87 High
CMR177| 280,32 | O 3 4,00 3 39,44 | -446 | 517 High
CMR178| 342,39 O 3 5,01 4 39,44 | -5,64 | -4,65 High
CMR179| 252,26 | O 3 3,34 2 39,44 | -3,96 | -5,52 High
CMR180| 294,34 | O 3 4,26 4 39,44 | -484 | -483 High
CMR181| 328,36 | O 3 4,56 4 39,44 | -5,26 | -4,92 High
CMR182| 320,26 | O 6 4,32 4 39,44 | -484 | -514 High
CMR183| 369,63 | O 3 4,65 4 39,44 | 5,61 | -4,92 High
CMR184| 39841 | O 5 4,48 3 65,74 | -556 | -5,46 High
CMR185|709,01| O 5 11,58 18 57,90 | -12,33 | -0,52 Low
CMR186 | 262,21 | O 6 1,44 4 82,81 | -2,48 | -6,90 High
CMR187| 384,38 | 1 7 2,95 7 9520 | -4,02 | -6,57 High
CMR188 | 276,24 | 1 6 2,22 5 8597 | -3,34 | -6,01 High
CMR189 | 384,38 | 1 7 2,92 8 9520 | -4,00 | -6,53 High
CMR190 | 276,24 | 2 6 2,19 4 96,97 | -3,47 | 594 High
CMR191 | 456,49 ( O 6 5,16 10 7497 | -6,25 | -4,85 High
CMR192 | 460,48 | 1 7 4,13 10 | 95,20 | -5,34 | -5,93 High
CMR193| 250,20 | 2 6 1,32 3 96,97 | -2,58 | -6,73 High




Apéndice B — Resultados do docking molecular dos compostos de

Isocumarinas.

Composto Afinidade de Ligacdo Composto Afinidade de Ligacdo
(kcal / mol) (kcal / mol)
CMR1 -8,498 CMR101
CMR2 -8,704 CMR102 -10.345
CMR3 - CMR103
CMR4 -8,423 CMR104 -10,635
CMR5S -9,259 CMR105 -10,315
CMRG6 -8,557 CMR106 -10,401
CMR7 -8,939 CMR107
CMR8 - CMR108 -10,104
CMR9 -8,393 CMR109 -9,918
CMR10 -7,833 CMR110
CMR11 -8,352 CMR111
CMR12 -8,701 CMR112
CMR13 -8,712 CMR113 -10,607
CMR14 -8,597 CMR114 -9.491
CMR15 - CMR115 -9.448
CMR16 -8,305 CMR116
CMR17 -8,540 CMR117 -9.445
CMR18 -8,768 CMR118
CMR19 -8,660 CMR119 -9.599
CMR20 -8,434 CMR120
CMR21 -8,430 CMR121 -9,755
CMR22 -8,323 CMR122
CMR23 -8,764 CMR123 -9.592
CMR24 -8,664 CMR124
CMR25 -8,618 CMR125
CMR26 -9,273 CMR126 -9.204
CMR27 -8,807 CMR127 -9.790
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CMR28 -9,357 CMR128 -9.765
CMR29 -9,137 CMR129
CMR30 -8,180 CMR130
CMR31 -8,319 CMR131
CMR32 -8,638 CMR132
CMR33 -8,865 CMR133
CMR34 -8,853 CMR134 -10.252
CMR35 -8,165 CMR135 -10.051
CMR36 -8,330 CMR136
CMR37 -8,544 CMR137
CMR38 -8,701 CMR138 -10,146
CMR39 -8,620 CMR139
CMRA40 -8,751 CMR140
CMR41 -8,223 CMR141 -9.958
CMRA42 -8,200 CMR142 -9.346
CMR43 -8,853 CMR143
CMR44 CMR144 -9.252
CMR45 -8,215 CMR145 -9.413
CMR46 -8,849 CMR146 -8.952
CMR47 -7,809 CMR147 -8.620
CMR48 -8,230 CMR148 -8.832
CMR49 -8,490 CMR149 -9.062
CMR50 -8,132 CMR150 -9.062
CMR51 -9,513 CMR151 -9.070
CMRS52 -10,589 CMR152 -5.787
CMRS53 -8,645 CMR153 -9.129
CMR54 -8,870 CMR154 -9.466
CMR55 -9,486 CMR155
CMR56 -9,753 CMR156 -9.241
CMRS57 -9,443 CMR157 -9.224
CMR58 -9,576 CMR158 -9.224
CMR59 - CMR159 -9.498
CMR60 - CMR160 -10.049
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CMR61 - CMR161 -9.273
CMR162 -8.939
CMR62 -9,212 CMR163 -9.012
CMR63 -8,614 CMR164 -9.430
CMRG64 -8,833 CMR165 -8.939
CMR65 -8,862 CMR166 -9.080
CMRG66 -8,726 CMR167 -9.501
CMR67 -8,991 CMR168 -0.981
CMR68 -9,028 CMR169
CMR69 -9,019 CMR170 -8.828
CMR70 -8,738 CMR171 -0.141
CMRT71 -8,380 CMR172 -9.187
CMRT72 -8,745 CMR173 -8.965
CMR73 -8,919 CMR174 -8.941
CMR74 -8.527 CMR175 -9.238
CMR75 -8.664 CMR176 -9.442
CMRY76 -8.697 CMR177 -0.141
CMRT7 -8.414 CMR178
CMR78 -7.937 CMR179 -8.702
CMRT79 -9.032 CMR180 -0.194
CMR80 -8.214 CMR181 -9.717
CMR81 -8.272 CMR182 -9.003
CMR82 -8.142 CMR183 -9.244
CMR83 -8.138 CMR184 -10.280
CMR&84 -8.415 CMR185
CMR85 -8.434 CMR186 -8.014
CMR86 -7.875 CMR187 -9.256
CMR87 -8.146 CMR188 -8.127
CMR88 -8.525 CMR189
CMR89 -8.108 CMR190 -8.188
CMR90 -7.856 CMR191
CMR91 -8.268 CMR192 -10.263
CMR92 -8.715 CMR193 -7.905
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CMR93 -9.114

CMR9%4 -9,806

CMR95 -9,788 Proguanil -8,018
CMR96 cloroquina -9,172
CMR97

CMR98 -9.912

CMR99 -9,905

CMR100 -10.017




Apéndice C - Valores de pontuacdo de docking com o0s

isocumarinas (CMR) e compostos de referéncias.
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ligantes de

Entrada Composto Afinidade de Ligacéo
(kcal / mol)
1 CMR104 -10,635
2 CMR113 -10,607
3 CMR52 -10,589
4 CMR52 -10,589
S) CMR106 -10,401
6 CMR102 -10.345
7 CMR105 -10,315
8 CMR192 -10.263
9 CMR184 -10.280
10 CMR134 -10.252






