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RESUMO

FABRIS, Marciéli. Triagem virtual da quimioteca do LaSMMed e avaliagao in vitro
de potenciais inibidores de ureases. 2023. 385 f. Tese de Doutorado (Doutorado
em Quimica) — Centro de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

Helicobacter pylori e Cryptococcus ssp sao microrganismos patogénicos ureoliticos
que causam diversos disturbios no organismo hospedeiro e, em casos graves, o levam
a morte. Ambas as infecgdes tém a enzima urease como fator chave de viruléncia,
pois utilizam sua capacidade de produzir amdnia para amenizar o pH indspito ao qual
estdo submetidas. Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo identificar e
avaliar substancias bioativas com potencial inibitério frente as ureases de
Cryptococcus neoformans e Helicobacter pylori, por meio de uma triagem virtual
baseada em docagem molecular. As estruturas tridimensionais das ureases utilizadas
em neste estudo foram obtidas no banco de proteinas, sob os cédigos de 4H9M, que
corresponde a urease vegetal de Canavalia ensiformis (CEU), e 6ZJA que
corresponde a enzima bacteriana de H. pylori (HPU). Como a estrutura tridimensional
da urease de C. neoformans (CNU) ainda nao foi determinada experimentalmente, a
CEU foi utilizada em nosso estudo, devido a similaridade estrutural com a urease
vegetal. As substancias triadas virtualmente fazem parte de um espago quimico
proprio do nosso grupo de pesquisa (quimioteca do LaSMMed) que contempla mais
de 130 substancias, com caracteristicas estruturais distintas, e que apresentam
potenciais grupos farmacoféricos para atividades antibacteriana e antifungica. Assim,
iniciou-se esse estudo com a analise estrutural do alvo molecular, para obter
informacdes sobre sitios de ligacdo e caracteristicas estruturais das duas ureases,
seguido de validagdo do protocolo de docagem molecular, analise das interagdes
ligante-proteina e determinagdo dos critérios de selegdo das substéncias da
quimioteca e, por fim, foram realizadas as avaliagdes in vitro das atividades anti-
ureoliticas dessas substancias. Assim, o critério de selegao utilizado para a CEU foi
interagcdo com seis residuos de aminoacidos, especificamente 1411, P434, H494,
L595, E601 e D602, selecionados apds anadlise das interagdes de 500 substancias
descritas na literatura como inibidoras da CEU, enquanto que para HPU utilizou-se
como critério a interagdo das substancias com os mesmos residuos que interagem
com o inibidor co-cristalizado com a enzima HPU. Dessa forma, dentro de uma
quimioteca de 130 substancias, foram selecionadas 18 substancias, derivadas de
cumariltioureias, cumarilamidas, inddis, tiazolidinonas, analogos de apocinina,
cromonamidas e cinamoiltioureias, para serem avaliadas in vitro frente a CEU. Os
resultados preliminares da porcentagem de inibicdo da atividade ureolitica das
substancias, indicaram o potencial da cinamoiltioureia monossubstituida como
promissor inibidor da urease, com porcentagem de inibicdo acima de 80%.
Considerando as analises e padrbes observados, como tamanho do sitio ativo e
padrao de inibigao in vitro, foi sintetizada e avaliada uma pequena série de ariltioureias
monossubstituidas como inibidoras da urease. Com porcentagem de inibicdo acima
de 84% para CEU e acima de 90% para o extrato bruto de CNU, os derivados séo
potentes inibidores da urease. Assim determinamos que as tioureias
monossubstituidas, cinamoiltioureia e ariltioureias, sdo as moléculas mais
promissoras do nosso estudo. A complementariedade das analises ocorreu por meio



da determinagédo da metade da concentragao inibitéria maxima (ICso0) nas ureases de
C. ensiformis e extrato bruto de C. neoformans, determinacéo da cinética enzimatica
e analise in silico dos parametros fisico-quimicos e de semelhancga a farmacos das
substancias lideres. As melhores substancias apresentaram ICso de 0,41 mM para
CEU e aproximadamente 0,34 mM para CNU. A cinamoiltioureia monossubstituida foi
a substancia que apresentou o maior potencial anti-ureolitico, com Ki de 0,06 mM, e
mecanismo de inibigdo misto.

Palavras-chave: docagem molecular; Cryptococcus neoformans; Helicobacter pylori,
Canvalia ensiformis, atividade anti-ureolitica; analise in silico.



ABSTRACT

FABRIS, Marciéli. Virtual screening of LaSMMed chemical library and in vitro
evaluation of potential urease inhibitors. 2023. 385 p. Doctoral Thesis (Doctorate
in Chemistry) — Exact Sciences Center, Department of Chemistry, State University of
Londrina, Londrina, 2023.

Helicobacter pylori and Cryptococcus ssp are pathogenic ureolytic microorganisms
that cause various disorders in the host organism and, in severe cases, lead to death.
Both infections have the urease enzyme as a key virulence factor, as they use their
ability to produce ammonia to reduce the inhospitable pH to which they are subjected.
This work aims to identify and evaluate bioactive substances with inhibitory potential
against ureases from Cryptococcus neoformans and Helicobacter pylori, through a
virtual screening based on molecular docking. The ureases used in our study were
obtained from the protein bank under the codes 4H9M, which corresponds to plant
urease from Canavalia ensiformis (CEU), and 6ZJA corresponding to the bacterial
enzyme of H. pylori (HPU). The three-dimensional structure of C. neoformans urease
(CNU) has yet to be determined experimentally. Thus, due to the structural similarity
with plant urease, CEU was used in this study. The substances virtually screened are
part of a chemical space belonging to our research group (LaSMMed Chemical Library)
that includes more than 130 substances, with distinct structural characteristics, as
potential pharmacophoric groups for antibacterial and antifungal activities. Thus, this
study began with the structural analysis of the molecular target to obtain information
on binding sites and structural characteristics of the two ureases, followed by validation
of the molecular docking protocol, analysis of ligand-protein interactions, and
determination of selection criteria for the substances, and in vitro evaluation of the anti-
ureolytic activity of these substances. Thus, the selection criterion used for CEU was
interaction with six amino acid residues, specifically 1411, P434, H494, 1595, E601,
and D602, selected after analyzing the interactions of 500 substances described in the
literature as CEU inhibitors, while for HPU was used as a criterion the interaction of
substances with the identical residues that interact with the co-crystallized inhibitor with
the HPU enzyme. Thus, within a chemotherapy library of 130 substances, 18
substances were selected, derived from coumarylthioureas, coumarylamides, indoles,
thiazolidinones, apocynin analogues, chromonamides and cinnamoylthioureas, to be
evaluated in vitro against C. ensiformis urease. Preliminary results of the inhibition
percentage of the ureolytic activity of the substances indicate the potential of
monosubstituted cinnamoylthiourea as a promising urease inhibitor, with an inhibition
percentage above 80%. Considering these analyzes and patterns, such as active site
size and in vitro inhibition pattern, a small series of monosubstituted arylthioureas were
synthesized and evaluated as urease inhibitors. With inhibition percentage above 84%
for CEU and above 90% for crude cell-free CNU, the derivatives are potent urease
inhibitors. Thus, we determined that the monosubstituted thioureas, cinnamoylthiourea
and arylthioureas, are the most promising molecules in our study. The complementarity
analysis occurred through the determination of the half-maximum inhibitory
concentration (ICs0) in the C. ensiformis urease and crude cell-free extract of C.
neoformans, determination of the enzymatic kinetics and in silico analysis of the
physicochemical and drug-likeness parameters of the lead compounds. The best
substances showed an ICso of 0.41 mM for CEU and approximately 0.34 mM for CNU.



Monosubstituted cinnamoylthiourea was the substance that showed the highest
antiureolytic potential, with a Ki of 0.06 mM and a mixed inhibition mechanism type.

Key-words: molecular docking; Cryptococcus neoformans; Helicobacter pylori,
Canvalia ensiformis; anti-ureolytic potential; in silico analysis.
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1 INTRODUGAO

1.1 MICRORGANISMOS UREOLITICOS PATOGENICOS

1.1.1 Infecgao por Helicobacter pylori

Helicobacter pylori € uma bactéria flagelada e Gram-negativa,
caracterizada por uma forma espiralada que pode colonizar o estbmago humano e
induzir a inflamagéo da mucosa gastrica. A infecgao causada por essas bactérias pode
levar a varios disturbios gastrointestinais, como gastrite crénica, ulcera gastrica, ulcera
duodenal, adenocarcinoma gastrico, linfoma do tecido linfoide associado a mucosa
(MALT — do inglés: mucosa-associated lymphoid tissue) e cancer gastrico (CHO et al.,
2021; KUSTERS et al., 2006).

A colonizagdo e patogénese critica do H. pylori comega com a
necessidade de se adaptar as condi¢des indspitas do estdbmago para colonizar essa
area. O principal fator responsavel por essa adaptacao é a capacidade de expressar
grandes quantidades de uma enzima, chamada urease, que hidrolisa a ureia em
amoénia e fornece um pH citoplasmatico e periplasmatico neutro, o que permite que
essa bactéria sobreviva e persista no estémago (ALEXANDER et al., 2021). Apds o
ajuste, inicia-se a motilidade mediada por flagelos em dire¢do as células do epitélio
da mucosa gastrica, ligando-se aos receptores do hospedeiro por adesinas e, em
seguida, causando danos tecidual pela liberagao de toxinas (KAO et al., 2016).

Em 2015, estimou-se que aproximadamente 4,4 bilhdes de individuos
tiveram a infecgdo por H. pylori. No entanto, estima-se que mais da metade da
populacdo mundial esteja infectada, mas apenas uma pequena fracdo de individuos,
entre 10 a 20%, desenvolve doengas gastricas graves, enquanto a maioria permanece
assintomatica (HOOI et al., 2017). Além disso, a maior prevaléncia de casos é em
paises e regides de baixa renda, como Africa (79,1%), América Latina e Caribe
(63,4%) e Asia (54,7%), enquanto nos paises desenvolvidos, a infecgdo por H. pylori
€ mais comum em idosos (HOOI et al., 2017). Em criangas, estima-se que 32,4% da
populacdo mundial esteja infectada e que a porcentagem de infecgdo tende a
aumentar com a idade (YUAN et al., 2022).
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A infecgdo por H. pylori € considerada como um fator de alto risco
para cancer gastrico e foi reconhecida e classificada como carcinbgeno humano
(Grupo 1) pela Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC — do inglés:
International Agency for Research on Cancer) da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) (IARC MONOGRAPHS, 2012). Em 2020, as estatisticas demonstraram que o
cancer de estbmago esta entre os cinco tipos de cancer mais comuns em todo o
mundo, com estimativas de 1.089.103 novos casos e 768.793 mortes (SUNG et al.,
2021). E considerado que 8 em 10 casos de cancer gastrico estejam relacionados a
infeccédo por H. pylori (DE MARTEL et al., 2020). Ainda, alguns estudos mostraram
que o H. pylori pode interferir em muitos processos biolégicos, como manifestagdes
extra-gastroduodenais, como anemia, deficiéncia de vitamina B12, diabetes mellitus e
doencas hepaticas gordurosas nao alcodlicas, doengas das artérias coronarias,
doencas cerebrovasculares, e outros (TSAY; HSU, 2018).

Erradicar esta infecgao € possivel, mas dificil devido a resisténcia aos
antibiéticos. Em geral, terapias triplas ou quadruplas com diferentes combinacdes de
antibidticos séo aplicadas como tratamento (Figura 1). O tratamento de primeira linha
comega com dois antibidticos, amoxicilina (1) e claritromicina (2), geralmente
administrados em conjunto com um inibidor da bomba de prétons (IBP), como
lansoprazol, omeprazol ou pantoprazol, por 14 dias (CHEY et al., 2017; DIACONU et
al., 2017). Em casos de resisténcia do Helicobacter pylori a 2 ou exposig¢ao prévia a
este medicamento ou a outros antibioticos quimicamente semelhantes, substitui-se
por metronidazol (3) ou tinidazol (4) (CHEY et al., 2017; DIACONU et al., 2017). Nos
casos de resisténcia, aplica-se a terapia quadrupla com subsalicilato de Bismuto e
tetraciclina (5), além de IBP e um nitroimidazol por 10 a 14 dias (CHEY et al., 2017;
DIACONU et al., 2017). Uma terapia sequencial pode ser usada com IBP e 1 por 5-7
dias, seguido por IBP, 2 e um nitroimidazol por 5-7 dias também & um tratamento de
primeira linha (CHEY et al., 2017). Finalmente, outro tratamento de primeira linha é a
terapia tripla com levofloxacina (6) em vez de 2 ou nitroimidazol, IBP + levofloxacina
+ amoxicilina (1) por 10-14 dias (CHEY et al., 2017).
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Figura 1 — Substancias usadas como opg¢éo de tratamento de primeira linha para
infecgéo por H. pylori
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Fonte: o préprio autor (FUNG; DOAN, 2005; HUANG et al., 2021)

Apesar da disponibilidade de algumas opgdes de tratamento, a alta
resisténcia aos antibidticos e os graves efeitos adversos relatados durante o
tratamento da infecgéo, principalmente cefaleia, nauseas, mal-estar, gosto metalico,
desconforto epigastrico e diarreia (HAFEEZ et al., 2021; SALCEDO; AL-KAWAS,
1998), a busca de novas formas de tratamento, com o desenvolvimento de

substancias mais seguras e eficazes, é urgente e necessario.

1.1.2 Infecgao por Cryptococcus spp

A criptococose é uma infecgdo oportunista causada principalmente
por duas espécies de leveduras, Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatti. Com
uma identidade gendémica de aproximadamente 85% entre as espécies, esses
patégenos compartilham muitas semelhancgas, como na morfologia das células, mas
apresentam diferencas na distribuicdo geografica e nas manifestagdes clinicas
(CHANG et al., 2015; GUSHIKEN et al., 2021). O primeiro € onipresente no meio
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ambiente e normalmente encontrado no solo, arvores, e excrementos de pombos e
outras aves em todo o mundo. Ao mesmo tempo, C. gatti € mais provavel de ser
encontrado em vegetagdes, como arvores de eucalipto, e ndo € tdo disseminado
globalmente como C. neoformans, sendo encontrado principalmente em areas
endémicas da América (Norte e Sul) e Australia (SETIANINGRUM et al., 2019).

A infeccgéo criptocdcica geralmente comeca pela inalagéo de esporos
ou pequenas células da levedura, que atingem as vias aéreas inferiores e se
depositam nos alvéolos pulmonares (GUSHIKEN et al., 2021). Depois disso, as
defesas respiratorias e imunoldgicas, como macrofagos e células dendriticas, iniciam
o processo de fagocitose (GUSHIKEN et al., 2021). Este processo infeccioso
normalmente se comporta de forma assintomatica, podendo posteriormente ser
eliminado, porém, como é considerado um organismo intracelular facultativo, o fungo
pode permanecer de forma latente no interior da célula fagocitica, vivendo ali por
longos periodos e, em alguns casos, ser reativado diante de um quadro de
imunossupressao, escapando da fagocitose por extrusao (ZARAGOZA, 2019). Assim,
o Cryptococcus pode evadir dos pulmbes causando infeccdo em uma grande
variedade de tecidos, como pele e olhos, ou atingir o sistema nervoso central (SNC),
causando meningoencefalite (GUSHIKEN et al., 2021) (Figura 2). As manifestagoes
pulmonares podem evoluir para pneumonia com sindrome do desconforto respiratério
agudo e, até mesmo, para meningite criptocdcica, manifestagdo extrapulmonar mais
frequente e grave.

Dentre os principais fatores de viruléncia que contribuem para a
proliferagao e infeccdo do Cryptococcus, destaca-se: a termorresisténcia , de modo
que o fungo pode sobreviver e crescer em altas temperaturas (37 °C) e, por isso, pode
infectar varios animais; a capsula polissacaridica, que promove efeitos protetores
frente ao sistema imunolégico do hospedeiro; a producao de pigmentos de melanina
nas paredes celulares, prevenindo o estresse oxidativo; e a produgao de enzimas

extracelulares, como proteases, lipases e ureases (ZARAGOZA, 2019).



28

Figura 2 — Infecgédo criptocdcica tipica e disseminacéo para o sistema nervoso central
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Fonte: o préprio autor

O papel da urease na sobrevivéncia do Cryptococcus é
fundamentalmente semelhante ao do H. pylori. No entanto, ao invés de neutralizar o
ambiente para a adaptagcao do patdogeno, a urease neutraliza o pH acido gerado no
processo de fagocitose, o que retarda a replicagdo da levedura, causando menos
danos aos macréfagos e prolongando a residéncia intracelular, promovendo assim a
saida dos macréfagos sem matar as células hospedeiras (extrusao) (FU et al., 2018).
Além disso, alguns estudos mostraram que a persisténcia do patdogeno dentro dos
macrofagos € uma maneira pela qual ele pode atravessar a barreira hematoencefalica
(BHE) (OLSZEWSKI et al., 2004; SINGH et al., 2013). Estudos mais recentes mostram
que a urease esta associada a regulacdo de importante vias metabdlica, como no
metabolismo de poliaminas, como a putrescina e a espermidina, de modo que as
células deficientes em urease diminuem a sintese das enzimas biossintéticas de
poliaminas que, consequentemente, impacta no desenvolvimento e crescimento
celular do patégeno (TOPLIS et al., 2020, 2021).

A gravidade da infecgao criptococica € um equilibrio entre o patégeno
e o sistema imunoldgico do hospedeiro. Esta infeccdo raramente resulta em doencga
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clinicamente invasiva na populagdo em geral, mas € um problema significativo em
pacientes imunocomprometidos (ZARAGOZA, 2019). De fato, quando o sistema
imunologico estd comprometido, a viruléncia da criptococose é maior do que o
habitual, como por exemplo, em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), e naqueles
que fizeram transplante de 6rgaos ou fazem uso de tratamentos imunossupressores.
Segundo a OMS, estima-se que ocorram mais de 223.000 casos de meningite
criptococica a cada ano entre pessoas com HIV e que 181.000 morram, o que
representa 15% de todas as mortes relacionadas a AIDS em todo o mundo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018). Ademais, com a pandemia de COVID-19 e o uso
da terapia imunomoduladora para tratar os pacientes, a co-infec¢ao de pacientes sem
HIV por criptococose aumentou nos ultimos anos e, infelizmente, a maioria com
desfechos tragicos (GHANEM; SIVASUBRAMANIAN, 2021; ISAAC et al., 2021;
KHATIB et al, 2021; TRAVER; MALAVE SANCHEZ, 2022). Além disso, a
criptococose € a terceira infecgdo fungica invasiva mais comum em receptores de
transplante de érgéos solidos (BADDLEY; FORREST, 2019).

O tratamento da criptococose, em todas as formas graves (SNC,
disseminada e pulmonar), é limitado a trés medicamentos, usados isoladamente ou
em combinacdo: anfotericina B (7), fluconazol (8) e flucitosina (9). Nos casos de
meningite criptocdcica, o tratamento preconizado pela OMS, para o regime de
inducao, consiste na administragdao de anfotericina B (7) com flucitosina (9) por uma
semana, seguido do tratamento de consolidagéo por oito semanas com Fluconazol (8)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Nos casos de persisténcia da doenga, o
paciente deve ser tratado com 200 mg diarios de fluconazol (8) por 6-12 meses (fase
de manutencdo) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018) (Figura 3). Algumas
opgdes no regime de indugao sao duas semanas de fluconazol (8) (1200 mg/d) +
flucitosina ou duas semanas de anfotericina B (7) + fluconazol (8) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018). Em casos de outra doenca ndo meningea, para pacientes
imunossuprimidos ou imunocompetentes, como infeccdo pulmonar e doenga
localizada n&o pulmonar, as diretrizes da Society for Infectious Diseases of America
recomendam 400 mg/d de fluconazol (8) por 6-12 meses apds a terapia de indugao
(PERFECT et al., 2010). No entanto, em casos de indisponibilidade ou

contraindicagao do fluconazol (8), alguns antifungicos azdlicos alternativos podem ser
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usados, como voriconazol (200 mg duas vezes/dia), itraconazol (200 mg/dia) e
posaconazol (400 mg duas vezes/dia) (PERFECT et al., 2010).

Figura 3 — Substdncias e tratamento recomendado em casos de meningite
criptocécica (OMS)
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Li et al. 2020
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Li et al. 2020 Li et al. 2020

Fonte: o préprio autor (LI, Y. et al., 2020)
Legenda: CIMso determinado pelos autores, pela média de 110 cepas de Cryptococcus que incluem C.
neoformans e C. gatti

Apesar do tratamento disponivel, as opgdes farmacoldgicas limitadas
e a diminuicado da suscetibilidade ao fluconazol (8) em Cryptococcus tém sido motivo
de preocupacao (MOENG et al., 2020). Além disso, a infecgao criptocdcica € uma das
infeccdes oportunistas mais importantes entre as pessoas que vivem com a sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) avancada. Ademais, a alta mortalidade
associada a meningite criptocécica € maior em paises de baixa renda devido a
disponibilidade limitada e alto custo dos medicamentos antifungicos de primeira linha
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Outra preocupagao € o fato de que a
difusdo de moléculas para os tecidos cerebrais € muito dificil por causa da BHE e das

bombas de efluxo teciduais, de modo que a penetragao de antifungicos para tratar
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infeccdes do SNC, como meningoencefalite, € muito limitada (WIRTH et al., 2018).
Portanto, a busca por novas substéncias com potencial antifungico para o tratamento

da criptococose € extremamente necessaria.
1.2 UREASES: BREVE HISTORIA, CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E CATALITICAS

As ureases (EC 3.5.1.5) sd&o um grupo de metaloenzimas
pertencentes a familia das amidoidrolases e fosfotriestreases. Entre outras hidrolases
dependentes de metais binucleares, as ureases sao as Unicas que possuem ions Ni?*
no sitio ativo (KRAJEWSKA, 2009). Sdo comuns entre plantas, algas, fungos e
bactérias, mas ndo sdo encontrados em animais. Independentemente do organismo,
a principal fungdo da urease € promover a hidrdlise da ureia (l), resultando em
carbamato (ll) e aménia (lll) como produtos. Este processo enzimatico é 10'* vezes
mais rapido do que a decomposi¢cdo da ureia por uma reagao de eliminacao
(LIPPARD, 1995) (Esquema 1).

Esquema 1 — Reacao de hidrdlise de ureia promovida pela urease
0] O 0]

U . H,0
L+ oHo /22 JU o+ N, — DT NH
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Fonte: o préprio autor

A urease € historicamente importante por seu papel em alguns dos
principais eventos da comunidade cientifica e no avango da Bioquimica. Essa histéria
comecou em 1864, quando Philippe Edouard Léon van Tieghem isolou o primeiro
microrganismo com atividade ureolitica, o Micrococcus ureae. Dez anos depois,
Frédéric Alphonse Musculus isolou a primeira enzima com atividade ureolitica de uma
amostra de urina putrida (KAPPAUN et al., 2018). Pierre Miquel, que dedicou seus
estudos a descrever e reconhecer microrganismos capazes de decompor a ureia, foi
o responsavel por sugerir o nome urease em 1890 (FEARON, 1923). Por fim, a
descoberta de Yuchi Takeuchi da urease vegetal extraida da soja (Glycine max), em
1909, permitiu um intenso avango nas investigagdes sobre o assunto ao fornecer uma
maior fonte de obtencao da enzima para estudos (KAY, 1923).

Cerca de cinquenta anos apds a descoberta da primeira urease, em
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1926, a urease de Canavalia ensiformis (CEU) foi isolada de sementes de feijdo-de-
porco e foi a primeira enzima a ser cristalizada. Esta descoberta feita por James B.
Sumner demonstrou a natureza proteica das enzimas, prova inegavel de que eram
bem definidas como compostos quimicos, o que lhe rendeu o Prémio Nobel de
Quimica em 1946 (SUMNER, 1926).

Outro evento importante na histéria da urease foi o reconhecimento
do significado biolégico dos ions metalicos como cofatores enzimaticos. Em 1975, Burt
Zerner e colaboradores relataram a presencga de ions niquel no sitio ativo da urease
de C. ensiformis, essencial para sua atividade catalitica (DIXON et al., 1975). Cerca
de setenta anos apds a primeira cristalizagdo da urease, Evelyn Jabri et al. (1995)
descreveram outro avanco, relatando a elucidagdo da estrutura cristalina (Figura 4A)
da enzima urease da bactéria Klebsiella aerogenes (KAU) por difracdo de raios X,

revelando detalhes da topologia molecular de seu sitio ativo (JABRI et al., 1995).

Figura 4 — Estrutura cristalografica de ureases de (A) K. aerogenes e (B) H. pylori

........................................

Fonte: o préprio autor
Legenda: As estruturas estdo disponiveis no Protein Data Bank - PDB (http.//www.rcsb.org/). Codigos:
2KAU (KAU) e 1E9Z (HPU)

Mais recentemente, no século XXI, devido aos estudos sobre a
atividade ureolitica de bactérias na patogénese de algumas doencas humanas e
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animais (MOBLEY et al., 1995), estudos aprimorados com ureases bacterianas,
principalmente aquelas produzidas pela bactéria Helicobacter pylori (HPU), levaram a
determinacdo da estrutura cristalografica desta urease (Figura 4B) por Nam Ha e
colegas em 2001 (HA et al., 2001).

Embora a urease de Canavalia ensiformis (CEU) tenha sido a primeira
enzima a ser cristalizada, a determinacao de sua estrutura cristalina (Figura 5A) so foi
alcangada em 2010 por Anuradha Balasubramanian & Karthe Ponnuraj devido a
dificuldade em obter grandes quantidades desta enzima com um bom grau de pureza
para estudos refinados (BALASUBRAMANIAN; PONNURAJ, 2010). CEU tem dois
ions Ni®* em seu sitio ativo (Figura 5B), ambos coordenados por uma lisina
carbomilada e dois residuos de histidina cada, e ainda para um dos ions niquel, um
residuo terminal de aspartato (JABRI et al., 1995; NORDLANDER; CARLSSON,
2010).

Figura 5 — (A) Estrutura cristalografica do CEU e (B) Representacgao tridimensional
do seu sitio ativo
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Fonte: o préprio autor
Legenda: PDB ID: 4H9M

As ureases vegetais, assim como as ureases fungicas, sao
constituidas de subunidades idénticas de aproximadamente 90 kDa organizadas em
trimeros ou hexametros. Por exemplo, o CEU é composto por 840 aminoacidos e sua
forma nativa € um hexamero de aproximadamente 540 kDa (RIDDLES et al., 1991).
Por outro lado, as ureases bacterianas, sdo compostas por trés subunidades
diferentes, com massa molar entre 190 a 300 kDa (KAPPAUN et al., 2018). Mesmo

com essas caracteristicas distintas, estudos apontam para o0 mesmo antecedente
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comum para ureases fungicas, vegetais e bacterianas (BALASUBRAMANIAN;
PONNURAJ, 2010).

O mecanismo da acdo catalitica das ureases é amplamente discutido
na comunidade cientifica. Uma das propostas sugere que o processo se inicie com o
deslocamento das moléculas de agua pela presenga de ureia no sitio ativo, o que
permite o ataque nucleofilico da ureia aos ions Ni?*, levando a coordenagéo do tipo
bidentado com a urease (Esquema 2). Posteriormente, o ataque nucleofilico ocorre
pela ponte hidroxila entre os ions Ni?* na carbonila da ureia, resultando em um
intermediario tetraédrico, a partir do qual, apdés muitas etapas de transferéncias
intermoleculares de protons e reagbes com moléculas de agua presentes no meio,

amonia e carbamato sao liberados (BENINI et al., 1999).

Esquema 2 — Mecanismo proposto para a reagao de hidrolise enzimatica da ureia

pela urease
LYS(KCXwo)

/LyS(KCX49o) His g0,
Hisygy o (
= His g,
HN)ﬁ )\ (jHlsW HzN)LNHz 30 l-IN\/N 0)\ \7/
O 0
oA NS A v /R e
N A \
[ hono HZOO\\ Hissas Hissg ) )\
Hissg ) H )\ > +0§r NHz AsP633
07" MAspgas Ataque nucleofilico - N |
2 \
H0 v NN
N ! N
_NH ! NS
! O
His593 f1‘\1 T/Ala440
HN_//
His409
LyS(KCXm) Lys(KCX 490)
Hiszg, Hiszop HN/ gwo o
~ Hisgg7 )ﬁ )\ ( Hisyp7
Prototropismo HN)\‘ )\ (\7/ 0
__p» N 07 - HN\;N +  NHS O)LNHZ
—_—
I \\ / \O&Hls;“ IN ‘ \ / \O\:»,Hlssfas
Hissyg ) Hiss o H,0 \ H 0!
O Aspﬁﬂ 07" MAspgss
/ N N
N H,0
N=\ /S \ AN N\
_NH ! _NH
' O (0]
His593 f1‘\1 W/Ala440 His593 _N Kla440
HN Y HN Y
His409 His409

Fonte: Adaptado de Benini et al., 1999
Legenda: CEU, PDB ID: 4H9M

Desde sua descoberta, a urease tem sido objeto de extensa pesquisa
que inclui sua ocorréncia e fungdes na natureza. Seu principal papel ambiental é

permitir que o organismo utilize a ureia (substrato natural) como fonte de nitrogénio e,
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além disso, participe efetivamente das vias sistémicas de transporte de nitrogénio,
atuando como uma toxina proteica para a defesa das plantas (POLACCO; HOLLAND,
1993). Portanto, a aplicabilidade da urease na ciéncia & vasta, e, como vimos até o
momento, a enzima urease € um fator chave de viruléncia de infecgdes por
Cryptococcus spp e Helicobacter pylori e um excelente alvo bioldégico a ser

considerado para o tratamento dessas doencas.

1.3 — SUBSTANCIAS INIBIDORAS DE UREASE COM ENSAIOS FENOTIPICOS

Estudos in vitro utilizando a urease vegetal (CEU) para determinar a
atividade antiureolitica de substancias sdo bem difundidos na literatura, uma vez que
esta € mais acessivel e comercialmente disponivel. Assim, buscou-se avaliar os
estudos recentes de substancias com potencial antiureolitico que fornecessem a
avaliacao in vitro na urease, aliado a ensaios fenotipicos sobre os microrganismos de
interesse (H. pylori e Cryptococcus) para avaliar as principais subunidades estruturais
envolvidas na inibicado da enzima.

Uma nova série de acidos hidroxamicos contendo o grupamento
arilamino descritos por Liu et al. (2018) foi projetada, sintetizada e avaliada como
possiveis inibidores de HPU. O projeto foi proposto com base em derivados do
farmaco comercializado, o acido acetoidroxdmico. Primeiramente, o grupo de Liu
avaliou a inibicao do derivado 10, que apresentou ICso = 0,083 uM contra extrato bruto
de HPU (LIU et al., 2018). Em seguida, o grupo determinou como nova proposta a
substituigdo do centro quiral COH do composto (10) por NH, para avaliar a diversidade
estrutural e a sua influéncia na atividade de inibicdo e ainda, estudos de REA dos
diferentes substituintes na subunidade arilamina, gerando uma série de acidos 2-(N-
arilamino)acetoidroxdmicos (11). Dentre a série dos derivados 11 avaliados, a
substancia contendo o radical 3,5-diclorofenila (11a) foi a mais promissora, com ICsg
= 0,13 pM (Figura 6). Contudo, os derivados sintetizados apresentaram um perfil
inibitério melhor que o do acido acetoidroxamico (ICsg = 27,9 uM), mas a substituicao
de COH por NH influenciou negativamente a inibicdo, uma vez que os valores de ICs
diminuiram quando comparados a 10. Assim, o grupo realizou uma nova modificacao
estrutural nas substancias ao inserir um grupo etileno entre o acido acetoidroxamico

e as porgoes NH-fenil, levando a uma nova série de acidos 3-(N-
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arilamino)propionilidroxamico (12) (Figura 6).

Figura 6 — Melhores substancias das séries planejadas por Liu et al. (2018), derivadas
do acido 3-(3-clorofenil)-3-hidroxipropionilhidroxdmico (10), com seus respectivos
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Fonte: o préprio autor
Legenda da cor: Azul: mudanga estrutural na cadeia principal da molécula; Vermelho: diferentes
substituintes

De modo geral, observou-se que o aumento da cadeia contribuiu
positivamente para a atividade inibitoria, com valores de ICs variando de 0,018 a
21,13 pM entre todos os substituintes avaliados por Liu et al. (2018). Os derivados
contendo os substituintes diclorofenila também foram os melhores inibidores da série
12. Podemos ver que a substancia 12a (ICso = 0,043 pM) apresentou um potencial de
inibigdo 3x maior que o seu corresponde da série 11. Além disso, o derivado 12b (2,4-
CIPh), melhor inibidor de urease das séries avaliadas (ICso = 0,018 uM), foi quase 5x
mais potente que 10 (Figura 6). Os derivados clorados 11a, 12a e 12b também
mostram um perfil inibitério contra HPU em um ensaio de células intactas com valores
de ICso de 16,9, 3,9 e 0,14 uM, respectivamente. Os estudos cinéticos desses trés
compostos selecionados sugeriram um mecanismo de inibicdo mista e os valores de
Ki variaram de 0,11 a 0,39 yg/mL. Adicionalmente, a avaliagdo dos compostos 12a e
12b como agentes antiviruléncia para o tratamento de gastrite mostrou que o
desenvolvimento de gastrite foi significativamente reduzido (dose de 32 mg/kg b.i.d) e
erradicacao de H. pylori foi igual a 92,3 e 100%, respectivamente.

Estudos anteriores descrevendo flavonoides como inibidores de

urease (XIAO et al., 2013) instigaram Yang et al. (2018) a projetar uma série de
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derivados de oxoindolina, baseada em estudos de docagem molecular, na qual a
subunidade cromona € substituida por uma por¢cao de 2-oxoindolina. Além disso,
fenilidrazina (13 - em azul) ou benzoilidrazona e uma subunidade de 3-metilbut-2-enil
(14) do produto natural shikonina, descrito como inibidor de H. pylori, foram inseridos
nos novos derivados para investigar sua atividade inibitoria (Figura 7) (YANG et al.,
2018).

Figura 7 — Modificagdes realizadas por Yang et al. (2018) em uma série de derivados
de oxoindolina (14) com seus respectivos valores de ICso contra HPU

5 I I:,‘: / — P 14b !
! ¥ 0 # O ICsp= 1,35 M |
: N o ¥ N ¥ O o :

14a |
F i
|C50 = 3,82 UM

vJ
VJ

9

3

]

o

N

=

<

Fonte: o préprio autor
Legenda da cor: Azul: mudanca estrutural na molécula; Vermelho: diferentes substituintes

O derivado de 2-oxoindolina com o grupo fenilhidrazilideno (13)
apresentou uma fraca atividade de inibicdo para o extrato bruto de urease de HPU,
com ICsp > 300 yM, em comparagédo com o acido acetoidroxamico (ICso = 17,2 pM).
Por outro lado, a substituicdo do fenilhidrazilideno por benzoilhidrazilideno (14)
influenciou positivamente, levando a um aumento de sua atividade em 2 vezes (ICso
= 129 uM). O grupo observou que, em geral, a presenga de grupos doadores de
elétrons (ERG) na posigao orto e para forneceu os melhores resultados. Os derivados
3,4-dimetoxilados (14a), 3,5-dimetoxilados (14b) e 3-fluor-4-metoxifenila (14c)
apresentaram os melhores resultados, com ICsp de 0,71, 1,35 e 3,82 uM,
respectivamente. Além disso, os compostos foram avaliados in vitro contra H. pylori e
apresentaram valores de concentragao inibitéria minima (CIM) de 0,48, 1,96 e 3,94
MM, respectivamente, mais de 60 vezes mais potente que o farmaco padrao
metronidazol (CIM = 31,3 uM).

Kataria e Khatkar (2019) projetaram uma série de 12 derivados de

Diosmina, contendo ariltioureias e tiossemicarbazonas, como inibidores de urease e
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os avaliaram através de métodos in silico e in vitro. Diosmina € um flavonoide natural
abundante em frutas citricas com amplo perfil biolégico de atividade. Assim, esses
autores exploram a subunidade cromona presente na Diosmina, produzindo bases de
Schiff e adicionando os substituintes desejados (Figura 8) (KATARIA; KHATKAR,
2019).

Figura 8 — Algumas das modifica¢des realizadas na Diosmina por Kataria e Khatkar
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Fonte: o préprio autor
Legenda da cor: Azul: mudanca estrutural na molécula; Vermelho: diferentes substituintes

Este estudo mostrou que a adigao da subunidade de tioureia (16) e
da hidrazina (17) a estrutura melhora a atividade dos derivados de Diosmina como
inibidores de CEU (jack bean). Quando na presencga de um forte EWG em meta como
o 3-nitroarila (16a - ICso = 12,60 uM), ha um aumento na atividade antiureolitica dos
derivados, seguido do derivado contendo o substituinte bromo em para (16d) com ICso
= 14,14 yM. Em contraste, o atomo de cloro ndo se mostrou um bom substituinte, uma
vez que nao foi observado uma melhora consideravel na atividade das substancias.
Os derivados mais potentes da série (16a, 16d e 17) foram avaliados in vitro contra H.
pylori (DSM 4867), e 16a foi o inibidor mais potente com um CIMsg = 500 pg/mL,
comparavel ao padrdo (acido acetoidroxdmico, CIMso = 500 pg/mL). Para essa
substancia, os autores também investigaram seu potencial inibitorio, por meio de
estudos cinéticos, que mostraram que o 16a € um inibidor competitivo da CEU.

Li e colaboradores (2020) também avaliaram derivados de tioureias
N-monosubstituidas (18) como inibidores de HPU (Figura 9). Esses compostos foram
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projetados com base na conhecida atividade inibitéria da urease exibida pelos
derivados da tioureia, que sdo analogos estruturais da ureia (BRITO et al., 2015;
KANWAL et al., 2019). Entre as tioureias, as N,N'-dissubstituidas sdo a classe mais
estudada, apresentando um modo de ligagcdo diferente da ureia por serem mais
volumosas que o substrato natural, o que dificulta o acesso ao sitio catalitico. Por
essas razoes, os autores decidiram sintetizar e avaliar a atividade inibitoria de tioureias
N-monosubstituidas contra o extrato bruto de urease de H. pylori (LI, W.-Y. et al.,
2020).

Figura 9 — Atividade inibitéria de urease das melhores tioureias N-monosubstituidas
(18) smtetlzadas por Li et al. (2020)
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Fonte: o préprio autor
Legenda da cor: Vermelho: diferentes substituintes

Dentre os compostos sintetizados pelo grupo, as substancias mais
potentes sdo apresentadas na Figura 9. A melhor substancia, 4-cloro-
fenilacetotioureia (18a), € 158 vezes mais potente que o HAE, o controle positivo (ICso
= 27,2 uM). Observou-se que este substituinte é fundamental para a atividade
inibitéria, uma vez que a substituicdo por metila (18b), hidroxila (18c) e outros
substituintes (ndo mostrados) na mesma posi¢ao diminui a poténcia de 27 a 968
vezes. Além disso, para entender o mecanismo de inibigdo, os compostos mais
promissores foram selecionados para realizar os ensaios cinéticos em urease pura
(CEU). As substancias 18a, 18b e 18c apresentaram valores calculados de K;
(constante de inibigdo urease-inibidor) e Ki' (constante de inibicdo para urease-urea-
inibidor) de 0,04 e 0,16 uM, 1,28 e 2,84 uM, 2,54 e 11,3 uM, respectivamente,
sugerindo que estes compostos apresentam um mecanismo competitivo misto, mas
devido aos menores valores de Ki em relagdo ao Ki', o complexo urease-inibidor é
mais estavel que o complexo urease-urea-inibidor.

Na busca continua de identificar novos compostos antibacterianos
com novas estruturas quimicas e novos mecanismos, Fan e colaboradores (2020)

exploraram o potencial dos alcaloides de protoberberina (FAN, Tian—Yun et al., 2018;
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FAN, Tianyun et al., 2018). Entre eles, a palmatina (PMT, Figura 10) é o representante
mais proeminente devido a sua variedade de efeitos bioldgicos, inclusive contra
bactérias Gram-positivas e negativas (SONG et al., 2018). Além disso, devido a
presenga de um nitrogénio ionizavel, o PMT pode se acumular nas membranas de
bactérias Gram-negativas (RICHTER et al., 2017). Portanto, considerando o PMT
como lider, os autores sintetizaram uma série de 20 novos derivados de PMT e
realizaram um estudo de REA focado no substituinte na posicao 9 (Figura 10) (FAN et
al., 2020).

Figura 10 — Melhores derivados de PMT (20, 21 e 22) e seus respectivos valores de
CIM contra cepas de H. pylori (suscetivel e resistente ao metronidazol - ATCC43504,
CCPMAP160007, CCPMAP160008, CCPMAP160010, CCPMAP160011,
CCPMAP160017)
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Fonte: o préprio autor
Legenda da cor: Azul: mudanca estrutural na molécula; Vermelho: diferentes substituintes

Devido a grande preocupacao no combate as infecgdes causadas por
cepas de H. pylori resistentes aos farmacos comumente utilizados, como metronidazol
e claritromicina, os derivados de PMT foram avaliados contra seis cepas resistentes
ao metronidazol (MTZ) (ATCC43504 e cinco cepas clinicas isoladas de hospitais
chineses - CCPMAP). Em geral, os derivados contendo um grupo amino secundario

(21) foram mais ativos do que aqueles com um grupo amida (22) ou aqueles com um
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grupo amino primario (20) na posicdo 9. Esses resultados indicam que uma
substituicdo adequada nesta posigao é critica para a atividade contra cepas de H.
pylori, particularmente resistentes a MTZ.

Dentre todos os derivados, o composto 21 foi o mais promissor em
todas as cepas resistentes e, portanto, seu potencial inibitério foi avaliado contra a
CEU, uma vez que o mecanismo catalitico € altamente conservado com a urease de
H. pylori (BALASUBRAMANIAN; PONNURAJ, 2010). Esses estudos demonstraram
que o derivado 21 inibiu a enzima com um ICso = 6,76 pg/mL, pelo menos 4,7 vezes
menor que o PMT (> 32 pug/mL).

Usando abordagens computacionais hierarquicas, Imran et al. (2020)
pesquisaram inibidores de urease em bancos de dados quimicos comerciais e 0s
avaliaram como inibidores de urease e de crescimento de cepas bacterianas, incluindo
H. pylori. Primeiro, os autores usaram uma abordagem de triagem virtual,
sobreposic¢ao rapida da estrutura quimica (ROCS), que é um método de similaridade
de forma (TAWA et al., 2009), para selecionar estruturas de hits da biblioteca HTS do
banco de dados de enaminas. Depois disso, as substancias mais promissoras foram
docadas na CEU (PDB: 4H9M) e, com base em suas pontuagdes de docagem e
diferenca estrutural, oito substancias foram selecionados e testados in vitro como
inibidores de urease vegetal (CEU) (Figura 11) (IMRAN et al., 2020).

As substancias selecionadas possuem diferentes esqueletos; no
entanto, todas as substancias sdo carboxamidas, com as subunidades amida ou ureia.
Todas as moléculas apresentaram percentual de inibicdo acima de 80%, e os
compostos 23, 24 e 28 foram os inibidores de urease mais promissores, com |Csp =
0,32, 0,68 e 0,42 uM, respectivamente. Estudos de cinética enzimatica revelaram que
os compostos exibiram perfis dose-dependentes e que os compostos 23 e 28 sao
inibidores competitivos, com K = 9,24 e 9,69 uM, respectivamente, enquanto 24 é um
inibidor do tipo misto (Ki = 7,14 yM), que pode interagir em um sitio alostérico ou no
sitio ativo da enzima urease. Além disso, as constantes de inibicao apresentadas
pelos derivados demonstraram que as substancias possuem maior afinidade de
interagao com a urease do que o inibidor padrao, a tioureia (Ki = 18,18 uM). Ademais,
os compostos também foram testados quanto a sua capacidade de bloquear a
atividade da urease em cultura de H. pylori. O ensaio de tolerancia ao estresse acido

mostrou uma diminui¢do na viabilidade celular de H. pylori na presencga de inibidores
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em pH 5,0, principalmente por parte das substancias 23 e 24, e nenhuma viabilidade
foi observada para bactérias em pH 3,5 tratadas com todos os compostos

selecionados.

Figura 11 — Compostos selecionados por Imran et al. (2020) com seus respectivos
valores de ICso em relagao a CEU
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Fonte: o préprio autor
Legenda da cor: Azul: mudanca estrutural na molécula; Vermelho: diferentes substituintes

Recentemente, em 2021, Rezaei et al., utilizaram a estratégia de
hibridizagdo molecular para sintetizar uma nova série de metronidazol-1,2,3-triazois
(34) (BABAZADEH et al., 2021) com base em estudos anteriores de seu grupo de
pesquisa sobre derivados de arilureia-1,2,3-triazol (32) (MOGHIMI et al., 2018),
derivados do acido 1,2,3-triazol—(tio)barbiturico (33) (ASGARI et al., 2020) e 2-metil-
5-nitro-1H-imidazol (31, em azul) (MAO et al., 2009), todos previamente relatados

como inibidores de urease (Figura 12).
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Figura 12 — Planejamento utilizado por Rezaei et al., (2021) na sintese de derivados
de metronidazol-1,2,3-triazol e a melhor substancia da série (34) com seus respectivos
valores de ICso como inibidores de HPU
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Fonte: o préprio autor
Legenda da cor: Azul e verde: mudancga estrutural na molécula; Vermelho: diferentes substituintes

Todos os derivados da série 34 desenvolvidos pelo grupo foram mais
potentes do que o padrao, a tioureia (ICso = 22,0 uM), e mais ativos que as séries 32
e 33, relatados anteriormente. Além disso, o grupo observou que os derivados
substituidos na posicdo para com grupos halogenados como 4-F, 4-Br e 4-Ci
demonstraram quase o dobro da atividade inibitéria em relacéo a outros substituintes,
com valores de ICso de 1,97, 4,02 e 3,47 uM, respectivamente (REZAEI et al., 2021).
Por fim, o derivado 34 (4-F) foi o que apresentou a atividade antiureolitica mais potente
e, nos estudos cinéticos, foi determinado como um inibidor ndo competitivo com K =
1,21 pM.

Mamidala e colaboradores (2021) relataram a sintese de hibridos
contendo diidropirimidina e derivados do acido acetoidroxamico (37 e 38) e os
avaliaram in vitro como inibidores da urease de H. pylori. As substancias relatadas
pelo grupo foram planejadas por hibridagdo molecular entre o acido amino
hidroxamico (35 - em azul) e o farmacéforo de diidropirimidina (36 - em verde)
(MAMIDALA et al., 2021). O primeiro pode interagir com os ions metalicos de niquel
no sitio ativo (XIAO et al., 2013), e o segundo pode se ligar a uma regiao moével da
proteina (C321 e H322), proxima ao sitio ativo que é critica para a atividade da urease
(KHAN et al., 2016). Além disso, os autores propuseram avaliar a influéncia de dois
(37) ou trés (38) espacgadores de carbono (em rosa) entre o anel heteroaromatico e a
porcao de acido acetoidroxamico. Por fim, a fragao arila (em vermelho) foi introduzida
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em C4 do anel dihidropirimidina para conduzir um estudo de REA (Figura 13).

Figura 13 - Identificacdo e atividade inibitéria dos melhores hibridos de
dihidropirimidina e acido hidroxamico (37 e 38) contra urease de H. pylori
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Legenda de cores: Azul e verde: mudancga realizada por meio da estratégia de hibridizagdo molecular;
Rosa: espacgadores de carbono; Vermelho: diferentes substituintes

Todos os derivados foram avaliados in vitro por meio de um ensaio de
atividade de inibicdo de urease livre de células (Figura 13). Em geral, os resultados
mostraram que os derivados da série 37 foram mais potentes que os da série 38,
mostrando a importancia de apenas um carbono como espagador entre as cadeias
laterais. Além disso, verificou-se que o melhor derivado das duas séries foi o 37a que
tem um substituinte doador de elétrons na posi¢ao para (4-OH) e que pode atuar como
receptor e doador de ligagao de hidrogénio, de modo que sua poténcia foi 1000 vezes
maior que o HAE. Os trés melhores compostos sintetizados (37a, 37b e 38) foram
selecionados para estudos cinéticos para entender o mecanismo de inibicdo da
urease. Esses resultados demonstraram que os compostos exibiram perfis de inibigao
enzimatica mista e dependente da dose. Esses estudos também reforcaram a
poténcia de 37a, cujo valor de K foi muito baixo (0,008 pg/mL), indicando sua alta
afinidade de ligacao a enzima. Além disso, os trés derivados apresentaram valores de
K' > K, indicando que o padrdo de inibicao enzimatica € mais favoravel a um
mecanismo do tipo competitivo do que a um modo de inibigcado ndo competitivo.

Conforme discutido, a urease € um alvo bem definido para a infecgao
por H. pylori, mas ainda € um fator de viruléncia pouco estudado para a criptococose.
Assim, s&o poucos os estudos que trazem a inibicdo da urease como alvo da doenca.
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De fato, nos ultimos anos, encontrou-se apenas um estudo (veja abaixo), que avaliou
a atividade antiureolitica dos compostos sintetizados com capacidade de inibir o
crescimento celular de Cryptococcus neoformans.

Sohrabi e colaboradores (2022) projetaram e sintetizaram uma série
de nitrotiazolacetamidas conjugadas com diferentes tioquinazolinonas (44) e
avaliaram seu potencial antiureolitico (Figura 14) (SOHRABI et al., 2022). Em seguida,
o melhor inibidor identificado foi avaliado contra C. neoformans. Esses compostos
foram desenhados por hibridizagdo molecular para explorar a estrutura da
quinazolinona, presente em compostos ja testados como potentes inibidores de
urease (39 e 40 - em azul) (AKYUZ et al., 2018; MENTESE et al., 2018), e o potencial
da subunidade aminonitrotiazol (em verde), presente em importantes agentes
antibacterianos, como nitazoxanida (41) e tizoxanida (42), que tém atividade contra H.
pylori YAMAMOTO et al., 1999). Além disso, os autores usaram a tioacetamida (43 -
em rosa, Figura 14)(ATHAR ABBASI et al., 2019) como um ligante entre a
quinazolinona e o aminonitrotiazol, assumindo que esta subunidade pudesse prover
interacdes com residuos criticos do sitio ativo da urease.

Os derivados de tioquinazolinonas mais potentes (44a-c, Figura 14)
foram avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana contra dois microrganismos
urease-positivos, Cryptococcus neoformans e Proteus vulgaris. Porém, os compostos
testados nédo apresentaram atividade antimicrobiana, com CIM > 512 ug/mL.
Entretanto, as mesmas substancias 44a-c foram avaliadas como inibidores ureoliticos
de organismos, por meio de ensaio colorimétrico, e os trés derivados apresentaram
alta atividade antiureolitica contra C. neoformans, com ICso de 173,8, 241,8 e 129,4
Mg/mL, respectivamente. Assim, o derivado 44a foi considerado o composto mais
promissor em ambos o0s ensaios. Dessa forma, os autores avaliaram seu mecanismo
de inibicdo por um estudo cinético, e a analise grafica do grafico reciproco de
Lineweaver-Burk mostrou que o derivado € um inibidor de urease nao competitivo

com um K; estimado de 1,99 uM.
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Figura 14 — Compostos projetados por Sohrabi et al. 2022 e seu potencial como
inibidores de urease (ICso)
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enxofre; Vermelho: substituintes planejados para a série composta

Dentre os trabalhos aqui apresentados, pode-se observar que as
substancias com maior poténcia de inibicao sao substancias que em algum ponto de
sua estrutura mimetizam a ureia, o substrato natural da urease (em vermelho - Figura
15). Além disso, derivados do acido acetoidroxamico e da tioureia, inibidores classicos
da urease sao, de fato, as substancias que apresentam os melhores resultados de
inibicdo. Ainda, observou-se que estas subunidades geralmente estdo posicionadas
na extremidade da estrutura, de modo que tenham flexibilidade para adentrar o sitio
ativo e, possivelmente interagir com os ions de Ni* e/ou residuos préximos a eles,

indispensaveis para a atividade enzimatica.
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Figura 15 — Resumo grafico das melhores substancias antiureoliticas apresentadas
o tépico
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Fonte: o préprio autor
Legenda de cores: Azul: subunidade correspondente ao HAE,; Vermelho: subunidade que mimetiza a
ureia.

1.4 METODOS COMPUTACIONAIS NO DESENHO DE FARMACOS

Os métodos computacionais sdo um conjunto de ferramentas in silico
que tem desempenhado um importante papel na descoberta e desenvolvimento de
farmacos. Esta estratégia, conhecida como CADD (do inglés: Computer-Aided Drug
Discovery), consiste no uso de técnicas computacionais para estabelecer um padrao
de relagao entre a atividade e a estrutura quimica de substancias (SURABHI; SINGH,
2018). E um método que vem sendo muito utilizado nas ultimas décadas devido a sua
capacidade de reduzir tempo e custos na descoberta e desenvolvimento de farmacos.
Em geral, os métodos de CADD destacam-se por: serem capazes de filtrar grandes
bibliotecas de compostos; auxiliar na otimizacdo de compostos lideres, seja para
aumentar a afinidade com o alvo molecular ou otimizar suas propriedades

farmacocinéticas; e projetar novos compostos por meio da insercéo de fragmentos ou
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grupos funcionais para formar novas entidades quimicas (SLIWOSKI et al., 2014).

De modo geral, os métodos de CADD que devem ser utilizados irdo
depender de quais informagdes sobre o alvo e o ligante estdo disponiveis (MAIA et
al., 2020). Dito isso, tais métodos s&o divididos em dois grandes grupos, aqueles
baseados na estrutura do ligante (LBDD — do inglés: Ligand-based Drug Design) e os
baseados na estrutura do alvo molecular (SBDD — do inglés: Structure-based Drug
Design).

A estratégia de LBDD é considerada uma abordagem indireta para o
desenvolvimento de farmacos, pois € utilizada quando nenhuma ou pouca informacgao
estrutural (3D) a respeito do alvo molecular esta disponivel. Assim, o método baseia-
se na analise estrutural de ligantes conhecidos por interagir com o alvo molecular de
interesse, de modo que suas propriedades fisico-quimicas importantes para a
interagdo com o alvo sejam mantidas enquanto que as informag¢des ndo necessarias,
descartadas (SLIWOSKI et al., 2014). As abordagens mais conhecidas desse método
incluem a modelagem de farmacéforos, abordagens de similaridade molecular e o
estudo de relagbes quantitativas de estrutura-atividade (QSAR — do inglés:
Quantitative Structure-Activity Relationship) (LEELANANDA; LINDERT, 2016).

A estratégia de SBDD pode ser aplicada quando informacgdes
estruturais tridimensionais sobre o alvo molecular sao conhecidas ou possiveis de
serem obtidas por meio de modelagem molecular comparativa, bem como outras
abordagens, como inteligéncia artificial (I1A) ou calculo ab initio (WANG et al., 2018).
Dessa forma, o objetivo central da SBDD é projetar substancias especificas ao alvo
molecular, de modo que se liguem fortemente ao alvo e gerem poucas interagdes com
outras biomacromoléculas (SLIWOSKI et al., 2014). Um dos usos mais comuns dessa
estratégia € na triagem virtual de bibliotecas de compostos, docagem molecular e
design de ligantes (LEELANANDA; LINDERT, 2016).

1.4.1 Docagem Molecular

A docagem molecular € uma abordagem utilizada como forma de
prever a afinidade de ligagcao entre um ligante e uma macromolécula, de modo a
avaliar a interagao de substancias com um alvo molecular de interesse (MAGHSOUDI
et al., 2022). Portanto, os programas que realizam estes calculos devem ser capazes
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de prever uma pose (um modo de ligagdo) de uma substancia, por meio de fungdes
de busca; com o maximo de afinidade possivel com o alvo molecular, utilizando para
isso fungdes de pontuacdo, de modo rapido e eficaz. Assim, os algoritmos de busca
irdo pesquisar o melhor espago conformacional para encontrar a melhor pose de
encaixe entre o ligante e a proteina e, entdo, uma funcdo de pontuacéo ira prever a
afinidade de ligacdo nessa pose (LEELANANDA; LINDERT, 2016). Alguns dos
algoritmos de busca mais usuais sdo: Monte Carlo, buscas sistematicas, métodos
aleatorios ou estocasticos e métodos de simulagéo (YADAVA, 2018).

Na busca conformacional, os parametros estruturais dos ligantes
como graus de liberdade de torgéo, translacional e rotacional, sdo modificados até a
determinagcdo da conformacdo mais favoravel (YADAVA, 2018). Além disso, a
quantidade de experimentos gerados e a complexidade dos calculos sera determinado
pela flexibilidade das moléculas envolvidas. Assim, os algoritmos de docagem podem
ser categorizados em trés conjuntos: docagem de corpo rigido, o qual considera
ligante e a macromolécula como sistemas rigidos; docagem semiflexivel, onde o
ligante é considerado flexivel e a macromolécula rigida; e docagem flexivel, onde a
proteina e o ligante s&o considerados flexiveis em seu processo de encaixe (SHARMA
et al., 2021). Contudo, independente da flexibilidade considerada no processo, o
numero total de modos possiveis de encaixe aumenta exponencialmente a medida
que o tamanho das duas moléculas ancoradas aumenta (LEELANANDA; LINDERT,
2016). Assim, devido a complexidade dos calculos que sao gerados com o aumento
da flexibilidade, a maior parte das ancoragens sao realizadas em modo semiflexivel.

Na busca sistematica, os algoritmos tentam explorar todos os graus
de liberdade de uma molécula, acrescentando pequenas variagdes nos parametros
estruturais, de modo a localizar a conformacéao de mais baixa energia, o minimo global
correspondente ao modo de ligagdo mais provavel (SLIWOSKI et al., 2014; YADAVA,
2018). Esta abordagem ainda pode ser classificada de duas formas, em algoritmos de
busca exaustiva, onde a melhor conformagao do ligante € encontrada girando
sistematicamente todas as ligagbes rotacionaveis da estrutura dentro de um intervalo
de tempo especifico; e algoritmos baseados em fragmentacbes, onde faz-se a
construcdo incremental do ligante no sitio ativo, de modo que a flexibilidade da
estrutura é incorporada por meio de fragmentos, ligando-os covalentemente, até

atingir a conformagao bioativa de menor energia (SLIWOSKI et al., 2014; YADAVA,
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2018). GLIDE, DOCK, FlexX e SURFLEX s&o exemplos de programas que utilizam
algoritmos de busca sistematica (SLIWOSKI et al., 2014).

Os métodos de busca estocasticos fazem alteragdes aleatérias no
ligante (translacionais ou rotacionais) usando uma fungdo de probabilidade
predefinida, de modo que as mudancas favoraveis sao aceitas pelo modelo
(SLIWOSKI et al., 2014; YADAVA, 2018). Assim, o algoritmo gera um conjunto de
conformagdes para o ligante, com um amplo espectro energético, e aumenta a
probabilidade de encontrar um minimo global (YADAVA, 2018). Algoritmos genéticos,
simulagdes de Monte Carlo e busca tabu sdo exemplos de métodos estocasticos
usando diferentes critérios de probabilidade de aceitacdo. GOLD e AutoDocK sao
exemplos de programas que utilizam algoritmos genéticos, enquanto que GROMOS,
GROMACS e MCDOCK sao programas que utilizam algoritmo de Monte Carlo
(YADAVA, 2018).

O quao bem uma substancia se liga ao seu alvo é determinada pela
predi¢ao da afinidade de ligagado da pose que, por sua vez, é feita por uma pontuagao
(LEELANANDA; LINDERT, 2016). Assim, as funcbes de pontuagcdo devem ser
capazes de avaliar com rapidez e precisao a pose de afinidade gerada, como forma
de classificar os complexos ligante-alvo, e diferenciar as previsdes de pose validas
das invalidas (SHARMA et al., 2021; SLIWOSKI et al., 2014).

As fungdes de pontuacdo sao geralmente categorizadas em quatro
tipos: baseadas em campo de forga, do tipo empirica, baseadas em conhecimento e
as fungdes baseadas em consenso. As fungdes de pontuagdo baseadas em campo
de forca sdo desenvolvidas com base nos calculos da mecéanica classica, que levam
em consideracao as interagdes de van der Waals (potencial de Lennard-Jones) e
forcas eletrostaticas (coulombianas) (LEELANANDA; LINDERT, 2016). Funcbes
como GoldScore, LGA (do inglés: Lamarckian Genetic Algorithm), CHARMM, Amber
e OPLS sao exemplos de fungdes baseadas em campo de forca (WANG et al., 2018).

Funcdes de pontuacdo empiricas utilizam dados de estruturas
determinadas experimentalmente e parametrizam essas informacgdes, de modo a
obter uma energia livre de ligagdo como a soma ponderada de termos n&o
correlacionados (LEELANANDA; LINDERT, 2016). Esses termos podem ser energias
de interacdo de van der Waals, energia de ligacdo de hidrogénio, energia eletrostatica,
hidrofobicidade, energia de dessolvatagao (WANG et al., 2018). ChemScore, SCORE,
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GlideScore, FlexX e LUDI s&o alguns exemplos dessa fungcdo de pontuacgéo
(LEELANANDA; LINDERT, 2016; SHARMA et al., 2021).

Diferentemente das outras funcdes apresentadas, as baseadas em
conhecimento derivam de informagdes estruturais de complexos ligante-proteina,
retirados de banco de dados experimentais como o PDB, para gerar potenciais
estatisticos (WANG et al., 2018). Esses potenciais sdo determinados com base na
distribuicdo de estados de Boltzmann (LEELANANDA; LINDERT, 2016). Por se tratar
de um potencial determinado com base em um conjunto de dados especificos, os
célculos tornam-se dependentes dos dados usado para cria-los (LEELANANDA,;
LINDERT, 2016). Alguns exemplos de fungdes baseadas em conhecimento incluem
ASP (do inglés: Astex Statistical Potential), DrugScore, PMF (do inglés: Potential of
Mean Force), Bleep e IT-Score (LEELANANDA; LINDERT, 2016; SHARMA et al.,
2021).

Apesar do grande desenvolvimento presente nos calculos ao longo
dos anos, nenhuma das funcbes é perfeita em termos de precisao e aplicabilidade,
todas possuem suas vantagens e limitagdes. Assim, a pontuagdo de consenso foi
projetada para combinar varias fungdes de pontuagao e gerar um resultado com
menos erros e com mais precisdo (LEELANANDA; LINDERT, 2016; WANG et al.,
2018). Estratégias baseadas em métodos estatisticos como combinagdes
ponderadas, média e votagao de classificagdes de pontuagcdo podem ser utilizadas
nesse processo (SLIWOSKI et al., 2014; WIGGERS et al., 2011). Fungdes como X-
CSCORE, Multi-Score, GFscore, SeleX-CS e CONSENSUS-DOCK sao exemplos de
fungdes baseadas em consenso (LEELANANDA; LINDERT, 2016; WANG et al.,
2018).

Uma outra estratégia que pode ser utilizada nos calculos de docagem
molecular, no que se refere a validacdo do método e estratégias para combinar
resultados, de modo a obter menos erros, destaca-se também a validagao por cluster.
Neste tipo de abordagem os resultados podem ser agrupados de acordo com
similaridades, de modo a se obter diferentes conjuntos de resultados, com pontos de
dados semelhantes no mesmo cluster e pontos de dados diferentes em clusters
diferentes (ZHANG, 2022).

Em suma, os calculos envolvidos no processo de docagem molecular

devem ser capazes de fazer previsdes a respeito do estado conformacional correto e
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orientacdo relativa das substancias, de modo a obter resultados com o maximo de
afinidade possivel com o alvo molecular. O desempenho desses algoritmos deve ser
avaliado de acordo com a sua semelhanca de resultados com os complexos
experimentais (LEELANANDA; LINDERT, 2016). A maneira mais comum de comparar
essa similaridade estrutural € por meio do céalculo de RMSD (desvio quadratico médio)
entre as coordenadas atdmicas obtidas da simulagdo e da estrutura cristalografica
(LEELANANDA; LINDERT, 2016; YADAVA, 2018).

1.5 APRESENTACAO DO ESPAGO QUIMICO — QUIMIOTECA DO LASMMED

As moléculas utilizadas para a triagem virtual foram planejadas e
sintetizadas por nosso grupo de pesquisa, o LaSMMed (Laboratério de Sintese de
Moléculas Medicinais) e o LAPSSO (Laboratério de Propriedades e Sintese de
Substancias Orgénicas). A quimioteca do LaSMMed possui uma vasta diversidade
estrutural e € composta, atualmente, por mais de 300 substancias. Dentro destas,
derivados inddlicos, cumarinicos, tiazolidinonas, carvacrélicos, oxazolidinonas,
hidantoinas, tiohidantoinas, derivados do acido cindmico e tioureias que se
apresentam como potenciais grupos farmacoféricos para atividades antibacteriana e
antifungica (Figura 16). Dentro destas diferentes classes de substancias, substituintes
com diferentes caracteristicas estéreo-eletrbnicas permitem uma avaliacdo da
influéncia destes substituintes sobre a atividade bioldgica desejada. Todos os
derivados, em suas estruturas completas, com seus respectivos substituintes, estao
dispostos no Apéndice A.

O carvacrol € um monoterpeno, mais comumente encontrado no 6leo
essencial de orégano e tomilho. A maior parte dos estudos relacionados a este nucleo
se concentram no fato de este ser um excelente antibacteriano, até mesmo de
bactérias patdgenas humanas como o H. pylori (BASSANETTI et al., 2017; BKHAITAN
et al., 2018), mas outras propriedades também estdo relacionadas com esta
subunidade, como anti-inflamatéria, antifingica, antiviral e antioxidante (FRIEDMAN,
2014). Em nosso grupo de pesquisa, o carvacrol foi esterificado, inserido diferentes
substituintes (Figura 17) e avaliado como antimicobacteriano frente a cepa H37Rv do
Mycobacterium tuberculosis (ATCC 27294) e Xanthomonas spp (ndo publicado).
(OLIVEIRA, 2020).
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Figura 17 — Derivados do carvacrol presentes na quimioteca do LaSMMed

-----------------------------------------------------------

01 CH; 05 3-CIPh 09 4-OCH4Ph
02 Ph 06 4CIPh 10 2-NO,Ph
03 CHCHPh 07 2-OCHsPh 11  3-NO,Ph
04 2-CIPh 08 3-OCHsPh 12 4-NO,Ph

Fonte: o préprio autor
Legenda de cores: Vermelho: Local de insergéo dos diferentes substituintes

As cumarinas (2H-Cromen-2-ona) sao lactonas do acido o-hidroxido-
cinéamico, presentes no metabolismo secundario de diversas plantas e com um vasto
espectro de atividades biolégicas relacionadas a este nucleo (AYGUL et al., 2018;
KHAN, I. et al., 2020), como antimicrobiana (NUHA et al., 2023), anti-inflamatéria
(KIRSCH et al., 2016) e antitumoral (CUI et al., 2022). Sinteticamente € um nucleo de
facil obtengao, por meio de reagdes classicas de condensagao do tipo Knoevenagel,
Perkin e Pechman (CUNHA et al., 2015; SALEM et al., 2018). Em nosso grupo de
pesquisa, os derivados cumarinicos (Figura 18) foram avaliados quanto a sua
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atividade antibacteriana em cepas Gram-positivas de Staphylococcus aureus
(ATCC25923) e Staphylococcus epidermidis (ATCC12228) e Gram-negativas de
Escherichia coli (ATCC25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853), além de
sua atividade antimicobacteriana como inibidores do M. tuberculosis (ATCC 27294)
(FABRIS, 2019; SILVA, 2018). Ademais, algumas cumarilamidas também foram
avaliados quanto a sua atividade antiureolitica (LaSMMed 13-23), antioxidante,

antiglicante e fator de protegao solar (dados nao publicados).

Figura 18 — Cumarilamidas presentes na quimioteca do LaSMMed

___________________________________________________________________________________

| 0. .0 \i 13 CSNH-4-CIPh 18 2-NOPh 23 4-CIPh ;
; H 14 Ph 19 3-NO,Ph 50 Butil E
@Z(N\R 15 2-BrPh 20 4-NO,Ph 51  (CH,CHaj),
: O I T 3-BrPh 21 2-CIPh 52 N-etilmorfolina :

17 4-BrPh 22  3-CIPh :

__________________________________________________________________________________

Fonte: o préprio autor
Legenda de cores: Vermelho: Local de insergdo dos diferentes substituintes

O nucleo inddlico é constituido por um sistema biciclico
heteroaromatico, derivado da fusdo do anel pirrol e o benzeno. Devido ao seu amplo
espectro de atividade biologicas, o indol é considerado uma subunidade privilegiada,
e o desenvolvimento de novas substancias contendo este nucleo torna-se de grande
interesse para a comunidade (DA SILVA et al.,, 2022; KUMAR; RITIKA, 2020).
Naturalmente presente em nosso organismo em substancias como o triptofano e
serotonina, os indois também estao presente em diversos farmacos comerciais como
a Oxipertina, um antipsicotico e antidepressivo; o Arbidol, um antiviral e a
Indomelactina um antiinflamatério (KAUSHIK et al., 2013). Além disso, um estudo
recente, 2020, conduzido por Khan e colaboradores, hibridos de indol-triazol foram
planejados e testados como inibidores de urease e todas as substancias
desenvolvidas foram mais ativas que o controle padrao, a tioureia (melhor derivado:
ICs0 = 0,029 uM) (KHAN, W. et al., 2020). Em nosso grupo de pesquisa, parte dos
derivados inddlicos sintetizados (LaSMMed 24-33 - Figura 19) foram avaliados como
antimicobacterianos de cepa M. tuberculosis (ATCC 27294), susceptivel tanto a
Rifampicina como a Isoniazida, e o derivado LaSMMed 33 apresentou uma singela
inibicdo da cepa, com CIM = 25 ug/mL (SILVA, 2020), levando entdo a sintese dos
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derivados clorados e fluorados (LaSMMed 34-37 e 74).

Figura 19 — Derivados inddlicos presentes na quimioteca do LaSMMed

I Ij> Ri R; R; Ri R R; Ri R R3 -
! R, 124 H H CHy 29 H H  4BPh 34 5Cl H 4-0CHPh |
L Ry N 125 H H  iBu 30 H H 4.COOCHsh 35 5Cl H  4-BrPh
! mm 26 H H Ph 31 H Boc Ph 36 5-Cl H 4-COOHPh |
27 H H 4-COOHPh 32 5Cl Bz i-Bu 37 5-Cl H 4-COOCHgPh !
| LaSMMed 24-37, 74 28 H H 4-OCHsPh 33 5-Cl H Ph 74 5F H Ph

_____________________________________________________________________________________________________

Fonte: o préprio autor
Legenda de cores: Vermelho: Local de inser¢céo dos diferentes substituintes

As oxazolidinonas sao nucleos conhecidos por estarem presentes em
antibidticos sintéticos cuja acdo € principalmente bactérias Gram-positivas
multirresistentes, como  Enterococcus resistente a vancomicina (VRE),
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e M. tuberculosis (FOTI et al.,
2021). Linezolida foi a primeira oxazolidinona sintética aprovada para uso clinico,
posteriormente, a Tedizolida foi aprovada como antibacteriano de segunda geragao e
na sequéncia novas modificacdes estruturais vem sendo realizados na busca por
melhores agentes antibacterianos (ZHAO et al., 2021). A combinagao deste nucleo
com outros vem permitindo a obtengcdo de novas substancias antibacterianas com
acao em bactérias Gram-negativas e antifungicas (ZHAO et al., 2021). No LaSMMed,
os compostos sintetizados (Figura 20) também foram avaliados como
antimicobacterianos, mas nao apresentaram resultados promissores (HENRIQUE,
2020; SILVERIO, 2019).

Figura 20 — Oxazoladinonas presentes na quimioteca do LaSMMed

40 Bu 4-Cl 43 Bn 4-OCH; 57 H 4-OCH; 60 CH; 4-OCHj

0 0 |:> Ry R; R4 R, R4 R R4 R
N NJ(O ! 38 iBu H 41 Bn 4Cl 5 H H 58 CHy H |
'R L/ !! 39 Bn H 42 iBu 4OCH; 56 H 4-Cl 59 CHy 4-Cl
! Ry ¥ :

Fonte: o préprio autor
Legenda de cores: Vermelho: Local de insergdo dos diferentes substituintes

As tiazolidinonas sao subunidades ciclicas de 5 membros, que
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contém em sua estrutura um atomo de enxofre, um nitrogénio e uma carbonila (2, 4
ou 5) (JOSE et al., 2021). Seus derivados possuem aplicagdes clinica em diversas
doencas, como antidiabéticos (troglitazona), anti-inflamatoria, antiviral, antimalarial e
antibacteriana (AQLAN et al., 2022; DHANYA et al., 2021). Além disso, alguns estudos
demonstram que este nucleo esta associado a substancias inibidoras da bactéria H.
pylori e inibidora da enzima urease (KHOMAMI et al., 2019; MAHMOOD et al., 2020).
Em nosso grupo, as tiazolidinonas sintetizadas s&do mostradas na Figura 21, e foram
avaliadas como antimicobacterianas, porém nao apresentaram atividade inibitéria
significativa (DAMICO, 2019).

Figura 21 — Tiazoladinonas presentes na quimioteca do LaSMMed
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Fonte: o préprio autor
Legenda de cores: Vermelho: Local de insergdo dos diferentes substituintes

Assim como as cumarinas, as cromonas s&o subunidades
heretociclicas do tipo benzo-y-pirona e amplamente distribuidos na natureza.
Atividade anti-inflamatéria, antimicrobiana, anticancerigena e antioxidante estédo
associadas ao nucleo (FAN et al., 2022; MOHAMMED et al., 2023; SUN et al., 2022).
Em nosso grupo de pesquisa, os derivados sintetizados estdo sendo investigados

quanto suas atividades antioxidantes e como fator de proteg¢ao solar (Figura 22).

Figura 22 — Cromonas presentes na quimioteca do LaSMMed

______________________________________________________________
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Fonte: o préprio autor
Legenda de cores: Vermelho: Local de insergdo dos diferentes substituintes

Em nosso grupo de pesquisa, os ésteres de apocinina foram
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planejados e sintetizados como possiveis inibidores da NADPH oxidase (NOX-2), para
o controle do processo de estresse oxidativo (Figura 23) (CAVALCANTE, 2020). Seu
potencial anti-inflamatoério € bem consolidado na literatura e, por isso, seus derivados
sdo muito estudados para o tratamento de desordens inflamatérias como
aterosclerose, hipertensao e doencas renais, Alzheimer, Parkinson e colite ulcerativa
(BOSHTAM et al., 2021; STEFANSKA; PAWLICZAK, 2008).

Figura 23 — Derivados de apocinina presentes na quimioteca do LaSMMed
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Fonte: o préprio autor
Legenda de cores: Vermelho: Local de insergdo dos diferentes substituintes

As tioureias sdo um nucleo ja conhecido e estudado em nosso grupo
de pesquisa. Brito e colaboradores sintetizaram e avaliaram cerca de 69
benzoiltioureias como inibidores de urease para uso agricola (BRITO et al., 2015).
Devido aos excelentes resultados apresentados, os derivados também foram
avaliados como agente antimicrobianos e antiparasitario, com resultados relevantes
em ambas frentes (BIASI-GARBIN et al., 2022; BRITO et al., 2020; PEREIRA et al.,
2021). Assim, alguns derivados do acido cinamico, contento a subunidade da tioureia,
foram sintetizados por nosso grupo de pesquisa (LAPSSO 203-212 — Figura 24) e
atualmente compdem a quimioteca do LaSMMed.

As hidantoinas e tiohidantoinas sdo acilureias/aciltioureias ciclicas,
uma classe de compostos heterociclicos de 5 membros que assim como os outros
nucleos, estao associados a diversas atividades biolégicas (CARVALHO, 2021). As
substancias sintetizadas pelo grupo de pesquisa (LAPSSO 168-202 — Figura 25) ja
foram relatadas na literatura como antiureoliticas (CAMARGO et al., 2022),
antimicrobiana (DE CARVALHO et al., 2019), antioxidantes (CAMARGO et al., 2021)
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Figura 24 — Derivados do acido cinamico presentes na quimioteca do LaSMMed

Fonte: o préprio autor
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Figura 25 — Derivados de hidantoinas e tiohidantoinas presentes na quimioteca do

LaSMMed
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Fonte: o proéprio autor

Legenda de cores: Vermelho: Local de insergao dos diferentes substituintes

Portanto, tendo em vista a versatilidade bioldgica das substancias da

quimioteca do LaSMMed, aliada ao fato de que estas possuem pelo menos uma

subunidade em sua estrutura associada a atividade antimicrobiana e, considerando o

papel essencial da enzima urease para a sobrevivéncia e viruléncia dos patégenos,

utilizou-se esse espaco quimico para realizacao da triagem virtual e identificagao de

possiveis substancias-protétipo com potencial inibitério frente a ureases.
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2 OBJETIVO

Identificar e avaliar substancias que compdem a quimioteca do
Laboratério de Sintese de Moléculas Medicinais (LaSMMed) como potenciais
inibidores de urease de microrganismos ureoliticos, por meio de uma triagem virtual

baseada em docagem molecular e ensaios in vitro de atividade anti-ureolitica

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Sintese e caracterizacao de derivados inddlicos e do acido cindmico que compdem
a quimioteca do LaSMMed,;

2 — Validagao das metodologias de docagem molecular por redocagem em urease de
Canavalia ensiformis e Helicobacter pylori,

3 — Ildentificagdo de possiveis inibidores dentre os 130 compostos pertencentes a
quimioteca do LaSMMed por meio de uma triagem virtual;

4 — Avaliacao in vitro da atividade antiureolitica das substancias selecionadas em
urease vegetal (CEU) e em extrato bruto de urease de Cryptococcus neoformans;

5 — Estudo cinético de mecanismo de inibicdo enzimatica das substancias mais
promissoras em CEU.

6 — Avaliacdo in silico das propriedades de farmaco-similaridade e parametros

farmacocinéticos das substancias promissoras.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 EXPANSAO DA QUIMIOTECA DO LASMMED

3.1.1 Sintese e Caracterizagao dos Derivados Inddlicos

A sintese dos derivados inddlicos € baseado na reacdo conhecida
como indolizacdo de Fischer. Neste tipo de reacdo, a carbonila da acetofenona é
ativada por meio de um catalisador acido, que atua como acido de Bronsted, tornando-
o propicio ao ataque nucleofilico da fenilidrazina para gerar a ligagdo carbono-
nitrogénio e formar a fenilidrazona correspondente (Esquema 3). Em seguida, ocorre
a isomerizacdo da fenilidrazona para a formacdo da enamina e depois, apos
protonagéo, um rearranjo sigmatropico ocorre, seguido da rearomatizag¢ao do sistema
através da abstragdo de um hidrogénio do anel aromatico, para a formagao da imina
correspondente. Por fim, o grupo amino provoca o ataque nucleofilico ao carbono
iminico, gerando o anel de cinco membros (aminoacetal ciclico) que, sob catalise

acida, elimina uma molécula de amoénia e gera o indol desejado.

Esquema 3 — Representagao genérica da indolizagao de Fischer

0
/NH2 ’ ©\ | = ©\v
N S0
H -H,0 NN NG

H H,
Fenilhidrazina Acetofenona Fenilhidrazona Enamina
T -H+

H+ O
H+

AN - O —_— f‘ )
NH NH

NH -NH3 NH N2 NH;
indol aminoacetal imina

Fonte: adaptado de Creencia et al. (2011)

Assim, os derivados inddlicos (LaSMMed 34-37 e 74) foram

sintetizados conforme rota sintética sumarizada no Esquema 4.
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Esquema 4 — Rota sintética de obteng¢ao dos derivados inddlicos (i) LaSMMed 34-36
e 74 e (ii) LaSMMed 37

R1\©\ © R4 A

a O
. + —_— R2
(i \ Nz - HCI /©)\ O N

H R H
45a-b 46a-d LaSMMed 34-36, 74
45a: R, = Cl 46a: R, = OCH; 34: Ry = Cl; R, = OCHj; (38%)
45b: R, = F 46b: R, = Br 35: Ry = CI; Ry = Br (23%)
46¢: R, = COOH 36: Ry = Cl; R, = COOH (23%)
46d: R2 =H 74: R1 = F, R2 =H (49%)
Cl 0 Cl o)
o 04— IO
N OH N o—
H H
LaSMMed 36 LaSMMed 37 (70%)

Condigdes reacionais: a) PTSA, tolueno, refluxo, 4 - 24h. b) SOCI, MeOH, 0 °C - t.a, 24h.

Fonte: o préprio autor

De modo geral, a sintese dos derivados ocorre por meio da reagao
entre a fenilidrazina desejada (45a e 45b) com a acetofenona substituida (46a-d),
utilizando como catalisador o acido p-toluenosulfénico (PTSA), a 110 °C, para
ciclizagao e formacgao one-pot dos produtos LaSMMed 34-36 e 74 (CREENCIA et al.,
2011). Posteriormente, para obtencdo do LaSMMed 37, realizou-se uma reacgéo de
esterificacdo do indol LaSMMed 36, por meio de reagéo com cloreto de tionila (SOCI>)
e metanol, obtendo-se o indol LaSMMed 37 (DA COSTA et al., 2012). Todos os
produtos obtidos foram recristalizados em metanol, obtendo-se rendimentos finais de
23 a 70%.

Todos os derivados ja sao relatados na literatura e os espectros de
referéncia foram descritos na secao de METODOLOGIA (p.132-141). Os indéis
sintetizados LaSMMed 34-37 e 74 tiveram suas estruturas confirmadas por RMN de
H e '3C e as respectivas atribuigdes sdo mostradas nas figuras dos espectros (Figura
B1-10) dispostas no Apéndice B. De maneira geral, os espectros de RMN de 'H
apresentaram sinais caracteristicos do anel inddlico, como por exemplo um simpleto
largo com deslocamento quimico entre 11,94 e 8,33 ppm, que é referente ao sinal do
hidrogénio ligado ao nitrogénio inddlico, bem como um sinal entre 7,05 ppm e 6,73
ppm, que corresponde ao sinal do H3, além de sinais de hidrogénios aromaticos entre
7,0 e 8,0 ppm. O RMN de 'C, da mesma forma, apresentou os sinais com
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deslocamento caracteristico do carbono ligado ao NH do indol, entre 130 — 140 ppm
(C2 e C8), e do sinal do C3 com deslocamentos proximos a 100 ppm. Um exemplo de
ambos os espectros de RMN de 'H e de '3C obtidos na caracterizagdo do LaSMMed

34 sao mostrados nas Figuras 26 e 27.

Figura 26 — Exemplo de espectro de RMN de "H (DMSO-ds, 400 MHz) obtido para a
substancia LaSMMed 34

D r~ [es Mo ] [y =) NP~ m (=) N 4p]
~Ww oo @ O OW< M~ — oo
M @8 A Q S33555 i~
M~ M~ M~ [ Ny Ny N NG © ©
VY N2 W] PRSI 9
H12, H14 e H6 4 5
) Cl. 5 ~ 3 14
H11 e H15 \| 107N O/W
N/
ol H4 H7 ‘ - s GL;?' N 2 N\ /1
7 Hy 1 1
N LaSMMed 34
e L e | s T I
— © .o @ e
[=} @ o @ Q
oL Oy 7 T A T T i
78 75 74 73 74 710 6.8 67
& (ppm)
NH
e
2y gty bt g

o — - ;MmO
S 555835
= NG <o

3.05

130125 120 115 110 105 10.0 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
8 (ppm)

Fonte: o préprio autor
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Figura 27 — Exemplo de espectro de RMN de 3C (DMSO-dgs, 100 MHz) obtido para a
substancia LaSMMed 34
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Fonte: o préprio autor

3.1.2 Sintese e Caracterizacdo dos Derivados de Tioureia do Acido Cinamico

A sintese das tioureias derivadas do acido cinamico (LAPSSO 203-
212) seguiu a metodologia previamente descrita por nosso grupo de pesquisa para a
formacao de benzoiltioureias, com algumas modificagdes (BRITO et al., 2015). O
preparo das substancias ocorreu por meio da reagao de aminas primarias com o
isotiocianato de cinamoila 49, produzido in situ, por meio de um mecanismo de reagao
de sucessivos processos de adigao-eliminacéo.

Primeiramente, foi realizada a sintese do cloreto do acido cindmico
(48), por meio da reacgéo do acido cinamico (47) com o SOCI,, sob refluxo e utilizando
a dimetilformamida (DMF) como catalisador. Em seguida, a mistura reacional foi
concentrada a pressao reduzida e o produto bruto obtido 48 (cloreto do acido
cindmico), foi dissolvido em acetona seca. Na sequéncia, numa reagao one pot, fez-
se a adi¢ao do tiocianato de aménio (NH4sSCN), que reage prontamente com o 48,

para a formacao in situ do isotiocianato correspondente 49. Por fim, a amina primaria
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correspondente € acrescentada ao meio reacional, reagindo com o carbono sp
eletrofilico do isotiocianato 49, resultando na formagdo das substancias desejadas
(LAPSSO 203-212) com rendimentos que variaram de 12 a 30%, apos devida

purificagdo por recristalizacdo (Esquema 5).

Esquema 5 — Rota sintética de obtengédo dos derivados do acido cinamico LAPSSO
203-212

0] 0] (0]
a b e
X~ OH —> X ¢l | —> N OONT
Acido cinamico (47) 48 49

C
R R R

203 CH; 207  ipropii 211 4-FPh o s

204 CH,CH; 208 H 212 4-CHsPh R
. GEN
205 Butil 209 Ph H H

206 Hexil 210 4-OCHsPh LAPSSO 203-212

Condig6es reacionais: a) SOCI, DMF, CH,Cl,, refluxo, 3h. b) NH,SCN, acetona, refluxo, 15 min.
c) RNH, acetona, t.a., 40 min.

Fonte: o préprio autor

Os derivados LAPSSO 203-212 tiveram suas estruturas confirmadas
por RMN de 'H e 3C (Figura B21-37 — Apéndice B). No RMN de 'H, é possivel
observar os sinais caracteristicos de formagao dos produtos como um simpleto acima
de 10 ppm, caracteristico do NH mais desblindado, entre a carbonila e a tiona; e outro
simpleto de NH mais blindado, entre 8,5 - 9,5 ppm. Observa-se também os dupletos
caracteristicos dos hidrogénios a (H8) e B (H7) carbonila, em 6,5 - 7,0 ppm e 7,5 —
8,0 ppm, respectivamente, com constante de acoplamento (J) de 15,5 - 15,7 Hz. Além
disso, a existéncia dos hidrogénios metinicos na regiao dos aromaticos (7,0 - 8,0 ppm)
confirmam a presenca do anel benzénico da por¢do cinamato e, quando esperado,
deste anel diferentemente substituido. Ademais, os espectros de RMN de 3C também
apresentam os sinais de carbono correspondes aos hidrogénios citados: C8 em 120
ppm e C7 préximo a 145 ppm; aromaticos acima de 110 ppm, bem como os carbonos
quaternarios que caracterizam a formagdo dos produtos, tais quais: carbonos

derivados de acido carboxilico como C9 e C12, préximos a 180 e 170 ppm,
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respectivamente; e C1 com deslocamento quimico préximo a 130 ppm. Um exemplo

de ambos os espectros de RMN de 'H e de '3C obtidos na caracterizagdo do LAPSSO

210 sado mostrados nas Figuras 28 e 29.

Figura 28 — Exemplo de
substancia LAPSSO 210
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Figura 29 — Exemplo de espectro de RMN de *C (CDCls, 100 MHz) obtido para a
substancia LAPSSO 210
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Fonte: o préprio autor

3.2 UREASE COMO ALVO MOLECULAR

3.2.1 Similaridade das Ureases

Apesar de estar presente em diferentes microrganismos e plantas, a
urease possui um sitio ativo e uma estrutura primaria similar entre os diferentes
organismos. Embora possam ser constituidas de uma, duas ou trés cadeias
polipeptidicas, as ureases derivam de um mesmo ancestral comum (KAPPAUN et al.,
2018; QIN; CABRAL, 2002). Isso impacta na similaridade dessas substancias,
principalmente com relagdo a conservagdo do sitio ativo dessas enzimas e
mecanismo catalitico.

Para avaliar a similaridade entre as ureases de interesse, foi realizado
o alinhamento da sequéncia de aminoacidos entre as ureases: vegetal, de Canavalia

ensiformis (CEU, PDB:4H9M), fungica, de Cryptococcus neoformans (CNU, NCBI:
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P0CS23) e bacteriana, de Helicobacter pylori (HPU, PDB:6ZJA), que apresentam os
seguintes graus de identidade: 57,57% entre CEU e CNU; 39,76% entre CEU e HPU
(cadeia B), e 38,92% entre CNU e HPU (cadeia B). O alinhamento completo esta
disposto na Figura H1, no apéndice H, enquanto que parte do alinhamento, que
corresponde a regido do sitio ativo e suas vizinhangas esta disposto na Figura 30.
Neste alinhamento, sdo destacados em cinza, os residuos que compdem o sitio ativo
das ureases, especificamente os residuos da CEU, H407, H409, K490, H492, H519,

H545 e D633 e seus respectivos idénticos das ureases de CNU e HPU.

Figura 30 — Parte do alinhamento da sequéncia de aminoacidos entre as cadeias de
CEU, CNU e HPU

4H9M_CEU 404  IDGHVHYICPQLVYEALSSGITTLVGGGTGPAAGTRATTCTPSPTQMRLMLQSTDDLPLNFGFTGKGSSSKPDELHELIIK 483
CryNB_CNU 397 LDVHVEY TCPQLMTEALASGITTVVGGGTGPADGSNATTCTSSSFYMQNMIKATDTVPLNFGFTGKGNDSGTNALRDVIE 476
6ZJA_HPU 133 IDFHERFISPQOIPTAFASGVTTMIGGGTGPADGTNATTITPGRRNLKWMLRAAEEYSMNLGFLAKGNTSNDASLADQIE — 212

4H9M_CEU 484  AGAMGLKIHEDWGSTPAATIDNCLTIAEHHDIQINEHTDTLNEAGFVEHSTIAAFKGRTIHTYHSEGAGGGHAPDITIKVCGI 563
CryNB_CNU 477  AGACGLKMBAEDWGATPEVIDRALSIADEYDVQVNIESDTLNESGYVESTLAATIKGRTIHSYHN EGAGGGHAPDITVVCEY 556
6ZJA_HPU 213 AGAIGRKEHEDWGTTPSAINHALDVADKYDVQVATIRTDTLNEAGCVEDTMAATAGRTMHT RHTEGAGGGHAPDITKVAGE 292

4H9M_CEU 564  KNVLPSSTNPTRPLTSNTIDEHLDMLMVCHHLDREIPEDLAFAHSRIRKKTIAAEDVLNDIGALSIISSBSQAMGRVGEY 643
CryNB_CNU 557 ENVLPSSTNPTRPYAVNTLDEHLDMLMVCHHLDKSIPEDIAFADSRIRSETVAAEDVLQDTGAISMISSBCQAMGRIGEV 636
6ZJA_HPU 293 HNILPASTNPTIPFTVNTEAEHMDMLMVCHHLDKSIKEDVQFADSRIRPQTIAAEDTLHDMGIFSITSSBSQAMGRVGEV 372

Fonte: o préprio autor
Legenda: Residuos idénticos entre as sequéncias sdo dados em vermelho e aqueles que séo
semelhantes em azul. Os residuos destacados em cinza séo residuos chave do sitio ativo das enzimas.

(0] alinhamento foi realizado pelo servidor Cobalt
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/re _cobalt.cqgi) (PAPADOPOULOS; AGARWALA, 2007) e os
calculos de identidade e similaridade pelo Bioinformatics server

(https://www.bioinformatics.org/sms2/ident _sim.html) (STOTHARD, 2000).

Assim, devido a similaridade superior a 50% entre a CEU e a CNU,
aliado ao fato de que a CNU n&o possui uma estrutura disponivel no banco de dados
de proteinas, optamos por utilizar a estrutura da CEU (PDB: 4H9M) como modelo de

urease de Cryptococcus em nossos estudos de docagem molecular.

3.2.2 Mapeamento dos Sitios de Ligacao das Ureases de H. pylori e C. ensiformis

Conhecer a estrutura do alvo molecular € um pré-requisito para
estratégias baseadas em SBDD, uma vez que é possivel obter informacdes claras
sobre os sitios de ligacdo, como cavidades, fendas e bolsos alostéricos. Assim, esta
informacado pode ser aplicada para projetar ligantes de alta afinidade para seu alvo
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(WANG et al., 2018). Diante do exposto, a docagem molecular € uma etapa decisiva
do SBDD, visto que se pode prever o fendbmeno da interagao proteina-ligante e usar
esses dados para estimar a afinidade entre moléculas pequenas e a macromolécula,
considerando orientacdo e conformagdo dos ligantes, bem como as interagdes
envolvendo residuos do sitio ativo.

Aqui, usamos o método baseado em energia (FTSite) e o servidor de
mapeamento computacional (FTMap) para obter informagdes sobre os possiveis sitios
de ligacdo da CEU (PDB: 4H9M) e HPU (PDB: 6ZJA). FTMap identifica os hotspots
de macromoléculas através de diferentes pequenas moléculas (sondas), variando o
tamanho, forma e polaridade dessas estruturas, e encontra as posicées mais
favoraveis para cada sonda (JONES et al., 2022). Em seguida, a sobreposigédo dessas
sondas indica os sitios de consenso, classificando os grupamentos de acordo com a
energia média e indicando os residuos mais favoraveis para interagir por ligagdes de
hidrogénio e interagdes apolares com essas sondas (BRENKE et al., 2009). Quanto
maior a populagdao de sondas, mais importante é o sitio da proteina, e seu menor
consenso identifica outros subsitios importantes.

O mapeamento global do CEU mostrou onze pontos relevantes
(hotspots), que foram divididos em duas grandes regides de bolsdes de consenso
(Figura 31). A regido menor é composta pelo sitio de consenso trés (Cs3) que agrupa
14 sondas, com caracteristicas diferentes, de etanol a benzaldeido, representadas
como bastdes amarelos, caracterizando o sitio ativo da CEU.

A segunda regido do hotspot, a maior, € composta por um total de dez
grupamentos de consenso, sendo Cs1 (ciano — Figura 31) e Cs2 (em roxo — Figura
31) a maior populacdo de sondas, com 20 sondas de consenso cada. Esta regiao
corresponde aos sitios alostéricos do CEU. Os outros agrupamentos de consenso
identificados pelo FTMap, caracterizam subsitios menores como mostrado na Figura
31, onde ha o Cs4 (salm&o) com dez sondas de consenso, Cs5 (cinza) e Cs6 (azul)
com oito sondas cada, Cs7 (laranja) com cinco sondas de consenso, Cs8 (verde
palido) apresentando consenso de quatro sondas e outras até o décimo primeiro

consenso.
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Figura 31 — Mapeamento global (FTMap) da CEU

Fonte: o préprio autor

Legenda de cores: As sondas sdo codificadas por cores de carbono para distinguir entre os diferentes
Cs: Cs1, ciano; Cs2, magenta; Cs3, amarelo; Cs4, salméao; Cs5, cinza; Cs6, azul; Cs7, laranja; Cs8,
verde palido; Cs9, azul marinho; Cs10, rosa e Cs11, amarelo palido. Os outros atomos sdo coloridos
como os elementos: O: vermelho; N: azul e H: branco.

De acordo com o FTMap, dentre os residuos de aminoacidos que
compdem a estrutura da CEU, E742, K716, Q82, H492, E718, Y32, V744, S421, R609
e H519, respectivamente, sdo os mais propensos a fazer interagdes por ligagdes de
hidrogénio, enquanto Y32, F712, K716, T33, V36, E742, V744, D730, A80 e A37 séo
mais propensos a fazer interagdes hidrofobicas com as sondas.

O FTMap de HPU apresentou resultados semelhantes na distribuigao
de sondas para CEU, sendo que uma das regides € mais populosa enquanto outra
esta distribuida em pequenas regides de consenso (Figura 32). Um total de 13
hotspots foram identificados para o HPU FTMap, mas podemos ver que os trés
primeiros grupamentos de consenso com a maior populagdo (18 grupamentos de
sonda para o Cs1 e Cs2 e 16 grupamentos de sonda para o Cs3) estdao muito mais

proximos entre si e pode ser encontrado no sitio ativo da HPU, o que implica que o
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sitio é drogavel (KOZAKOV et al., 2015). Além disso, sondas secundarias com menos
grupamentos de consenso (Cs6, Cs11 e Cs13 com 4, 2 e 1 sonda, respectivamente)
também estdo proximas aos hotspots populosos. Por fim, ha sete sitios de consenso
majoritariamente menores fora do sitio ativo da HPU, onde o cluster mais populoso é
Cs4 (salmao), com 12 consensos de sonda; Cs5 com cinco sondas, seguido por Cs7,

Cs8, Cs9, Cs10 e Cs12 com quatro, trés e duas sondas de consenso.

Figura 32 — Mapeamento global (FTMap) da HPU

Fonte: o préprio autor

Legenda de cores: As sondas séo codificadas por cores de carbono para distinguir entre os diferentes
Cs: Cs1, ciano; Cs2, magenta; Cs3, amarelo; Cs4, salméao; Cs5, cinza; Cs6, azul; Cs7, laranja; Cs8,
verde palido; Cs9, azul marinho; Cs10, rosa e Cs11, amarelo palido. Os outros atomos sé&o coloridos
como os elementos: O: vermelho; N: azul e H: branco.

De acordo com HPU FTMap, os dez residuos de aminoacidos mais
favoraveis para interagdes via ligacao de hidrogénio com as sondas sao R338, H221,
D362, H248, A365, C321, H274, H322, A169 e G279, respectivamente. Por outro lado,
para interacdes hidrofébicas, os residuos mais favoraveis para interagir com as
sondas sao L318, A169, H138, H248, M317, H314, M366, H221, D362 e H136.

O servidor FTSite pode combinar hotspots proximos previstos pelo
FTMap para identificar possiveis locais de ligacdo de substdncias nas
macromoléculas (NGAN et al., 2012). De acordo com o FTSite, o sitio de ligacao
geralmente tem um hotspot forte; assim, para a CEU e HPU, o software identificou
trés sitios de ligacao para cada urease. A CEU tem dois sitios de ligacado fortes
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identificados no “cabo de martelo” da macromolécula e outro na cabec¢a do martelo
(Figura 33). Podemos ver a regiédo rosa que corresponde ao sitio de ligacdo mais forte
(area de superficie = 433,67 A?), é cercado pelos residuos de aminoacidos da cadeia
inicial (L13 - A37) e do final da sequéncia de aminoacidos (até Y837). O sitio de ligagao
verde (area de superficie = 257,99 A2) possui residuos terminais como o rosa, de K709
até V744; porém, localiza-se mais na extremidade esquerda da proteina, interagindo
principalmente com os residuos iniciais da cadeia A (Y32 - Q82). Por fim, o hotspot
azul corresponde ao sitio ativo da CEU (area de superficie = 106,95 A2). Este centro
€ cercado por quatro residuos de histidina (H407, H409, H492 e H519), dois residuos
de alanina (A440 e A636) e dois residuos de arginina (R439 e R609), uma metionina
(M367), uma treonina (T442), uma glicina (G550), uma tirosina (Y554) e um residuo
de aspartato (D633). Esses residuos de aminoéacidos estdo a uma distancia de 5 A do
centro do sitio ativo, para que possam interagir com os ligantes que poderiam se ligar

a macromolécula.

Figura 33 — Trés sitios de ligagao identificados pelo FTSite da CEU (PDB: 4H9M) e
os residuos de aminoacidos que circundam esses sitios a 5 A de distancia

Fonte: o préprio autor
Legenda de cores: Sitio de ligagdo 1: salméo; 2: verde e 3: azul.

O servidor FTSite identificou na HPU o sitio ativo como o hotspot

principal 'forte' (rosa — Figura 34). Os residuos que circundam o sitio ativo sao seis
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residuos de histidina (H136, H138, H221, H248, H274 e H322), trés residuos de glicina
(G279, G280 e G281), dois residuos de alanina (A169 e A365), dois residuos de
fenilalanina (F273 e F334), dois residuos de aspartato (D223 e D362), bem como
residuos de T171, E222, L252, R358, M366 e os dois ions Ni’*. Este sitio é
ligeiramente maior do que o sitio ativo da CEU, com uma area de superficie de 238,29
A2 Além disso, o hotspot secundario (verde — Figura 34) esta préximo o suficiente
para ser alcangado por um ligante presente no hotspot principal, o que pode ser
observado pelos residuos de aminoacidos em comum que circundam ambos os locais
(G279, A365 e M366). Além disso, residuos como N168, A278, H314, M315, M317,
L318, C321, R338 e 1339 também compdem o sitio verde (area de superficie = 202,29
A?2). O FTSite também identificou um terceiro sitio de ligacdo na HPU (azul — Figura
34). Este sitio de ligacdo é menor (drea de superficie = 206,17 A2) e pode ser
interpretado como o sitio alostérico da cadeia B da HPU. Este tem como centro

correspondente o cluster de consenso Cs4 identificado pelo FTMap e préximo ao Cs9.

Figura 34 - Sitios de ligagao identificados pelo FTSite da cadeia B da HPU (PDB:
6ZJA) e os residuos de aminoacidos que circundam esses sitios a 5 A de distancia
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Fonte: o préprio autor
Legenda de cores: Sitio de ligagdo 1: salméo; 2: verde e 3: azul.

Podemos ver por meio das analises FTMap e FTSite que o tamanho
dos sitios ativos para as duas enzimas é diferente. O sitio ativo da CEU é pequeno,
enquanto o sitio ativo da HPU é grande e parece suportar estruturas com maior
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volume molecular (Figura 35). De fato, isto pode ser visualizado pelos inibidores
presentes nos sitios ativos de ambas as biomacromoléculas. CEU possui uma
molécula de acido acetoidroxamico (HAE - 50) co-cristalizada em seu sitio ativo,
enquanto que HPU possui um derivado do HAE, o 2-{[1-(3,5-dimetilfenil)-1H-imidazol-
2-il]sulfanil}-N-hidroxiacetamida (DJM - 51).

Figura 35 — Os sitios ativos identificados pelo FTSite: CEU (malha azul) e HPU (malha
salméo e verde) juntamente com as estruturas 2D dos ligantes (HAE e DJM) co-
cristalizados com as respectivas ureases

(o]
N S _OH
&

DJM (51)

Fonte: o préprio autor
Legenda de cores: Sitio de ligagdo em malha salmé&o, verde e roxo. As proteinas sdo mostradas como
superficies

3.3 UREASE DE CANAVALIA ENSIFORMIS

O acido acetoidroxadmico (HAE) é considerado um bom agente
quelante e, por isso, desde sua descoberta, vem sendo utilizado como inibidor de
metaloproteinases (KUMAR; KAYASTHA, 2010). Ainda nos anos 1960, o HAE foi
relatado como um potente inibidor da urease e, desde entdo, vem sendo empregado
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no tratamento de infec¢des do trato urinario e ulceras estomacais (GRIFFITH et al.,
1978; KOBASHI et al., 1962). Na urease vegetal (CEU), o HAE possui uma poténcia
inibitoria (ICso) entre 17,30 — 43,20 uM (BALASUBRAMANIAN; PONNURAJ, 2010;
JABRI et al., 1995). Este ligante interage com ions de niquel (Ni901 e Ni902) e faz
interagdes por ligagdo de hidrogénio com cinco residuos de aminoacidos, trés
histidinas, um aspartato e a lisina carboxilada (K490) (Figura 36). O oxigénio da
carbonila presente no HAE quela com o Ni902 e interage por ligacdo de hidrogénio
com os nitrogénios das H492 e H519 a distancia de 2,9 A. O nitrogénio (NH) do HAE
faz uma interacgéo por ligagdo de hidrogénio a uma distancia de 2,7 A com o D633,
enquanto que a hidroxila (OH) faz ligagdo de H com os oxigénios do carboxilato da
K490 a distancias de 2,9 e 3,1 A. A hidroxila também é capaz de quelar com o Ni901
e interage com o oxigénio da carbonila do D633 e com os NH das H407 e H545 a
distancias de 3,1 A. Ainda, ocorre uma interacdo hidrofébica entre a cadeia carbénica
do HAE com a G550. De fato, a maioria desses residuos foram identificados pelas
analises do FTSite e circundaram o local destacado em azul (Figura 33). Essas
informacgdes podem ser utilizadas no processo de validagao do método de docagem

molecular aplicado em nossa pesquisa.

Figura 36 — Interagbes do HAE com o sitio ativo da CEU

Fonte: o préprio autor

Legenda de cores e representagéo: A cadeia carbbnica dos aminoacidos é demonstrada na cor cinza
e do ligante na cor amarela, ambos na forma bastdo. Os ions de niquel estédo no formato de bolas de
cor verde. O restante dos atomos é demonstrado nas cores correspondentes aos elementos. Vermelho:
oxigénio; Azul: nitrogénio; Branco: hidrogénio. As interagées por ligacdo de hidrogénio convencional
sdo demonstradas como pontos pretos
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Os estudos de docagem molecular podem ser validados por
diferentes metodologias, contudo, o mais comum deles é denominado redocagem
(PRIETO-MARTINEZ et al., 2018). A aplicacdo deste ultimo método sé & possivel se
houver a presenga de um ligante co-cristalizado com a macromolécula-alvo. Este
processo visa avaliar a capacidade da funcdo de pontuagdo em reproduzir a
orientacdo do ligante co-cristalizado (COLE et al., 2005; TRIPATHI et al., 2020).
Quanto menor for o valor de RMSD da pose obtida em relacdo aquela observada
experimentalmente, maior sera a capacidade preditiva da redocagem, de modo que
as interagées com os mesmos residuos de aminoacidos dos dados experimentais
também podem ser utilizadas para avaliar a qualidade da predi¢do. Em geral,
considera-se que um RMSD de até 2,0 A é aceitavel para atestar qualidade preditiva
do modelo (HEVENER et al., 2009; PRIETO-MARTINEZ et al., 2018; WANG et al.,
2016).

3.3.1 Validagao da Docagem Molecular

A presenca do HAE no sitio ativo da enzima de Canavalia ensiformis
nos permite a aplicagéo do protocolo de validagao por redocagem. Assim, a docagem
molecular do HAE foi realizada nas quatro fungdes de pontuagao disponiveis no
programa GOLD (GoldScore, ChemScore, ChemPLP e ASP). Além disso, fez-se
necessario considerarmos a possibilidade de permutagao dos tautébmeros, das quatro
histidinas presentes no sitio ativo (H409, H407, H545 e H519), conforme demonstrado
na Tabela 1, onde a possibilidade O corresponde a protonagao do nitrogénio ND1H e
a possibilidade 1 do nitrogénio NE2H. Assim, para determinarmos o melhor resultado
obtido na redocagem para as 16 possibilidades de permutagao, avaliou-se o menor
valor de RMSD, o numero total de interagcbes e, como fator de desempate, niumero de
interacdes por ligagao de hidrogénio em relagao as interagbes do HAE experimental.
As interacbes caracterizadas como impedidas estericamente nao foram computadas
na somatéria total. O resultado pode ser visualizado na Tabela 2. Todos os valores de
RMSD, pontuacgdes e interagdes obtidas para as combinagdes estdo dispostas no
(Apéndice C).
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Tabela 1 — Melhor funcao de pontuagao em termos de menor valor de RMSD e maior
numero de interagdes, para as 16 possibilidades de tautbmeros das histidinas

O 0]
N N
< NOH ¢ NOH
N NH HN NH

2 2

Possibilidade 0 Possibilidade 1

Menor ~ Maior N° ~
H407 H492 H519 H545 RI?IIS(I)) Fungdo Int:rca)gées Fungao

1 0 0 0 0 0,243 ASP 6 ASP
2 0 0 0 1 0,238 ASP 5 ASP e ChemScore
3 0 0 1 0 0,314 ASP 6 ChemScore
4 0 0 1 1 0,238 ASP 6 ASP e ChemScore
5 0 1 0 0 0,222 ChemScore 7 ASP
6 0 1 0 1 0,214 ASP 6 ASP e ChemScore
7 0 1 1 0 0,225 ASP 8 ChemScore
8 0 1 1 1 0,199 ASP 7 ASP e ChemPLP
9 1 0 0 0 0,241 ASP 6 ChemScore
10 1 0 0 1 0,360 ASP 7 ASP
11 1 0 1 0 0,295 ASP 7 ChemScore
12 1 0 1 1 0,229 ASP 7 ChemScore
13 1 1 0 0 0,232 ASP 5 ASP e ChemScore
14 1 1 0 1 0,235 ASP 5 ASP e ChemScore
15 1 1 1 0 0,240 ASP 7 ASP
16 1 1 1 1 0,173 ASP 6 ASP

Fonte: o préprio autor

Tabela 2 — Redocagem do HAE, considerando a combinagdo 16 de possiveis
tautbmeros para as histidinas

RMSD Interagoes

Fungao  Pontuagao "»)© H H K H H H G D Ni Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902

HAE -

GoldScore 36,32

ChemScore 25,87

ChemPLP 39,45

ASP 29,73

Fonte: o préprio autor
Legenda de cores:
[ Hidrogénio convencional I Metal-Aceptor
Tipo de interagoes:
[ ] Hidrogénio ndo-convencional [Jlj Repulséo estérica

As quatro funcdes de pontuacao utilizadas na redocagem podem ser
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consideradas adequadas, capazes de prever a pose do HAE, uma vez que possuem
RMSD abaixo de 2 A. Contudo, das 16 combinacdes analisadas, a funcdo ASP
forneceu a menor variagdo em relacdo ao dado experimental, seguido da funcéo
ChemScore, ChemPLP e GoldScore. Quanto ao numero de interacdes, ASP e
ChemScore foram as fung¢des que apresentaram o maior numero de interagdes totais,
aproximadamente 5 a 8, bem como 0 maior numero de intera¢des por ligacado de H e
concordancia de interagdo com os residuos de aminoacido (residuos de aminoacidos-
chave) que também interagem com HAE no complexo obtido experimentalmente.
Assim sendo, de acordo com os resultados obtidos, a combinacao 16,
em que se considerou a protonagao do N (NE2) para todas as histidinas, apresentou
os melhores resultados para a redocagem do HAE, tanto em termos de RMSD (o
menor apresentado para as possibilidades = 0,173 A), quanto em termos de
interagdes (6 totais, sendo 4 ligacbes de hidrogénio), conforme demonstrado na
Tabela 2. Portanto, esta possibilidade foi escolhida para ser utilizada na triagem virtual

dos compostos.
3.3.2 Triagem Virtual

O HAE (50) possui uma estrutura muito pequena, apresentando cerca
de 4,7 A de distancia entre seus 4tomos mais afastados, o que facilita 0 acesso desta
substancia ao sitio ativo da enzima e aproximagao com os ions Ni?* (Figura 37). Como
foi possivel observar, a cavidade do sitio ativo € muito pequena e apenas substancias
com um pequeno volume molecular irdo, de fato, conseguir interagir com os ions
responsaveis pela catalise enzimatica. Contudo, as estruturas das 130 substancias da
quimioteca do LaSMMed, avaliadas em nosso trabalho, possuem tamanhos variados,
com até aproximadamente 16 A de distancia entre seus atomos mais afastados.
Assim, considerando essa diferenca de tamanho entre o HAE e as substancias da
quimioteca do LaSMMed, buscou-se estruturas que ja possuem atividade de inibicao
in vitro frente a CEU descritas na literatura, com o intuito de fazer a docagem molecular
dessas substancias e, entao, avaliar a complementariedade molecular existente entre
o alvo e as substancias. Dessa forma, podemos identificar possiveis interagdes com
residuos-chave, criticas para o reconhecimento molecular, buscando assim realizar

uma validagdo complementar com ligantes da literatura.
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Figura 37 — Aproximagdo do HAE com os Ni?* do sitio ativo da CEU

Fonte: o préprio autor

Legenda de cores e representagao: Cartoon colorido e cinza: CEU. Ampliagéo 1: HAE (50). Ampliagao
2: CEU em forma de superficie para representar o acesso do HAE ao sitio ativo da CEU. A cadeia
carbdnica do ligante é demonstrada na cor cinza e na forma bastao. Os ions de niquel estao no formato
de bolas de cor verde. O restante dos atomos é demonstrado nas cores correspondentes aos
elementos. Vermelho: oxigénio; Azul: nitrogénio; Branco: hidrogénio. Pontilhado preto: distancia entre
os ions e a hidroxila do HAE.

Estudo anteriores ja utilizaram este tipo de abordagem na busca por
determinar residuos-chave para a validagdo de protocolo de docagem molecular.
Como exemplo, Jiang et al. (2013) selecionou substancias com diferentes ICso
descritos como inibidores da NADPH oxidase e analisou a interagcdo destas
substancias com o alvo. Depois, verificou que as substancias que interagiam com uma
lisina especifica também apresentaram um maior potencial de inibigdo da NADPH
oxidase (JIANG et al, 2013). Assim, os pesquisadores determinaram que,
provavelmente, as substancias de interesse que interagissem com este residuo
também apresentariam uma alta poténcia de inibicao (JIANG et al., 2013). Em geral,
estudos com esta abordagem sao aplicados quando se tem pouca informacao a
respeito do sitio ativo, mas em nosso caso, utilizamos esta abordagem como
complemento a validagao por redocagem.

Assim sendo, um total de 500 substancias foram selecionadas na
literatura e divididas em 4 grupos, de acordo com suas faixas de poténcia, expressas

em valores de ICsp, conforme demonstrado na Tabela 3 (Apéndice D). O composto
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padréo, utilizado como referéncia nos ensaios in vitro, a tioureia, possui uma faixa de
inibicao descrita na literatura de aproximadamente 20 uM a 25 pM, que corresponde

a faixa de inibicao intermediaria (Faixa 3).

Tabela 3 — Faixa de inibi¢cdo (ICsp) das estruturas pesquisadas na literatura

Classificagao Faixa (ICso) N° Substancias
1 <0,1uM 150
2 0,1 uM = 1C50< 10 M 150
3 10 M = 1Cs0= 50 uM 150
4 > 50 uM 50

Fonte: o préprio autor

Por meio de ferramentas quimiométricas como a Analise por
Componentes Principais (PCA), avaliou-se uma possivel correlagdo linear entre o ICso
e a pontuagdo obtida na docagem, porém os dados ndo demostraram correlagéo
(dados nao mostrados). Dessa forma, buscou-se analisar, individualmente, as
interacbes dos compostos com os residuos do sitio ativo, de modo a selecionar
residuos-chave para a realizagao da triagem virtual do nosso espago quimico.

Para isso, foi feito o calculo da porcentagem de substancias que
interagem com os residuos de aminoacidos, conforme a Equacgao 1, apresentada no
topico 4.5.3.1 (p. 140), para avaliar quais sao os principais aminoacidos em cada faixa
de inibicdo. Na primeira faixa de inibigao (substancias mais potentes), a H407 interagiu
com 5 das substancias apresentadas na literatura como inibidor de urease. Ao todo,
considerando os enantibmeros das 150 substéncias selecionadas, avaliou-se a
interagao de 185 moléculas nesta faixa de inibicdo. Portanto, (5/185).100 corresponde
a 2,70%. Assim, na faixa 1, a H407 apresentou interacdo com 2,70% das substancias.

As demais porcentagens de interagao estao listadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Porcentagem de interacdo (%) das moléculas relatadas na literatura, com

os residuos de aminodacido presentes na regido do sitio ativo da CEU (4H9M)

Interagao (%)

Residuos Muito Potente Potente Intermediaria Pouco Potente
H407 2,70 16,11 10,23 8,82
H409 7,03 22,78 19,07 13,24
1411 13,51 4,44 2,33 1,47
C412 2,16 4,44 0,47 0,00
P434 5,41 2,22 0,47 0,00
A435 0,00 0,00 0,00 1,47
A436 8,11 7,78 7,91 7,35
G437 0,54 0,56 0,47 0,00
R439 70,27 46,11 50,70 77,94
A440 73,51 74,44 66,05 60,29
T441 0,54 0,00 0,47 1,47
K490 1,08 0,00 13,49 5,88
H492 33,51 21,67 31,16 27,94
E493 4,86 37,78 10,70 4,41
D494 41,08 62,78 64,65 41,18
W495 3,24 3,33 8,84 4,41
H519 34,59 43,33 37,67 20,59
L523 12,43 23,33 24,65 13,24
H545 2,16 6,11 6,51 8,82
A549 0,00 0,56 0,00 0,00
G550 20,54 34,44 19,53 19,12
G551 0,00 2,78 0,00 0,00
P573 0,00 1,11 0,93 0,00
M588 8,11 11,67 10,70 11,76
L589 0,54 0,00 0,00 0,00
V591 1,08 1,67 1,86 0,00
C592 50,27 41,11 42,33 39,71
H593 78,38 83,89 84,65 76,47
H594 9,73 13,33 14,88 7,35
L595 13,51 15,00 18,14 5,88
E601 1,08 0,00 0,00 0,00
D602 0,54 0,00 0,00 0,00
F605 21,62 18,89 30,70 14,71
R609 37,84 52,78 62,79 48,53
D633 16,22 32,22 19,53 13,24
Q635 15,68 7,22 9,77 14,71
A636 68,11 65,56 80,47 80,88
M637 30,81 27,78 46,51 39,71
G638 0,54 0,56 1,40 0,00
R639 0,54 4,44 4,19 8,82
Ni901 10,81 29,44 26,98 7,35
Ni902 11,35 22,78 2419 14,71

Total Moléculas 185 180 215 68

Fonte: o préprio autor
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Legenda de cores: Em destaque, os residuos considerados chave para a atividade enzimatica.

Observou-se que alguns residuos, como 1411, P434, G437, A440,
H519, L589, C592, H593, H594, L595, E601, D602, G638 e Ni901, apresentaram
reducéo na porcentagem de interagao, conforme houve a diminui¢do da poténcia das
substancias. Contudo, destes residuos, destacam-se seis, pois apresentaram
diferenca apreciavel entre a porcentagem de interacéo entre as Faixas 1 e 4, o que
fica evidente para os residuos 1411, P434, H594 e L595; E601 e D602 (destacados na
Tabela 4), visto que apresentaram interacbes com as substancias “muito potentes”
(Faixa 1) e nenhuma interacdo com as substancias “pouco potentes” (Faixa 4).

Assim sendo, esses residuos foram utilizados como marcadores para
a triagem virtual da quimioteca do LaSMMed, de modo que as substancias que
interagem com um ou mais desses residuos, poderiam ser promissoras como
inibidores de urease.

O processo de docagem molecular das substancias da quimioteca do
LaSMMed seguiu o protocolo descrito para as moléculas da literatura. Como
resultado, a andlise das interagdes em termos de porcentagem estd demonstrada
abaixo (Tabela 5), enquanto que a andlise das interagdes de todas as moléculas esta
demonstrada, em forma de quadro (vide Apéndice E).

Dentre as 130 substdncias da quimioteca do LaSMMed, doze
substancias foram selecionadas para a realizagao de ensaios de inibi¢ao in vitro frente
a urease de Canavalia ensiformis. Esta selecdo se deve a interacdo destas
substancias com os residuos destacados anteriormente, mais precisamente 1411,
H594 e L595. Nenhuma substadncia da quimioteca do LaSMMed apresentou
interacbes com os residuos de P434, E601 e D602, por isso estes ndo aparecem
destacados na Tabela 5. As substancias selecionadas pertencem a diferentes classes,
tais como: uma cumariltioureia (LaSMMed 13), duas cumarilamidas (LaSMMed 16 e
22), cinco indéis (LaSMMed 30, 33, 34, 35 e 37), uma tiazolidinona (LaSMMed 49),
um derivado da apocinina (LaSMMed 69) e duas cromonamidas (LaSMMed 72 e 73).
Os compostos selecionados sao demonstrados no Quadro 1, bem como suas

respectivas interagdes com os residuos de aminoacidos no Quadro 2 e Quadro 3.
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Tabela 5 — Porcentagem de interagdo das substancias da quimioteca do LaSMMed
com os residuos de aminoacido da CEU

Residuos

N° Int. com o Residuo

%

H407
H409
1411
A436
R439
A440
K490
H492
E493
D494
W495
H519
L523
H545
G550
M588
C592
H593
H594
L595
F605
R609
D633
A636
M637
Nio01
Ni902
Total Moléculas

21,00
20,00
2,00
1,00
32,00
95,00
19,00
77,00
9,00
58,00
1,00
76,00
9,00
5,00
44,00
1,00
26,00
91,00
9,00
1,00
9,00
88,00
31,00
77,00
25,00
52,00
41,00
130,00

16,15
15,38
1,54
0,77
24,62
73,08
14,62
59,23
6,92
44,62
0,77
58,46
6,92
3,85
33,85
0,77
20,00
70,00
6,92
0,77
6,92
67,69
23,85
59,23
19,23
40,00
31,54

Fonte: o proéprio autor

Legenda de cores: Em destaque, os residuos considerados chave para a atividade enzimatica
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Quadro 1 — Estruturas das substancias da quimioteca do LaSMMed selecionadas por
meio da triagem virtual devido a interacdo com os residuos de aminoacido chave

Aminoacido chave Substancias
(0] 0] 0] (0]
H H
= N Br 7 N Cl
1411
0] (0]
LaSMMed 16 LaSMMed 22
o s cl y
N o—
iy O
H H o
0] (@]
LaSMMed 30
LaSMMed 13
H H
N N /
) L))o
Cl Cl
LaSMMed 33 LaSMMed 34
H
y N o—
O / O B ‘ / O
Cl Cl O
H594 LaSMMed 35 LaSMMed 37
(0]
(@]
-0 N I H
o N
"o o~ 0 Q
LaSMMed 69 Cl
LaSMMed 72
0
LR
T
o}
Br
LaSMMed 73
0]
o
S
L595 3// o/@/
N
\N/S\\
(0] H O
LaSMMed 49S

Fonte: o préprio autor
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Quadro 2 — Interagdo em cores das substancias selecionadas (LaSMMed 13, 16, 22,
30, 33 - 35) com os residuos de aminoacidos do sitio ativo da CEU

LaSMMed
13

LaSMMed
16

LaSMMed
22

LaSMMed
30

LaSMMed
33

LaSMMed
34

LaSMMed
35

Score

29,19

27,46

27,74

26,83

25,29

26,39

23,50

H409

1411

R439

A440

H492
D494

H519

C592

H593

H594

R609

D633

A636

M637

Ni901

Fonte: o préprio autor
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Quadro 3 — Interagdo em cores das substancias selecionadas (LaSMMed 37, 49, 69,
72, 73) com os residuos de aminoacidos do sitio ativo da CEU

LaSMMed
37

LaSMMed
49 R

LaSMMed
49_S

LaSMMed
69

LaSMMed
72

LaSMMed
73

Score

26,51

28,56

30,08

31,78

28,92

28,08

H409

A436

A440

K490

H492

D494

W495

H519

G550

C592

H593

H594

L595

F605

R609

D633
A636

M637

Ni901

Fonte: o préprio autor
Legenda das cores de acordo com os tipos de interacbes:

Interagéo de hidrogénio

Empilhamento 1T -- 1

T — anion

Hidrogénio ndo-convencional

Empilhamento m-mem T

T — cation

Carga atrativa (O-+N)  — alquila Enxofre — X (O,N,S)
Metal — aceptor Alquila Interagéo de halogénio
Interagéo 17 - hidrogénio ™ — Enxofre mT—0

A cumariltioureia (LaSMMed 13) € uma substancia composta pelas

subunidades cumarina e tioureia, as quais realizaram importantes interagdes com o

sitio ativo da enzima. Especificamente, as interagdes de hidrogénio ocorreram, entre
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o NH da subunidade da tioureia com o oxigénio do carboxilato do D494, a uma
distancia de 2,7 A, enquanto que as interagdes por ligagdo de hidrogénio nao-
convencional, ocorreram entre os atomos de oxigénio presentes no anel cumarinico
com os CH das histidinas H492, H519 e H593, a distancias de 3,5, 3,4 e 3,5 A,
respectivamente (Figura 38). As interagdes cation-m ocorreram entre o anel
cumarinico do LaSMMed 13 com a subunidade guanidina da R609 e entre o NH da
tioureia com anel imidazolico da H593. Paralelamente, a interagdo do tipo anion-1r
acontece entre o anel cumarinico e o D494, que se torna doador de densidade
eletrbnica negativa ao sistema 1 do anel piranona. Além disso, interagdes hidrofébicas
do tipo tr-alquila entre a cumarina com os residuos de A440 e A636, assim como entre
o atomo de cloro do LaSMMed 13 com a H594 também podem ser observadas (Figura
38).

Figura 38 — Representagao grafica das interagdes da cumariltioureia (LaSMMed 13)
com os residuos do sitio ativo da CEU

H492
D494
H519
t A440
Ni902 Ny .

Ni901 ‘?

Gssy j ‘
A\ng
H593
R609 / 2\
\ | H594

c592*

LaSMMed 13

Fonte: o préprio autor

Legenda de cores e representacdo: A cadeia carbbnica dos aminoacidos é demonstrada na cor cinza
e na forma de linha e bastao. A cadeia carbdnica do ligante na cor preta e na forma palito. Os ions de
niquel estado no formato de bolas de cor verde. O restante dos atomos é demonstrado nas cores
correspondentes aos elementos. Vermelho: oxigénio; Azul: nitrogénio; Amarelo: enxofre; Branco:
hidrogénio. As interagées por ligacdo de hidrogénio convencional sdo demonstradas como pontos
verdes e ndo-convencionais como pontos azuis.

As cumarilamidas selecionadas (LaSMMed 16 e 22) possuem como
diferenga estrutural apenas o halogénio presente na posicdo 3 do anel benzénico,
sendo estes Br ou CI, respectivamente. Assim sendo, observou-se grande
semelhanga nas poses obtidas, como demonstrado na sobreposi¢ao dos ligantes na
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Figura 39, que reflete nos mesmos tipos e residuos envolvidos nas interagdes. Tanto
o LaSMMed 16, quanto o LaSMMed 22, fazem interagéo por ligagdo de hidrogénio
entre o HN da fungdo amida do ligante com a carbonila da R439 a uma distancia de
2,1 A e 1,9 A, respectivamente. Ambos, também fazem interacdo do tipo Tr-cétion
entre o anel cumarinico e a guanidina da R609. Contudo, observou-se que o
LaSMMed 22 se aproxima mais da C592* (cisteina modificada), H593 e A440 fazendo
interagdes do tipo ligacado de hidrogénio ndo convencional (O--HC) entre a carbonila
da amida do LaSMMed 22 e o CH da C592* empilhamento 1 e Ttr-alquila,
respectivamente, com H593 e A440 entre o anel cumarinico do LaSMMed 22 e o
imidazol, para a histidina, e com a cadeia carbdnica da A440; enquanto o LaSMMed
16, diferentemente do LaSMMed 22, realiza uma interacdo do tipo T-aceptor de
hidrogénio entre o anel cumarinico (doador da densidade eletrénica) e o HN da H492,

doador de hidrogénio (aceptor da densidade eletrénica)(Figura 39).

Figura 39 — Interagdes das cumarilamidas LaSMMed 16 e 22 com os residuos do sitio
ativo da CEU. LaSMMed 16 e 22 correspondem a sobreposi¢cao das estruturas

P

/,/ >
1411 ?1411

: R439
H49¥\N§°1 NS
A Ni901
o A636 2 %

Ni902 Ni902
(+]

R609

{
{

T/ LaSMMed 16 F LaSMMed 22

LaSMMed 16 e LaSMMed 22

Fonte: o préprio autor
Legenda de cores e representagéo: A cadeia carbbnica dos aminoacidos é demonstrada na cor cinza
e na forma de linha e bastdo. A cadeia carbdnica dos ligantes na cor preta e na forma bastdo. Na
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sobreposicao, LaSMMed 22 esta representado em laranja. Os ions de niquel estao no formato de bolas
de cor verde. O restante dos atomos é demonstrado nas cores correspondentes aos elementos.
Vermelho: oxigénio; Azul: nitrogénio; Amarelo: enxofre; Branco: hidrogénio. As interagées por ligagao
de hidrogénio convencional sGdo demonstradas como pontos verdes e ndo-convencionais como pontos
azuis.

Os derivados inddlicos selecionados (LaSMMed 30, 33, 34, 35 e 37)
também adotaram poses semelhantes e, com isso, interacbes comuns com o0s
aminoacidos do bolsdo catalitico. Entre as interacbes em comum, destaca-se a
interagao por ligagédo de hidrogénio entre o NH do indol e o carboxilato do D494 para
quase todas as substancias, com exce¢ao do LaSMMed 37, que esta mais distante
do residuo; interacdo eletrostatica 1r--cation, entre a subunidade inddlica das
substancias com a R609 e interagéo hidrofébica do tipo 1T--alquila com a H594 (Figura
40).

Os derivados indodlicos LaSMMed 30, 35 e 37 apresentaram as poses
mais similares, contudo, pela sobreposi¢cdo das substancias, podemos observar que
LaSMMed 35 e 37 estdo melhor sobrepostos entre si do que com o LaSMMed 30
(Figura 40). LaSMMed 30 difere-se do LaSMMed 37 devido a presenga do cloro no
anel inddlico da substancia 37, enquanto que o LaSMMed 35 € para substituido com
um atomo de Br no lugar éster metilico no anel benzénico. Apesar da maior
similaridade entre LaSMMed 30 e LaSMMed 37, o cloro presente na ultima estrutura
favorece a interacao do tipo metal-aceptor com o Ni901 e a interagao 1--alquila entre
o cloro com o imidazol da H409, direcionando a obtengdo de uma pose mais similar a
estrutura do LaSMMed 35 do que do LaSMMed 30. Além disso, a subunidade inddlica
das substancias LaSMMed 35 e LaSMMed 37 fazem interacéo eletrostatica do tipo
T--anion com o carboxilato da D494 e interagcdes hidrofdébicas com A440, M637 e
A636. Além destas, o cloro do LaSMMed 37 consegue realizar uma interagéo por
ligacado de halogénio do tipo CX--anion, onde X corresponde ao halogénio, com o ion
carboxilato do D633. Por sua vez, a auséncia do cloro no LaSMMed 30 permite que a
substancia adote uma pose que favorece a interacao de hidrogénio nao convencional
entre o oxigénio do éster metilico com o metino (CHa) da H593 (3,8 A de distancia) e
entre a carbonila da H593 com a metila do ligante, a uma distancia de 3,6 A; além de
manter a interagcéo de hidrogénio convencional entre o NH do indol com o carboxilato
do D494 a uma distancia de 2,7 A
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Figura 40 — Intera¢des dos derivados inddlicos (LaSMMed 30, 33, 34, 35 e 37) com
a CEU. A ultima imagem corresponde a sobreposi¢cado das cinco estruturas

As%/‘ R609
H593 H594
@
Ni901 5} x

Ni902

A440
H492
D494
M637
\ R609
A636

Ni901

LaSMMed 33

H594
() W Ni902
NiS01 Nigo2 H409
A440 A440
H492 >R D494
LaSMMed 34 LaSMMed 35
R609 @

D633 ©
‘.gfi!iiiNgoz g
Haoo > Vo
D494
LaSMMed 37 LaSMMed 30, 33, 34, 35 e 37

Fonte: o préprio autor

Legenda de cores e representacdo: A cadeia carbbnica dos aminoacidos é demonstrada na cor cinza
e na forma de linha e bastdo. A cadeia carbbnica dos ligantes na cor preta e na forma bastdo. Os jons
de niquel estdo no formato de bolas de cor verde. O restante dos atomos é demonstrado nas cores
correspondentes aos elementos. Vermelho: oxigénio; Azul: nitrogénio; Amarelo: enxofre; Branco:
hidrogénio. As interagées por ligacdo de hidrogénio convencional sdo demonstradas como pontos
verdes; n&o-convencionais como pontos azuis, metalica em cinza e halogénio em ciano. Na
sobreposigéo: Cinza: LaSMMed 30; Laranja: LaSMMed 33; Verde: LaSMMed 34; Ciano: LaSMMed 35
e em Magenta: LaSMMed 37

LaSMMed 33 e 34 se posicionaram de modo que a fenila se

aproximou mais da cavidade central do sitio ativo, enquanto que o indol ficou na
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extremidade da proteina. Entre as interacbes mais importantes realizadas pelas
substancias, além da interacdo de hidrogénio entre o NH do indol dos ligantes com o
jon carboxilato do D494, a distancias de 2,4 e 2,3 A, respectivamente; se destacam
as ligagdes de hidrogénio ndo convencionais existentes entre os orbitais 1 da fenila
do LaSMMed 33 com o NH da H492 e as interagdes entre o oxigénio da metoxila do
LaSMMed 34 com o CH da H492, a uma distancia de 3,4 A e também a interacéo da
metila com o carboxilato do D633, a uma distancia de 3,7 A (Figura 40). Além disso,
ambos os compostos fazem empilhamento 1T entre os anéis do indol e o imidazol da
H593.

A substancia LaSMMed 49 foi a unica tiazolidinona selecionada na
triagem virtual. Contudo, a substancia disponivel em nossa quimioteca € a mistura
racémica das configuragdes R e S. Assim, ambas as poses dos enantibmeros foram
analisadas. O enantidbmero S se destaca pelas importantes interacoes com a H593. A
pose adotada pelo LaSMMed 49 _S favorece a interacéo do tipo dipolo-dipolo entre a
nuvem eletrénica dos anéis aromaticos da substancia com o anel imidazélico da H593,
onde observamos um empilhamento ™ e um empilhamento T com o anel benzénico
da subunidade sulfonil-hidrazona da estrutura. Além disso, o empilhamento T permite
a interacao dos elétrons 1 da substancia com o hidrogénio que possui carga parcial
positiva da H593 (NH). Ademais, observa-se interagdes hidrofébicas com a L595,
F605 e M637 e interagao de hidrogénio nao convencional do tipo CH--O entre o
metileno do éster etil da tiazolidinona com a carbonila da G550, a uma distancia de
3,4 A (Figura 41). O enantidmero R apresentou uma pose diferente da observada para
o enantibmero S. Em LaSMMed 49_R nao ocorre interagdes hidrofébicas com a H593.
Para esta pose, as interagdes mais fortes ocorrem entre a subunidade éster etila com
os residuos de H519, G550 e R609. A carbonila desta subunidade faz interagcao de
hidrogénio convencional com os NH guanidinicos da R609, a distancias de 2,1 e 2,8
A, e interac&o n&o convencional com o CH da H519 (3,6 A de distancia). Ainda, uma
ligacdo de H nao convencional entre o metileno do éster do LaSMMed 49_R com a
carbonila da G550, a uma distancia de 3,3 A, também pode ser observada. Outra
ligacado de hidrogénio ndao convencional ocorreu entre a carbonila da C592 com o CH
do anel da tiazolidinona (3,5 A de distancia). Uma interacéo eletrostatica do tipo -
anion entre os elétrons 1 da fenila com o ion carboxilato do D494 também foi

observado para a enantidmero R. Por fim, as demais intera¢gdes que ocorrem com 0s
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aminoacidos destacados na Figura 41, W495, H492, A440 e A436 s&o do tipo T-

alquila.

Figura 41 — Representacgéo grafica da interagéo do derivado tiazolidinona (LaSMMed

49) com os residuos do sitio ativo da CEU
zzf
G550
\ Ni902 <}H492 C\>'
" Fe05
L595

R609 N'9°/§ )_r
a9a /||

W495

.A’
A440
h&

-y - - H593
592 Ny N
LaSMMed 49 R LaSMMed 49_S

Fonte: o préprio autor

Legenda de cores e representagéo: A cadeia carbbnica dos aminoacidos é demonstrada na cor cinza
e na forma de linha e bastdo. A cadeia carbbnica dos ligantes na cor preta e na forma bastdo. Os ions
de niquel estdo no formato de bolas de cor verde. O restante dos atomos é demonstrado nas cores
correspondentes aos elementos. Vermelho: oxigénio; Azul: nitrogénio; Amarelo: enxofre; Branco:
hidrogénio. As interagées por ligacdo de hidrogénio convencional sdo demonstradas como pontos
verdes e ndo-convencionais como pontos azuis.

O analogo da apocinina, LaSMMed 69, foi selecionado na triagem
virtual por fazer uma interagao do tipo 1-alquila, entre a metila da metoxifenila com o
imidazol da H594. Além dessa importante interacdo, a hidroxila do analogo faz
interacdo por ligacdo de hidrogénio, a uma distancia de 3,0 A, com o carboxilato da
lisina carboxilada (K490), um aminoacido envolvido na catalise enzimatica da urease.
Interagbes por ligagdo de hidrogénio nao convencional também podem ser
observadas entre o oxigénio da metoxila do fenol do LaSMMed 69 com o CH do
imidazol da H519, a uma distancia de 2,6 A; e a interacdo da metila, da mesma
subunidade do ligante, com o ion carboxilato da D494 a uma distancia de 3,7 A entre
os atomos (Figura 42). Podemos observar ainda a proximidade do metoxifenol com
os ions Ni?*, contudo a interagéo do ligante nesta pose com o Ni902 n3o é possivel
devido ao impedimento estérico. Ademais, o analogo faz interacdes hidrofébicas do
tipo 1r-alquila com a A440, A636 e H492 e uma interagao por empilhamento mrem T

entre a metoxifenila e o imidazol da H593.
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Figura 42 — Interagdo do analogo da apocinina LaSMMed 69 com a CEU
LaSMMed 69

K490  Ni901 /k /
\ /
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Fonte: o préprio autor

Legenda de cores e representagéo: A cadeia carbbnica dos aminoacidos é demonstrada na cor cinza
e na forma de linha e bastao. A cadeia carbbnica do ligante na cor preta e na forma bastao. Os ions de
niquel estdo no formato de bolas de cor verde. O restante dos atomos é demonstrado nas cores
correspondentes aos elementos. Vermelho: oxigénio; Azul: nitrogénio; Amarelo: enxofre; Branco:
hidrogénio. As interagbes por ligacdo de hidrogénio convencional sdo demonstradas como pontos
verdes e ndo-convencionais como pontos azuis.

Os derivados da benzo-y-pirona, selecionados na triagem virtual
(LaSMMed 72 e 73), fizeram as interagbes mais fortes, por ligagdo de hidrogénio,
entre a carbonila do anel pirona com a guanidina do R609, a distancias de 2,8 A para
LaSMMed 72 e 2,3 e 2,9 A para LaSMMed 73. Interacdes por ligacdo de hidrogénio
nao convencional também foram observadas entre a carbonila dos ligantes com a
H519, a distancia de 3,2 A e 3,3 A, respectivamente, para as substancias; e o
LaSMMed 72 também adquire conformacéo adequada para realizar a interagdo com
o CH imidazdlico da H492 (3,5 A de distancia), conforme demonstrado na Figura 43.
O LaSMMed 73 nao faz a interagao de hidrogénio com a H492, mas adquire pose
adequada para fazer empilhamento T em T com esta histidina e empilhamento 1 entre
a bromofenila com o imidazol da H594. Além disso, essa subunidade também faz
interacao por empilhamento M em T com o imidazol da H593 e também & possivel que
ocorra uma interagao por ligacdo de hidrogénio ndo convencional entre o NH do
ligante com o imidazol do aminoacido. Interacao eletrostatica do tipo 1-anion entre a
pirona dos ligantes com o ion carboxilato da D494 também €& observada para ambos
derivados da cromona. Ademais, os ligantes LaSMMed 72 e 73 apresentam estrutura
e pose muito similares entre si, como podemos observar na sobreposi¢do das
estruturas na Figura 43. Além disso, estruturalmente, as substancias sdo muito

similares as cumarinas discutidas anteriormente (LaSMMed 16 e 22). As quatro
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substancias sdo analogas de aril-benzopironas substituidos com CI e Br, que foram
as subunidades que interagiram com os residuos chaves de interesse, a 1411 para
LaSMMed 16 e 22, enquanto que as cromonas LaSMMed 72 e 73 interagem com a
H594 por interagdo do tipo tr-alquila, entre o imidazol do aminoacido com o halogénio
dos ligantes. A sobreposi¢cao apresentada com os quatro ligantes (Figura 43) nos
mostra que é energeticamente viavel que as benzopironas se aproximem mais do
centro do sitio ativo da urease, proximas aos ions Ni?*, possivelmente devido as
histidinas presentes no sitio ativo da enzima que podem gerar as interagdes tanto por
ligacdo de hidrogénio quanto por empilhamento 1. No mais, observamos que os
derivados das cumarinas adquirem uma pose que favorece a interagao por ligagao de
hidrogénio com o R439, enquanto que as cromonas favorecem a interagédo de H com

R609 e os empilhamentos com as H593 e H594.

Figura 43 — Representacgao grafica das possiveis interagdes das cromonas LaSMMed
72 e 73 com os residuos do sitio ativo da CEU. LaSMMed 72 e 73 correspondem a
sobreposicao das estruturas entre si e com os derivados cumarinicos LaSMMed 16 e
22

% LaSMMed 72 LaSMMed 73

H519 %q
N Nig02
Jl:z

°N|901

R609

H593

H594

LaSMMed 72 e 73

©

Fonte: o préprio autor
Legenda de cores e representagéo: A cadeia carbbnica dos aminoacidos é demonstrada na cor cinza
e na forma de linha e bastdo. A cadeia carbbnica dos ligantes na cor preta e na forma bastéo. Nas
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sobreposigoes: Azul: LaSMMed 72; Verde: LaSMMed 73; Preto: LaSMMed 16 e Laranja: LaSMMed
22. Os ions de niquel estao no formato de bolas de cor verde. O restante dos atomos é demonstrado
nas cores correspondentes aos elementos. Vermelho: oxigénio; Azul: nitrogénio; Amarelo: enxofre;
Branco: hidrogénio. As interagbes por ligagdo de hidrogénio convencional sdo demonstradas como
pontos verdes e ndo-convencionais como pontos azuis.

3.4 UREASE DE HELICOBACTER PYLORI

A estrutura tridimensional da urease de Helicobacter pylori, elucidada
por crioscopia eletronica, sob a forma de um dodecamero esférico com resolucéo de
2,0 A foi obtida no PDB (CUNHA et al., 2021). Esta enzima € a de maior resolugdo
entre as ureases de H. pylori disponiveis no banco de proteinas com um inibidor co-
cristalizado em seu sitio ativo. O DJM (51) € um derivado do acido acetoidroxamico e
apresenta atividade antiureolitica com I1Cso de 19,6 uM (CUNHA et al., 2021). Co-
cristalizado na cadeia B do dodecamero, o inibidor esta quelado a um dos ions Ni
(601) e faz interagdes por ligacdo de hidrogénio com a K219, H221 e H248. Além
disso, este inibidor faz interagdes hidrofébicas com os residuos de A278, G279, M317,
C321, H322 e a 1467 que esta presente na cadeia R da HPU (Figura 44).

Com o intuito de diminuir a complexidade estrutural da urease de H.
pylori para a realizagao dos célculos de docagem molecular, com custo computacional
reduzido, selecionou-se apenas parte de um trimero desta estrutura dodecamérica,
onde encontram-se os dados de interagao do DJM (cadeia B), e cadeias peptidicas
préxima ao sitio ativo. Assim sendo, cinco cadeias foram selecionadas (A, B, N, Q e

R) conforme demonstrado na Figura 44.
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Figura 44 — Simplificacdo estrutural da urease de H. pylori para os calculos de
docagem molecular e interagdo do DJM com o sitio ativo da HPU

HPU - Dodecamero HPU - Cadeias selecionadas
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Fonte: o préprio autor

Legenda de cores e representacdo: Retangulo arredondado: cadeias selecionadas; Retangulo: sitio
ativo, local do DJM. Na expanséo do sitio ativo: A cadeia carbbnica dos aminoacidos é demonstrada
na cor cinza e na forma de bastdo. A cadeia carbbnica do ligante na cor preta e na forma bastao. Os
ions de niquel estdo no formato de bolas de cor verde. O restante dos atomos é demonstrado nas cores
correspondentes aos elementos. Vermelho: oxigénio; Azul: nitrogénio; Amarelo: enxofre; Branco:
hidrogénio. As interagées por ligacdo de hidrogénio convencional sdo demonstradas como pontos
verdes

3.4.1 Validagado da Docagem Molecular

A presenca do inibidor DJM (51) ligado no sitio ativo, juntamente com
a enzima nos permitem a utilizagdo do protocolo de redocagem para validacdo da
metodologia aplicada. Dessa forma, foi definido o ponto médio entre os ions de Ni601
e 602 e utilizou-se essas coordenadas como sendo o centro do raio da docagem no
sitio ativo. Na sequéncia, foi realizada a docagem molecular do 51 nas quatro fungdes
de pontuacao disponiveis no GOLD, de modo que, a fungdo que apresentasse o
menor valor de RMSD em relagao a pose do inibidor co-cristalizado seria a fungao
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utilizada no restante dos calculos. A funcdo ASP foi a que apresentou o menor RMSD,
com desvio de 1,003 A em relagéo a referéncia (Figura 45 — em verde), portanto,
considerando seu valor abaixo de 2 A, a metodologia aplicada pode ser utilizada para

os calculos de docagem molecular das demais substancias (WANG et al., 2016).

Figura 45 — Comparagéao entre as interagdes do DJM co-cristalizado (em preto) com
a pose obtida pela redocagem (em verde) com o sitio ativo da HPU

1467(R)
"

1467(R)

Fonte: o préprio autor

Legenda de cores e representagéo: A cadeia carbbnica dos aminoacidos é demonstrada na cor cinza
e na forma de bastao. A cadeia carbdnica do DJM co-cristalizado na cor preta e em verde para a pose
obtida por redocagem, ambos na forma bastdo. Os ions de niquel estdo no formato de bolas de cor
verde. O restante dos atomos é demonstrado nas cores correspondentes aos elementos. Vermelho:
oxigénio; Azul: nitrogénio; Amarelo: enxofre; Branco: hidrogénio. As interagbes por ligagdo de
hidrogénio convencional sdo demonstradas como pontos verdes, ndo-convencionais como pontos
azuis e interacdo metalica em cinza.

Com relagdo as interagbes, poucas diferencas podem ser
observadas. As principais sdo com relagcao as interacbes de hidrogénio entre a
hidroxamida do 52 e os residuos de aminoacido proximos. Para o DJM experimental,
podemos observar que a hidroxila quela com o Ni601 e interage por ligacdo de
hidrogénio convencional com as histidinas proximas, H221 e H248, e com o
carboxilato da K219 a distancias de 2,1, 3,2 e 3,5 A, respectivamente. Ja para o DJM
calculado (em verde - Figura 45), a pose adotada pelo ligante permite que hidroxila
figue entre os ions metalicos e com isso consiga interagir com ambos os Ni?*, a
distancias de 1,8 A com Ni601 e 2,0 A com Ni602. Além disso, a hidroxila faz interacao
de hidrogénio nao-convencional com o CH da H274 enquanto que o NH, parcialmente
positivo, faz interacdo eletrostatica com o ion carboxilato do D362. Ademais, as
interagdes hidrofébicas sdo muito similares entre os ligantes com os residuos do sitio
ativo e a mudanga mais significativa, neste aspecto, € o fato do ligante calculado
interagir com a L318, mas perder as interagdes com A278 e G279.
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3.4.2 Triagem Virtual

Diferentemente do que vimos para a urease de Canavalia ensiformis,
em que o ligante era muito pequeno em relagéo as estruturas do nosso estudo, o DJM
€ um inibidor com um volume molecular bem mais significativo que o HAE. Como
reflexo disso, o critério de selecdo das substancias da quimioteca foi por meio das
interagdes com os residuos-chave, os mesmos que interagem com o DJM
experimental, e os ions niquel (Ni%*).

Assim, apdés a andlise das interagdes das 130 substancias da
quimioteca do LaSMMed, verificou-se quais seriam as substancias que realizaram o
maior numero de interacbes com residuos de aminoacido chave, especificamente
K219, H221, H248, A278, G279, M317, C321, H322, M366, 1467(R) e os ions Ni601 e
Ni602. Desse modo, sete substancias foram selecionadas da quimioteca do
LaSMMed, sendo que todas estas fizeram de 9 a 10 interacdes com os 11 residuos-
chave supracitados. As substancias selecionadas podem ser visualizadas na Figura
46, enquanto que as respectivas interacdes sao mostradas no Quadro 4.

Todas as substancias selecionadas tém em comum a subunidade
tioureia presente em sua estrutura, contudo o LaSMMed 13 é uma cumariltioureia, ou
seja, além da tioureia, também se tem a presenga da subunidade estrutural cumarina
em sua estrutura. As demais substancias selecionadas sao derivadas do acido trans-
cindmico e diferem-se estruturalmente pelos grupos inseridos na subunidade tioureia,
sendo parte destes alifaticos, com variagdo do tamanho da cadeia (LAPSSO 203, 206
e 208), e parte dos compostos apresentam anéis benzénicos para-substituidos
(LAPSSO 210, 211 e 212), contendo grupos doadores ou retiradores de densidade
eletrbnica.
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Figura 46 — Substancias da quimioteca do LaSMMed selecionadas no processo de
triagem virtual como possiveis inibidores da urease de H. pylori
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Fonte: o préprio autor

De modo geral, pode-se observar que todas as substancias
selecionadas interagiram com os ambos os ions Ni?* e fizeram importantes interagdes
de hidrogénio, com a K221, lisina modificada importante para a atividade enzimatica,
bem como com as H221 e H248, que se encontram proximas ao centro do sitio ativo.
Além disso, foi observado que todos os compostos interagiram com alguns residuos
de aminoacidos que o DJM (51) nao havia interagido, tais quais H136, H138, A169,
H247, L318 e D362, enquanto que o inibidor co-cristalizado interagiu com o residuo
de 1467(R), pertencente a cadeia R, e as substancias da selecionadas da quimioteca

do LaSMMed néao fizeram esta interacao.
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Quadro 4 — Interagbes observadas entre as substancias selecionadas com a HPU

DJM

LaSMMed
13

LAPSSO
203

LAPSSO
206

LAPSSO
208

LAPSSO
210

LAPSSO
21

LAPSSO
212

Score

38,89

37,86

32,05

39,61

28,10

39,69

37,37

37,07

H136

H138

A169

K219

H221

D223

H248

H274
A278
G279
M317
L318

C321
H322

D362

M366

1467(R)
Ni601
Ni602

NIRC

11

10

9

10

9

10

9

10

Fonte: o préprio autor
*valor obtido na redocagem do DJM (51). NIRC = numero de intera¢gdes com residuos chave
Legenda das cores de acordo com os tipos de interacbes:

Interagéo de hidrogénio

Empilhamento 1T -- 1

T — anion

Hidrogénio ndo-convencional

Empilhamento T-mem T

T — cation

Carga atrativa (O-+N)  — alquila Enxofre — X (O,N,S)
Metal — aceptor Alquila ‘ Interagéo de halogénio
Interagéo 17 - hidrogénio ™ — Enxofre mT—0

Especificamente, a cumariltioureia (LaSMMed 13) realizou interagbes

por ligacdo de hidrogénio convencionais entre o atomo de enxofre presente na
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subunidade tioureia com os carboxilatos dos residuos de K219 e D362, a disténcias
de 3,3 -3,6 A, e com o NH da H221 a 3,0 A de distancia entre os atomos. Os NH da
mesma subunidade (tioureia) também realizaram interagbes de hidrogénio com a
H248, A169 e G279, a distancias de 1,8, 2,6 e 2,7 A, respectivamente. Além destas,
a subunidade tioureia também interage por interacdo do tipo ion-ion (eletrostatica -
carga atrativa) entre o N, presente na estrutura do LaSMMed 13, com a carga negativa
resultante do carboxilato do acido aspartico (D362) e ainda, o atomo de enxofre realiza
interagao do tipo metal-aceptor com os ions Ni (601 e 602), a distédncias de 2,2 e 2,4
A; e 1--S com os imidazois das H136, H138 e H274. O anel benzénico contendo um
atomo de cloro na posicao 4 faz interacado eletrostatica do tipo 1--dnion com o
carboxilato do D223, que reside acima do plano do anel. Ademais, observa-se
interagao TT--alquila da fenila do ligante com a A169, assim como do atomo de cloro
com a H322. O anel cumarinico presente na estrutura do ligante também faz
interacdes hidrofébicas do tipo 1T--alquila com a M317, L318, C321 e interacédo 1m--S
com o atomo de enxofre da M366, que se encontra acima do plano do anel cumarinico
(Figura 47).

Figura 47 — Representagao grafica das interagdes da cumariltioureia (LaSMMed 13)
com a urease HPU (6ZJA)

LaSMMed 13

Fonte: o proprio autor

Legenda de cores e representagéo: A cadeia carbbnica dos aminoacidos é demonstrada na cor cinza
e na forma de linha e bastdo. A cadeia carbénica do ligante na cor preta e na forma bastéo. Os ions de
niquel estao no formato de bolas de cor verde. O restante dos atomos é demonstrado nas cores
correspondentes aos elementos. Vermelho: oxigénio; Azul: nitrogénio; Amarelo: enxofre; Branco:
hidrogénio. As interagées por ligacdo de hidrogénio convencional sdo demonstradas como pontos
verdes; hdo-convencionais como pontos azuis; metal-aceptor em cinza e carga-atrativa em laranja.
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Os derivados do acido trans-cinamico LAPSSO 203, 206 e 208 com
substituintes alifaticos também interagiram por ligacdo de hidrogénio convencional
com a A169, K219, H221 e G279. Interagdes eletrostaticas do enxofre presente na
subunidade da tioureia dos ligantes com os imidazéis das histidinas H136, H138, H221
e H248, bem como a interagdo do tipo metal-aceptor entre os ions niquel (Ni**) e o
enxofre também estdo presentes para todas as substancias. O anel benzénico da
subunidade oriunda do &cido trans-cinamico também interage de forma semelhante
com a proteina, para todos os derivados que a contém. Os orbitais T das estruturas
fazem interacdes eletrostaticas com o atomo de enxofre da M366 e interacao do tipo
m--alquila com M317, L318 e C321. As pequenas diferencas observadas, em termos
de interagdes, para LAPSSO 203, 206 e 208 sao: substancia LAPSSO 203 aproxima-
se mais da H138, permitindo assim a interagao por ligagao de hidrogénio (S--HN) a
uma distancia de 3,4 A; a LAPSSO 206 esta mais distante do D362, acima de 4 A de
distancia entre o carboxilato e o enxofre, perdendo a interagdo por ligagédo de
hidrogénio, contudo, gerando a interagao hidrofébica do tipo 1--alquila entre a H322
e o CH da hexila; com relacdo a LAPSSO 208, esta apresentou uma pose
praticamente idéntica a LAPSSO 203, a diferenga mais significativa foi a perda da
interagao por ligagao de hidrogénio com a H138 (Figura 48).

As tioureias que apresentam subunidades aromaticas, derivadas do
acido trans-cinamico, LAPSSO 210, 211 e 212, fazem interagdes bem semelhantes
as destacadas anteriormente para os derivados alifaticos. Além disso, as poses
adotadas pelos trés derivados aromaticos em questao sao muito semelhantes, como
podemos ver na sobreposigdo da Figura 49. Desse modo, poucas diferengcas em
termos de interagdo podem ser destacadas entre os derivados aromaticos, bem como
em relacao aos alifaticos. Contudo, observa-se que a presenga da subunidade fenila
nas substancias parece contribuir mais para a complementariedade ligante-proteina,
uma vez que possibilita interagdes eletrostaticas com os residuos de D223 (11--anion)
e A169 (mr--alquila).
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Figura 48 — Interagdes das substancias LAPSSO 203, 206 e 208 com a HPU e
sobreposi¢ao das trés das substancias no sitio ativo
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Fonte: o proprio autor

Legenda de cores e representagao: A cadeia carbbnica dos aminoacidos é demonstrada na cor cinza
e na forma de linha e bastao. A cadeia carbbnica do ligante na cor preta e na forma bastao. Os jons de
niquel estdo no formato de bolas de cor verde. Na sobreposicdo: Azul: LAPSSO 203; Magenta:
LAPSSO 206 ¢ Verde: LAPSSO 208 O restante dos atomos é demonstrado nas cores correspondentes
aos elementos. Vermelho: oxigénio; Azul: nitrogénio; Amarelo: enxofre; Branco: hidrogénio. As
interagbes por ligacdo de hidrogénio convencional sdo demonstradas como pontos verdes; néo-
convencionais como pontos azuis; metal-aceptor em cinza e carga-atrativa em laranja.

Com relacao as diferencgas de interagdes entre os derivados LAPSSO
210, 211 e 212, observa-se que o enxofre da tioureia do LAPSSO 210 se aproxima
mais da H138, criando uma interagcédo por ligacdo de hidrogénio com o residuo de
H138 a uma distancia de 2,9 A. Por sua vez, a LAPSSO 211 difere-se em suas
interagdes por realizar uma interagao do tipo 1--S entre o anel benzénico da
subunidade oriunda do acido trans-cinamico com o enxofre da M317, além da
interagao do tipo 1--alquila com a cadeia carbénica da M366. Os outros dois derivados
(LAPSSO 210 e 211) adotaram uma pose que permite a interagdo de 1--S entre o
anel benzénico com o enxofre da M366 e com a cadeia carbdnica da M317 (11--
alquila). Além disso, a presenca do atomo de fluor na estrutura do LAPSSO 211
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permite a realizagdo de uma interagao de halogénio com o N da H322, que atua como
base de Lewis, enquanto que para os outros derivados ocorre uma interagao 1--alquila
entre o imidazol da H322 e a metila presente nos ligantes (LAPSSO 210 e 212) (Figura
49).

Figura 49 - Interacdes das substancias LAPSSO 210 - 212 com a HPU e
sobreposicao das trés das substancias no sitio ativo

LAPSSO 210

LAPSSO 211

LAPSSO 212 LAPSSO 210, 211 e 212

H138

'\( D362 sz
M366 M317

H136

L318

H322

Fonte: o proprio autor

Legenda de cores e representacdo: A cadeia carbbnica dos aminoacidos é demonstrada na cor cinza
e na forma de linha e bastao. A cadeia carbbnica do ligante na cor preta e na forma bastao. Os jons de
niquel estdo no formato de bolas de cor verde. Na sobreposicdo: Verde: LAPSSO 210; Amarelo:
LAPSSO 211 e Azul: LAPSSO 212 O restante dos atomos é demonstrado nas cores correspondentes
aos elementos. Vermelho: oxigénio; Azul: nitrogénio; Amarelo: enxofre; Branco: hidrogénio. As
interagcbes por ligacdo de hidrogénio convencional sdo demonstradas como pontos verdes; hao-
convencionais como pontos azuis; metal-aceptor em cinza e carga-atrativa em laranja

3.5 ENSAIO IN VITRO PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIUREOLITICA DAS SUBSTANCIAS
NA UREASE DE CANAVALIA ENSIFORMIS

A atividade antiureolitica das substancias foi avaliada por meio do
teste colorimétrico da reagao do indofenol. Esta reacgao foi primeiramente descrita por

Berthelot, em 1859, e desde entdo pequenas modificagdes para aperfeigoar o método,
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bem como ajustar os parametros para as determinagdes bioldgicas foram realizadas
ao longo dos anos, inclusive na metodologia utilizada nesse trabalho, que foi
originalmente descrita por Weatherburn (1967) (HUIZENGA et al., 1994;
WEATHERBURN, 1967).

O principio desta reacdo se concentra na mudanga de coloragao
observada no meio reacional, de incolor para azul, que ocorre devido a reagao da
amobnia com o fenol, em meio alcalino, e na presenca de um catalisador, o
nitroprussiato de sédio (Esquema 6). Primeiramente, em meio basico, (i) a amdnia
reage com o hipoclorito de sodio para formar a monocloroamina; na sequéncia, (ii) a
monocloroamina reage com o fenol, na presenga do nitroprussiato de sddio
(catalisador), para formar a benzoquinonaclorimina que, por fim, (iii) reage com outra
molécula de fenol para formar a substancia de color azul, o indofenol (KIMBLE et al.,
2006).

Esquema 6 — Reacao de formacao do indofenol
(i) NaCIO + NH; ——»  NH,Cl + NaOH

) Na,[Fe(CN)sNO]-2H,0 0o

(ll) o + NH2C| \N/Cl + 3 HZO
0 ) oH 0 0

("I) \N/Cl HO N/ + HZO

Indofenol

Fonte: adaptado de Kimble et al. (2006)

A urease é a enzima que catalisa a hidrélise da ureia e, como produto
dessa reacgao, gera carbamato e aménia. Portanto, por meio da reagédo do indofenol,
€ possivel quantificar a amoénia liberada nesse processo, visto que, quanto mais
amoénia no meio, maior a concentracdo de indofenol e, consequentemente, maior a
intensidade da coloracdo azul observada. Assim, por meio da analise de absorgao por
espectroscopia UV-visivel (630 nm) é possivel determinar a atividade da enzima.

Dessa forma, as substancias selecionadas no processo de triagem

virtual foram submetidas a reagao do indofenol e assim, avaliou-se a capacidade das
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substancias em inibir a atividade enzimatica da urease de Canavalia ensiformis e,
portanto, reduzir a concentracdo de indofenol no meio reacional, diminuindo a
coloracao azul do poc¢o, em relagao ao controle positivo. Neste primeiro momento, a
quantificagéo foi realizada pelo calculo da porcentagem de inibicdo enzimatica (%IE),

com os valores dispostos na Tabela 6.

Tabela 6 — Atividade inibitoria das substancias selecionadas na triagem virtual e
tioureia (2,0 mM) frente a CEU (0,0035 mM)

0
o0 H H o
_ N
R TIOr
o) “\-S
IS
LaSMMed 13-22 LaSMMed 30 LaSMMed 33-37 LaSMMed 49
o)
o) o s
e N | Ay )LN,R
_ o) \@\ H H
HO o
© R
LaSMMed 69 LaSMMed 72-73 LAPSSO 203-212

Substancia R %IE Substancia R %IE £ DP
LaSMMed 13 CSNH-4-CIPh Nd LaSMMed 69? - 16,97 + 2,13
LaSMMed 16 3-BrPh Nd LaSMMed 72° Cl 4.37+1,74
LaSMMed 22 3-CIPh Nd LAPSSO 203¢ CHs 33,53+ 1,06
LaSMMed 30 4-COOCH; Nd LAPSSO 206° (CH2)sCH3 39,34 £1,72
LaSMMed 33 H Nd LAPSSO 208¢ H 82,37 £ 0,34
LaSMMed 34 4-OCHgs; Nd LAPSSO 210 4-OCHsPh Nd
LaSMMed 35 4-Br Nd LAPSSO 211¢ 4-FPh 23,98 + 1,44
LaSMMed 37 4-COOCH; Nd LAPSSO 212f 4-CHsPh 13,04 £ 2,46
LaSMMed 49 - Nd Tioureia® - 84,12 £ 0,84

LaSMMed 73 Br Nd

Fonte: o proprio autor

Legenda: %IE: porcentagem de inibicdo enzimatica; DP: desvio padrdo dos experimentos realizados
em triplicata; Nd: ndo determinado (insolivel). Letras distintas indicam diferencga significativa entre os
valores pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05), calculado no Sisvar (FERREIRA, 2019)

De modo geral, dentre as substancias avaliadas, o analogo da
apocinina LaSMMed 69, a cromona (LaSMMed 72) e o derivado do acido cindmico
dissubstituido LAPSSO 212, foram as substancias que apresentaram as menores
porcentagens de inibi¢cao, abaixo de 20% e, portanto, sdo as substancias menos ativas

das selecionadas na triagem. Observou-se que os derivados do acido cinamico
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dissubstituidos com substituintes alifaticos, LAPSSO 203 e 206 apresentaram valores
de %IE moderados, entre 30 e 40%, que ndo os difere estatisticamente entre si,
enquanto que os derivados aromaticos (LAPSSO 211 e 212) apresentaram inibi¢coes
modestas de 24 e 13%, respectivamente. Contudo, o derivado monosubstituido na
subunidade da tioureia (LAPSSO 208) apresentou uma 6tima poténcia de inibigéo,
82%, valor estatisticamente comparavel ao padrio tioureia, com aproximadamente
84% (Tabela 6) (SCOTT; KNOTT, 1974). Infelizmente, boa parte dos compostos
(LaSMMed 13 - 49, 73 e LAPSSO 210) n&o puderam ser devidamente avaliados, pois
durante a ensaio bioldgico ocorreu a precipitagdo das substancias no meio reacional,
predominantemente aquoso. Isso se deve ao carater hidrofébico dessas substancias.

Assim, analisando os valores de %IE obtidos para as substancias,
podemos afirmar que a tioureia monosubstituidas LAPSSO 208 foi o derivado mais
promissor testado. Isso indica que a subunidade tioureia deve estar livre, para adentrar
o sitio ativo da enzima e, possivelmente, interagir com os ions Ni** e residuos de
aminoacidos importantes para a atividade enzimatica (Figura 48), impedindo a catalise
da ureia e liberagao de amodnia. Dessa forma, LAPSSO 208 pode ser considerada

uma substancia-protétipo para o planejamento de novos inibidores.

3.6 PLANEJAMENTO E SINTESE DE ARILTIOUREIAS COMO INIBIDORAS DE UREASE

Considerando as analises e padrdes observados até aqui, tais quais
as informagdes estruturais do sitio ativo da enzima, principalmente no quesito
tamanho do sitio, bem como o padrdo de inibicdo observado nos ensaios e do
potencial de inibicao exibido pela tioureia monosubstituida LAPSSO 208, decidiu-se
sintetizar uma pequena série das ariltioureias monosubstituidas (LaSMMed 77 — 81)

e avalia-las quanto a sua poténcia de inibigao frente a urease de C. ensiformis.

3.6.1 Sintese e Caracterizagao das Ariltioureias

Assim, uma pequena série de ariltioureias monosubstituidas,
contendo grupos com diferentes caracteristicas estéreo-eletronicas na posig¢ao para
do anel benzénico (LaSMMed 77-81 - Figura 50), foi sintetizada.
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Figura 50 — Série de ariltioureias sintetizadas

Sens
R °

__________________________________________________

_____________________________

Fonte: o préprio autor
Legenda de cores: Vermelho: Local de inser¢do dos diferentes substituintes

Um método comum para obtencéo de tioureias primarias ocorre por
meio de um rearranjo térmico do sal tiocianato, em um intermediario isotiocianato, que
facilmente reage com aminas e substancias nucleofilicas, liberando gas amonia, e
formando uma tioureia primaria (HERR et al., 2000). Assim, as ariltioureias foram
sintetizadas conforme metodologia descrita por Kataria e colaboradores (2019).
Resumidamente, a anilina correspondente (52a-e) reagiu com acido cloridrico
concentrado por cerca de 10 min e depois, foi acrescentada ao meio reacional uma
solugdo de NH4SCN que, sob refluxo, gerou os derivados de ariltioureias LaSMMed
77-81, conforme demonstrado no Esquema 7. Os produtos obtidos foram

recristalizados ou lavados com metanol, em rendimentos de 38 a 48%.

Esquema 7 — Rota sintética de obtencéo da ariltioureias LaSMMed 77-81

H
N_ _NH,
NH
2 . bl
+ NHsSCN 2 o R S
R

52a-e LaSMMed 77-81
52a: R = Cl 77:R=Cl
52b: R = Br 78: R = Br
52c: R = N02 79: R = N02
52d: R = OCH; 80: R = OCH3
52e: R = CH; 81: R=CHj3

Condig¢des reacionais: a) HCI, H,0, t.a - refluxo, 24h.

Fonte: o préprio autor

A caracterizacado das substancias foi realizada por meio de RMN de
'H e 3C e as respectivas atribuicbes para os derivados sdo mostradas no Apéndice
B, nas Figura B11-20. De modo geral, foram observados os sinais caracteristicos de

formagao das substéncias LaSMMed 77-81, como um simpleto em 9,5 — 10,3 ppm no
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espectro de RMN de 'H, caracteristico do NH dissubstituido, bem como os 4H
aromaticos entre 7,0 — 7,5 ppm e um simpleto em campo alto do espectro, proximo a
3,5 ppm, caracteristicos de hidrogénios de aminas primarias (Figura 51). No RMN de
13C, sinais em 180 ppm, caracteristicos de carbonilas e tionas, sdo observados em
todos os espectros, bem como os sinais de CH de metino aromatico em 110 — 140

ppm (Figura 52).

Figura 51 — Exemplo de espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) obtido para a

—9.76
7.479
7.471
7.465
7.455
7.449
7.442
7.386
7.378
7.373
7.362
7.356
7.349

—3.364

LaSMMed 77

7.48 7.46 7.44 7.42 7.40 7.38 7.36 7.34
& (ppm)

H3 e H5
H2 e H6 NHo

NH7

202\1\
2 oof:[

1.02-

LA ERTE S

70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00

5 (ppm)

]
3]

110 105 10.0 95 90 85 80

Fonte: o préprio autor
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Figura 52 — Exemplo de espectro de RMN de 3C (DMSO-dgs, 100 MHz) obtido para a
substancia LaSMMed 77

18163
—138.669

128935
<128.549
125.031

—128.935
—128.549
—125.031

8 _NH,
5/@ \H/9 2 C2eC6
Cl 4 2 © )

LaSMMed 77
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5 (ppm)

C3eC5

cs c1

| I 1

| | I\
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Fonte: o préprio autor

3.6.2 Ensaios in vitro na Urease de Canavalia ensiformis

Os resultados do ensaio de inibicado enzimatica nos mostram que os
derivados de ariltioureias sdo potentes inibidores da urease, com porcentagens de

inibicdo de quase 90% (Tabela 7).

Tabela 7 — Atividade inibitéria das ariltioureias (2,0 mM) frente a CEU (0,0035 mM)
Estrutura Substancia R %IE * DP
H LaSMMed 77° Cl 87,63 +1,72
N NH, LaSMMed 78° Br 86,18+0,75
/©/ \”/ LaSMMed 79° NO. 88,30+ 0,26
R LaSMMed 80° OCH; 84,56 + 1,23

LaSMMed 812 CH; 87,86+ 0,48
Tioureia® - 84,12+ 0,84

LaSMMed 77-81

Fonte: o proprio autor

Legenda: %IE: porcentagem de inibicdo enzimatica;, DP: desvio padrdo dos experimentos realizados
em triplicata. Letras distintas indicam diferenga significativa entre os valores pelo teste de Scott-Knott
(P < 0,05), calculado no Sisvar (FERREIRA, 2019)

Segundo o teste estatistico de Scott-Knott, os derivados LaSMMed
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77-79 e LaSMMed 81, ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, sugerindo que
a mudanga do substituinte no anel benzénico néo interferiu na atividade anti-ureolitica
da série (SCOTT; KNOTT, 1974). Contudo, o derivado contendo um grupo doador de
elétrons mais forte, como a metoxila (LaSMMed 80), apresentou uma diferenca
significativa no valor de inibicdo em relagdo aos derivados relatados anteriormente.
Assim, a insercao de fortes grupos doadores de elétrons na fenila pode resultar em
uma atividade inibitéria menos efetiva. Todavia, cabe ressaltar que, apesar da
substancia LaSMMed 80 apresentar uma %IE inferior ao grupo do derivado LaSMMed
79, a atividade anti-ureolitica da substancia € comparavel ao padrao tioureia (84%).
Por fim, observamos que as tioureias monosubstituidas LAPSSO 208
e LaSMMed 77-81 s&o as substancias mais promissoras do nosso estudo e, portanto,
0 mecanismo de inibicdo desses compostos, bem como o potencial de inibicao em

diferentes concentracdes devem ser avaliados.

3.6.3 Docagem Molecular das Ariltioureias

A fim de compreender como seria o comportamento dessas
substancias no sitio ativo enzimatico, a série de ariltioureias LaSMMed 77-81 foi
analisada por docagem molecular, seguindo os mesmos protocolos de docagem

aplicados e validados neste trabalho para ambas as ureases, CEU e HPU.

3.6.3.1 Urease de Canavalia ensiformis

Foi possivel observar pela sobreposi¢cao dos derivados na Figura 53
que a melhor pose apresentada para os ligantes LaSMMed 77-81 é€ praticamente
idéntica para os 5 derivados. Além disso, o Quadro 5 e a Figura 53 destacam que as
interagdes mais fortes, como as interagdes por ligacdo de hidrogénio convencional,
metal-aceptor e eletrostaticas como carga-atrativa e T1r-enxofre, ocorrem com
praticamente os mesmos atomos e residuos de aminoacidos. Esses resultados
corroboram com os elevados %IE obtidos para esses derivados (> 84 %, Tabela 7),
onde também n&o foi observada a influéncia do substituinte sobre a atividade

ureolitica.
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Quadro 5 — Interagbes em forma de cores entre as ariltioureias com a CEU

LaSMMed 77 | LaSMMed 78 | LaSMMed 79 | LaSMMed 80 | LaSMMed 81

Pontuacao 26,00 25,45 28,44 28,14 25,58
H407

A440

K490

H492

D494
H519

G550

H593
R609

D633

Ni901

Fonte: o préprio autor
Legenda das cores de acordo com os tipos de interacbes:

Interagéo de hidrogénio Empilhamento 1T -- 11 T — anion
Hidrogénio ndo-convencional Empilhamento T-mrem T T — cation
Carga atrativa (O-+N)  — alquila -I Metal — aceptor

Todos os atomos de enxofre presentes na subunidade tioureia das
substancias LaSMMed 77-81 interagiram por ligagdo metal-aceptor com o Ni601
presente no sitio ativo da enzima a uma distancia de 2,5 A. Além disso, todos os
enxofres das ariltioureias podem interagir por ligagao de hidrogénio convencional com
A440, K490 e D633 a distancias de 3,2 — 3,3 A com A440, 3,3 - 3,4 A com K490 e 3,2
— 3,3 A com D633. NH e NH, também fazem importantes interagdes por ligagéo de
hidrogénio com a carbonila da G550 que se encontra posicionada entre os NHs dos
ligantes, a distéancias de 1,6 — 2,0 A; e com o ion carboxilato do D633 a distancias de
2,3 - 2,4 A. As diferengas mais significativas nas interacdes observadas, estdo no fato
do LaSMMed 80 e 81 nao interagir com a H492 e A440 e LaSMMed 80 ser o unico
derivado que consegue interagir eletrostaticamente com a R609 por interagao Tr-cation
entre o anel benzénico do ligante com a guanidina da arginina. LaSMMed 77 também
ndo interage eletrostaticamente com o D494, no mais, os derivados apresentaram

uma pose muito semelhante entre si, resultando em um mesmo padrao de interagao
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Figura 53 — Interagdes das substancias LaSMMed 77 — 81 com a CEU e sobreposi¢ao
das cinco substancias no sitio ativo

LaSMMed 77

633 LaSMMed 78

\ Hs593

K490

LaSMMed 79

G550

D633 LaSMMed 80

H407

H593 \

K490 [~

LaSMMed 81

H593

LaSMMed 77 - 81

Fonte: o proprio autor

Legenda de cores e representagéo: A cadeia carbbnica dos aminoacidos é demonstrada na cor cinza
e na forma de linha e bastdo. A cadeia carbénica do ligante na cor preta e na forma bastéo. Os ions de
niquel estdo no formato de bolas de cor verde. Na sobreposicdo: Azul: LaSMMed 77; Ciano: LaSMMed
78; Verde: LaSMMed 79; Amarelo: LaSMMed 80 e Laranja: LaSMMed 81. O restante dos atomos é
demonstrado nas cores correspondentes aos elementos. Vermelho: oxigénio;, Azul: nitrogénio;
Amarelo: enxofre; Branco: hidrogénio. As interagbes por ligagdo de hidrogénio convencional sdo
demonstradas como pontos verdes; ndo-convencionais como pontos azuis; metal-aceptor em cinza.
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3.6.3.2 Urease de Helicobacter pylori

A pose dos derivados com a HPU também ndo demonstrou grande
diferenca entre os ligantes. A substancia que mais diferiu foi o LaSMMed 77 que
favoreceu a interacédo do enxofre com a carbonila da A365, a uma distancia de 1,4 A,
enquanto que a pose adotada pelos outros derivados favorece a interacdo do enxofre
com o ion Ni601 a distancias de 2,0 — 2,1 A (Figura 54). Além disso, a mudancga da
pose adotada pela substidncia LaSMMed 77 resultou na perda das interacoes
eletrostaticas (1-enxofre) com os residuos de H136 e H138, mas resultou na interacédo
por ligacdo de hidrogénio, a distancia de 2,8 A, entre o NH2 do derivado com o ion
carboxilato da K219, e interacdo do NH da tioureia com o nitrogénio do imidazol da
H221 (Quadro 6). Ademais, todos os derivados interagiram por ligacéo de hidrogénio
com a H138, A169, G279 e D362 a distancias que variaram de 2,1 a 3,4 A; interacdes
eletrostaticas -enxofre entre o enxofre dos derivados com o imidazol das H136, H221
e H248, e também interagdes de carga atrativa entre os NH dos derivados com os
ions carboxilato dos residuos K219 e D362.

No mais, nota-se que a presenga do grupo metoxila no derivado
LaSMMed 80 favoreceu a interagao por ligagéo de hidrogénio ndo convencional entre
o hidrogénio metilico do substituinte com o carboxilato do D223 a distancia de 3,5 A
(Figura 54). LaSMMed 81 foi o unico derivado que interagiu com a H274, por ligagao
de hidrogénio, entre o enxofre com o nitrogénio imidazélico, a uma distancia de 3,3 A.

Interagdes hidrofébicas por empilhamento m em T com a H248 foi
observada para todas as ariltioureias e interagdes do tipo 1r-alquila com a H322 e A169
também foram observadas para quase todos os derivados, exceto o LaSMMed 79

que, devido a presenga do grupo nitro, ndo interage com estes residuos.
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Quadro 6 — Interacbes em forma de cores entre as ariltioureias com a HPU

LaSMMed 77

LaSMMed 78

LaSMMed 79

LaSMMed 80

LaSMMed 81

Pontuacao

22,57

24,41

27,99

27,36

26,08

H136
H138

A169

K219

H221
D223

H248

H274
G279
H322

D362

A365
Ni601

Fonte: o préprio autor
Legenda das cores de acordo com os tipos de interacbes:

Interagéo de hidrogénio

Empilhamento 1 -- 11

T — anion

Hidrogénio ndo-convencional

Empilhamento m-mem T

T — cation

Carga atrativa (O-+N)

T — alquila

Metal — aceptor
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Figura 54 — Interagbes das substancias LaSMMed 77 — 81 com a HPU e sobreposi¢ao

das cinco substancias no sitio ativo

LaSMMed 77

H322

H136

LaSMMed 78

H322 |

D223

LaSMMed 80

H322

D362 LaSMMed 81

H322

LaSMMed 77 - 81

Fonte: o proprio autor

Legenda de cores e representagéo: A cadeia carbbnica dos aminoéacidos é demonstrada na cor cinza
e na forma de linha e bastéo. A cadeia carbénica do ligante na cor preta e na forma bastéo. Os ions de
niquel estdo no formato de bolas de cor verde. Na sobreposicdo: Azul: LaSMMed 77; Ciano: LaSMMed
78; Verde: LaSMMed 79; Amarelo: LaSMMed 80 e Laranja: LaSMMed 81. O restante dos atomos é
demonstrado nas cores correspondentes aos elementos. Vermelho: oxigénio;, Azul: nitrogénio;
Amarelo: enxofre; Branco: hidrogénio. As interagbes por ligagdo de hidrogénio convencional séo
demonstradas como pontos verdes; ndo-convencionais como pontos azuis; metal-aceptor em cinza.
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3.7 AVALIACAO DAS SUBSTANCIAS LIDERES EM PARAMETROS DE POTENCIA COMO ICs E K|

3.7.1 Determinagédo da Metade da Concentragao Inibitéria Maxima (ICsg) em CEU

No processo de desenvolvimento de novos farmacos, o conceito de
metade da concentragao inibitéria maxima (ICso) € amplamente utilizado como uma
medida da poténcia de uma determinada substancia ao inibir fungdes bioldgicas ou
bioquimicas (CALDWELL et al., 2012). O valor ICsp indica a concentragcéo do inibidor
que é necessaria para diminuir a atividade enzimatica em 50%.

Assim como para a determinacao da %IE, o ICso foi determinado por
meio da reagao do indofenol. Esta analise foi realizada para as substancias mais
potentes em nosso estudo, especificamente os derivados de tioureia
monossubstituidas LAPSSO 208 e LaSMMed 77-81. Assim, o ICso foi determinado
graficamente utilizando uma curva dose-resposta, plotando as diferentes
concentragdes do inibidor no eixo X (0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 1,4 e 2,0 mM), contra a
correspondente inibicdo enzimatica (%) no eixo Y. Os valores de ICso obtidos para os

nossos inibidores estao dispostos na Tabela 8.

Tabela 8 — Determinacgao do ICso das substancias lideres LAPSSO 208 e LaSMMed
77-81 frente a CEU (0,0035 mM)

i i H NH
e T
H R S

LAPSSO 208 LaSMMed 77-81
Substincias R ICs0 (mM) £ DP
LAPSSO 208° - 0,413 £ 0,017
LaSMMed 77° Cl 0,575+ 0,010
LaSMMed 78° Br 0,493 £+ 0,007

LaSMMed 79¢ NO: 0,464 + 0,003
LaSMMed 80° OCHs  0,510+0,019
LaSMMed 81° CHs 0,568 + 0,022

Tioureia® - 0,504 £+ 0,025

Fonte: o proprio autor

Legenda: ICsp: metade da concentragdo inibitéria maxima; DP: desvio padrdo dos experimentos
realizados em triplicata. Letras distintas indicam diferenga significativa entre os valores pelo teste de
Scott-Knott (P < 0,05), calculado no Sisvar (FERREIRA, 2019)
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O derivado do acido cinamico, LAPSSO 208 foi a substancia mais
promissora em nosso estudo como inibidor de urease de Canavalia ensiformis. I1sso
indica que o espagamento entre o anel aromatico e a subunidade tioureia contribuiu
positivamente para a atividade inibitéria no derivado, visto que este apresentou um
ICs0 de 0,41 mM, atividade superior ao observado para o padrao, a tioureia (ICso =
0,50 mM).

Entre as ariltioureias, podemos observar que um substituinte retirador
de elétrons mais forte, como o nitro (LaSMMed 79), parece favorecer a inibigéo
enzimatica quando analisado em crescentes concentragbes. Este derivado
apresentou a maior poténcia de inibicao entre as ariltioureias, com um ICso de 0,46
mM, sendo mais potente que a padrio tioureia. Os derivados LaSMMed 78 e 80
também apresentaram uma boa poténcia de inibi¢ao, visto que, estatisticamente, sao
comparaveis a tioureia. As ariltioureias com o substituinte cloro e metila, LaSMMed
77 e 81, respectivamente, foram os derivados que demostraram a menor poténcia de
inibicdo para a urease de C. ensiformis, com valores de ICso correspondente a 0,57
mM.

3.7.2 Cinética Enzimatica e Determinagao da Constante de Inibicao (Ki)

A cinética enzimatica € uma quantificagado realizada com o intuito de
avaliar taxas, como velocidade de reagao e suas modificacdes devido a concentragao
de produtos e regentes, e como isto impacta nos mecanismos das reacdes
enzimaticas. O conceito principal de cinética esta atrelado a complementariedade do
ligante-proteina e a for¢a de interagdo do complexo nesse processo (PAPAMICHAEL
et al., 2019).

Em um sistema de inibicdo enzimatica, as enzimas estdo sujeitas a
inibicbes do tipo reversiveis e irreversiveis. Quando a inibigdo enzimatica é reversivel,
o inibidor pode apresentar trés formas de interagcdo com a enzima, gerando trés
modelos cinéticos principais (Figura 55): 1) Quando o inibidor é dito competitivo, este
tende a competir com o substrato pelo sitio ativo da enzima, de modo que, a medida
gue o inibidor ocupa o sitio ativo, impede que o substrato se ligue a enzima, obtendo-
se um complexo do tipo enzima-inibidor (El); 2) Quando o inibidor € dito incompetitivo,
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ira se ligar a um sitio de ligacao diferente do substrato, um sitio alostérico, de forma
que este tipo de inibigdo ocorre na formagao do complexo enzima-substrato, gerando
um complexo enzima-substrato-inibidor (ESI); 3) ha ainda a inibigado do tipo mista, em
que a substancia inibidora pode se ligar tanto a enzima livre (El), em um sitio
alostérico, quanto ao complexo enzima-substrato, formando o complexo enzima-
substrato-inibidor (ESI), diminuindo assim a atividade enzimatica. Ha ainda um caso
especial de inibicdo mista, chamada de ndo-competitiva, em que a substancia pode
ter a mesma afinidade pela enzima livre quanto pelo complexo enzima-substrato
(NELSON; COX, 2014).

Figura 55 — Resumo grafico dos tipos de interagées enzimaticas com o substrato (S)
e substancias inibidoras (l) e definigdes de diferentes modalidades de inibicao

E+S 2 ES — E+P

+ b
I I | Inibigdo Competitiva: a = ©« —Ki << aKi !

| Inibig&o Incompetitiva: Ki = = — aKi << Ki !

. i Inibicdo Mista: a > 1 — Ki < aKi i
Ki TJ, lTGK' i a<1— Ki>oKi |

: Inibigdo nao-competitiva: a = 1 — Ki = akKi
El+S «— ESI e

Fonte: Adaptado de Buker et al. (2019)
Legenda: E: enzima; S: Substrato; I: inibidor; ES: complexo enzima-substrato; EI: complexo enzima-
inibidor; ESI: complexo enzima-substrato-inibidor; Ki: constante de inibicdo; a: parametro alfa.

Como a velocidade de reacao é afetada pela quantidade de enzima
disponivel para reagao, os diferentes modos de ligagao irdo impactar a velocidade
maxima de reacao de modos diferentes. Em 1913, Michaelis-Menten postularam que,
se a velocidade inicial de uma reagao enzimatica versus a concentracado de substrato
apresenta uma dependéncia hiperbdlica, entdo essa reacdo segue a cinética de
Michaelis-Menten (NELSON; COX, 2014). Com isso, esses matematicos propuseram
que a metade da velocidade maxima (Vmax) de uma reagdo enzimatica é atingida em
uma determinada concentragao de substrato, valor esse denominado de constante de
Michaelis (Km) (NELSON; COX, 2014).

Assim, relacionando os modos de inibigdo com a cinética de
Michaelis-Menten temos que: Quando o inibidor for do tipo competitivo, o valor da Vmax

permanece inalterada, mas para que isso ocorra, precisara de uma maior
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concentragao de substrato, portanto, o valor de Kn ira mudar, sera maior (COPELAND,
2013). Quando a inibi¢cao for do tipo incompetitiva, tanto o valor de Vmax quanto o valor
de Kn, irdo diminuir com o aumento da concentracao do inibidor (COPELAND, 2013).
Em relacdo as inibicbes do tipo mista, a reagdo nado atingira a Vmax,
independentemente da concentragdo do substrato, pois parte das enzimas sempre
estardo ocupadas com o inibidor, porém o Ky, ira ser modificado de acordo com o grau
em que o inibidor afeta a afinidade da enzima pelo substrato (COPELAND, 2013).
Essa afinidade € quantificada pelo parametro Alfa (a), de modo que, se a > 1,0 a
preferéncia do inibidor é pela ligagdo com a enzima livre, gerando preferencialmente
o complexo enzima-substrato, contudo, se a < 1,0 entéo o inibidor tem maior afinidade
pelo complexo enzima-substrato (Figura 55). No caso especial em que a = 1,0,
definimos anteriormente como um inibidor do tipo ndo-competitivo e Ky ndo sera
afetado (COPELAND, 2013).

Além de K, Vmax € a, outro importante termo que temos que identificar
e quantificar nesse processo, € a constante de equilibrio para a dissociagao do
complexo enzima-inibidor (Ki). Esta constante de equilibrio é a medida de afinidade
da substancia com a enzima, de modo que, quanto menor for o valor dessa constante,
maior sera a afinidade de ligacao entre o complexo enzima-inibidor (NELSON; COX,
2014).

Assim, para facilitar a determinagao destas constantes, bem como a
visualizagdo do mecanismo de inibi¢cdo, a equagao de Michaelis-Menten (hiperbdlica)
pode ser algebricamente transformada para gerar um grafico linear de duplo-
reciproco, em que o eixo Y corresponde a 1/Voe o eixo X corresponde a 1/[S]. Essa
linearizagdo € conhecida como equacao/grafico de Lineweaver-Burk e sera
apresentada aqui em nossos resultados (NELSON; COX, 2014).

Portanto, para determinarmos o mecanismo de inibicdo das
substancias lideres em nosso estudo LAPSSO 208 e LaSMMed 77-81, avaliamos o
comportamento desses inibidores em duas concentragdes, 0,25 e 0,5 mM e também
na auséncia de inibidores, para determinarmos a velocidade maxima de reagao, sob
diferentes concentragbes do substrato ureia. Assim, um grafico hiberbdlico de
velocidade inicial (Vo) versus concentragéo de substrato (ureia) foi obtido para todas
as substancias e, para exemplificagcao, o grafico do LAPSSO 208 ¢ demonstrado na
Figura 56.
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Figura 56 - Grafico hiperbdlico do LAPSSO 208 como exemplificagdo do
comportamento de Michaelis-Menten na catalise enzimatica da urease
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Fonte: o proprio autor

Para a determinacao da cinética, foi realizado a reciproca da atividade
enzimatica ao longo do eixo Y e a reciproca da concentragdo de ureia no eixo X,
gerando o grafico de Lineweaver-Burk (Figura 57). Entao, o valor de K foi determinado
por meio da inclinacido da reta.

Os graficos de Lineweaver-Burk obtidos indicam que, com excecgao
do LaSMMed 80, as substancias apresentaram inibicdo do tipo mista frente a urease
de Canavalia ensiformis, uma vez que as linhas dos inibidores interceptam a linha do
controle (0,0 mM) em diferentes pontos do eixo Y no segundo quadrante do eixo X. O
LaSMMed 80 apresentou inibicdo do tipo competitiva, pois as linhas de inibi¢gao (0,25
e 0,50 mM) interceptam no mesmo ponto do controle no eixo Y, indicando que a Vmax

da reagao nao foi alterada, independente da concentracao do inibidor.
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Figura 57 — Graficos de Lineweaver-Burk para as substancias lideres na presenga a
(e) 0,50 mM e (m) 0,25 mM de inibidor e na auséncia (*) deles
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Fonte: o proprio autor

As substancias apresentaram Vmax que variaram de 732 a 741 ymol
de NH4* por minuto por miligrama de proteina, enquanto os valores de K, variaram de
0,65 a 0,67 mM (Tabela 9).
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Tabela 9 — Pardmetros cinéticos das substancias lideres na CEU

i i N NH
WNJ\NHZ /©/ \[S]/ ’
R
LAPSSO 208 LaSMMed 77-81
Substancias R Ki(mM) Alfa (@) Km (MM)  Vmax (umol min")
LAPSSO 208 - 0,060 11,39 0,66 734,80
LaSMMed 77 CI 0,089 6,00 0,66 735,50
LaSMMed 78  Br 0,11 9,75 0,67 741,30
LaSMMed 79 NO: 0,13 6,13 0,65 733,50
LaSMMed 80 OCHs; 0,080 - 0,66 737,50
LaSMMed 81 CH;s 0,10 4,88 0,65 732,30

Fonte: o proprio autor
Legenda: Ki: constante de inibicdo; Km: constante de Michaelis; Vmax: Velocidade maxima.

Dentre as substancias lideres avaliadas, LAPSSO 208 apresentou a
maior afinidade pela urease, com valor de Ki de 0,06 mM, seguido por LaSMMed 80
com Ki de 0,08 mM e LaSMMed 77 com Ki de 0,09 mM. O parametro a apresentou
valor maior que 1 para todos os inibidores mistos (LAPSSO 208, LaSMMed 77-79 e
LaSMMed 81). Nesses casos, as linhas de intersegdo convergiram para a esquerda
do eixo Y e acima do eixo X. Isso indica maior afinidade de ligacéo pela enzima livre,
para formagao do complexo enzima-inibidor, que pelo complexo enzima-substrato ja
formado. Quanto maior o valor de a, maior a preferéncia de ligagéo pela enzima livre
portanto, o modelo de inibicdo mista se aproxima mais da inibi¢ao do tipo competitiva
(COPELAND, 2013). Dentre os inibidores mistos avaliados, LAPSSO 208 foi a
substancia que apresentou o maior valor de a (11,39) e, portanto, é a substancia que
tem mais afinidade pela formagao do complexo enzima-inibidor.

Semelhante comportamento de afinidade foram observados por Li e
colaboradores (2020), Imran et al. (2020), Rezaei et al. (2021) e Mamidala et al. (2021)
(trabalhos descritos na introducéo) para as substancias mais promissoras em seus
estudos. Neles, os autores descrevem que pelo menos uma de suas substancias
testadas sao inibidores mistos, com maior afinidade pela enzima livre, para formacéao
do complexo urease-inibidor que para a formacao do complexo ternario urease-urea-
inibidor (K’ > Ki).

Assim, com os resultados obtidos, em que a formagado do complexo

enzima-inibidor é favorecida ao invés do complexo enzima-substrato em um
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mecanismo do tipo misto, este trabalho fica com a perspectiva de realizar a analise in
silico da interacdo da enzima com o inibidor em um sitio alostérico.

Como visto no topico de Mapeamento dos Sitios de Ligacdo das
Ureases de H. pylori e C. ensiformis, a CEU possui dois sitios de ligagcéo fortes em um
local distante do sitio ativo (Figura 33). E provavel que as substancias estejam
interagindo com o alvo em algum desses sitios e, assim, impedindo a formagao do
complexo urease-urea, diminuindo a atividade da enzima. Assim sendo, a
investigagdo do modo de interagdo das substancias LAPSSO 208, LaSMMed 77-79
e LaSMMed 81 por simulagbes computacionais, nesses sitios alostéricos
identificados, seriam complementares e interessantes para uma melhor compreensao

do mecanismo de inibicdo promovido por essas substancias.

3.8 INIBICAO ENZIMATICA E ICso EM EXTRATO BRUTO DE UREASE DE CRYPTOCOCCUS

NEOFORMANS

Para complementar nosso estudo, buscamos avaliar como seria a
atividade inibitoria das substancias selecionadas no processo de triagem virtual como
inibidoras do extrato bruto da urease de Cryptococcus neoformans (CNU).

A extragcao da CNU ocorreu conforme metodologia descrita por Liu e
colaboradores (2018) para a extragao de urease de H pylori, com modificagbes. De
modo geral, apos o crescimento das leveduras, foi realizada a concentragdo das
proteinas por centrifugacéo, seguido de lavagem para retirar resquicios do meio de
crescimento e entao as leveduras foram ressuspensas em tampao fosfato de sddio
(100 mM, pH 8,0) e congeladas em ultra freezer (-80 °C). Posteriormente, foi realizada
a lise das células por mistura vigorosa, com auxilio de pérolas de vidro e vortex, e
nova concentragao em centrifuga para retirada dos detritos celulares. O sobrenadante
foi purificado em coluna de Sephadex® G-50 para retirada de contaminantes e detritos
celulares. Por fim, foi realizada a ativacao da enzima por meio da adicdo de uma
solugéo de bicarbonato de sédio (NaHCO3, 100 mM) e cloreto de niquel (NiCl2, 100
MM), conforme proposto por Park e Hausinger (1995). O produto desta ativagao
corresponde ao extrato bruto de CNU utilizado para os ensaios enzimaticos.

Assim os testes de inibigdo %IE com CNU foram realizados pelo

mesmo método descrito para CEU, conforme a reacdo do indofenol, e nas mesmas



124

propor¢cdes de mistura reacional, descrito na segdo Ensaios enzimaticos (p. 144).
Como parte das substéncias selecionadas na triagem virtual precipitaram no meio,
quando realizado a %IE com CEU, o teste em CNU foi realizado apenas para as
substancias que foram soluveis anteriormente. O resultado esta disposto na Tabela
10.

Tabela 10 — Atividade inibitoria das substancias selecionadas na triagem virtual e
tioureia (2,0 mM) frente ao extrato bruto de urease de Cryptococcus neoformans

o) (0]
(0] S H
o) X N_ _NH,
e | H w”k”ﬁ /@/ \n/
o O/ > (0] \©\ R °
Cl

LaSMMed 69 L aSMMed 72 LAPSSO 203-212 LaSMMed 77-81
Substancia R %IE £ DP Substancia R %IE £ DP
LaSMMed 69 - Na LAPSSO 212° 4-CHsPh 2,61 0,48
LaSMMed 72 - Na LaSMMed 77¢ Cl 92,81+ 0,54
LAPSSO 2037 CHs 80,77 £ 0,07 LaSMMed 78° Br 91,81 +0,18
LAPSSO 206° (CH2)sCH; 73,88 +0,88 LaSMMed 79° NO- 92,74 £ 0,18
LAPSSO 208° H 91,87 +0,49 LaSMMed 80° OCHs3 93,24 + 0,05
LAPSSO 210 4-OCH3Ph Nd LaSMMed 81° CHs 92,89 £ 0,18
LAPSSO 2114 4-FPh 69,28 + 1,94 Tioureia® - 92,19+ 0,36

Fonte: o proprio autor

Legenda: %IE: porcentagem de inibicdo enzimética, DP: desvio padrdo dos experimentos realizados
em triplicata; Na: ndo ativo; Nd: ndo determinado (insoluvel). Letras distintas indicam diferenca
significativa entre os valores pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05), calculado no Sisvar (FERREIRA,
2019)

Para CNU, podemos observar que o padrdo de inibicdo das
substancias se manteve similar ao que observamos anteriormente para CEU. Os
derivados de tioureia monossubstituidos LAPSSO 208 e LaSMMed 77-81 foram os
compostos mais ativos da nossa quimioteca, com uma excelente %IE, acima de 90%,
comparavel ao inibidor padrao, a tioureia. Os derivados do acido cindmico, LAPSSO
203-211, apresentaram uma melhora na atividade anti-ureolitica se comparados aos
valores obtidos para CEU. Anteriormente a %IE foi na casa de 20-40%, enquanto para
CNU as substancias apresentaram valores na casa de 70-80%. Enquanto que para
CEU, LAPSSO 203 € LAPSSO 206 apresentaram valores de inibicao estatisticamente
semelhantes em aproximadamente 35%, os mesmos derivados quando avaliados
para CNU apresentam valores distintos, de 81% e 74%, respectivamente, indicando

que substituintes com menor volume molecular sao preferiveis para CNU. Este
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mesmo indicio pode ser verificado pelo fato de que as substancias LaSMMed 69 e
LaSMMed 72, que sdo mais planares e possuem um maior volume estrutural, que
haviam mostrado uma pequena atividade inibitoria para CEU (17 e 4%,
respectivamente), agora foram inativos para CNU. Além disso, LAPSSO 212 também
apresentou uma diminui¢cdo na inibicao enzimatica, de 13% em CEU para quase 3%
em CNU.

Portanto, considerando os bons valores de inibicdo observados para
as substancias LAPSSO 208 e LaSMMed 77-81, buscamos investigar a poténcia
desses inibidores em diferentes concentragdes por meio da determinagédo do ICso
(Tabela 11).

Tabela 11 — Determinacao do ICso das substancias lideres LAPSSO 208 e LaSMMed
77-81 frente ao extrato bruto de CNU

0 i H NH

2
Q/VJ\N)J\NHZ /©/ \H/
H S
R

LAPSSO 208 LaSMMed 77-81
Substancias R ICso (MM) £ DP

LAPSSO 208° - 0,337 £ 0,006

LaSMMed 77° Cl 0,342 + 0,005

LaSMMed 78° Br 0,358 + 0,008

LaSMMed 79° NO. 0,355+ 0,003
LaSMMed 80° OCHs 0,340 £ 0,006
LaSMMed 81° CHs 0,378 £ 0,002

Tioureia® - 0,265 £ 0,005

Fonte: o proprio autor

Legenda: ICsp: metade da concentragcéo inibitéria maxima; DP: desvio padrdo dos experimentos
realizados em triplicata. Letras distintas indicam diferenca significativa entre os valores pelo teste de
Scott-Knott (P < 0,05), calculado no Sisvar (FERREIRA, 2019)

Assim como observado para CEU, a LAPSSO 208 foi a substancia
que apresentou a maior poténcia de inibicdo, com ICsp de 0,34 mM que,
estatisticamente, ndo difere das ariltioureias LaSMMed 77 e 80. Diferentemente do
que observamos para a CEU, em que um grupo retirador de elétrons forte como o nitro
parecia favorecer a atividade enzimatica das ariltioureias, para CNU, um grupo doador

de elétrons forte como a metoxila (LaSMMed 80) parece favorecer mais a atividade
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inibitéria. O derivado metilado LaSMMed 81 foi a substancia que apresentou o menor
potencial de inibicdo para CNU, entre as substancias analisadas, com ICso de 0,38
mM.

O resultado obtido para CNU corrobora com o padrdo de inibicdo
observado na cinética enzimatica, em que as substancias mais ativas foram LAPSSO
208 (Ki = 0,06 mM), LaSMMed 80 (Ki = 0,08 mM) e 77 (Ki = 0,09 mM),
respectivamente.

Outro fator interessante observado é que todas as substancias
apresentaram valores de ICso entre 0,34 a 0,38 mM, enquanto o inibidor padrao
apresentou ICsp de 0,26 mM. Isso confirma a hipétese levantada de que inibidores
com um menor volume molecular sejam favorecidos no processo de inibi¢ao da urease

de Cryptococcus neoformans.

3.9 ANALISE IN SiLICO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E FARMACOCINETICAS DAS

SUBSTANCIAS PROMISSORAS

A fim de complementar este estudo, fez-se também a predi¢cao das
propriedades fisico-quimicas relacionadas a farmaco-similaridade e farmacocinéticas
das substancias lideres, por meio da plataforma SwissADME (DAINA et al., 2017).
Nesta plataforma, foram realizados diversos calculos que auxiliam no processo de
analise de permeabilidade pelas membranas de novas substancias, tais como a area
de superficie polar topoldgica (TPSA), a quantidade de grupos doadores de ligagao
de hidrogénio (DLH), quantidade de grupos aceptores de ligagao de hidrogénio (ALH)
e numero de ligagdes rotacionaveis (NLR), além de propriedades como coeficiente de
lipofilicidade (cLogP) e solubilidade em agua (LogS) (Tabela 12).

Este estudo permite a avaliacdo de propriedades fisico-quimicas que
podem indicar se as substancias bioativas apresentariam caracteristicas farmaco-
similares (drug-likeness) no que diz respeito a biodisponibilidade oral e, assim,
priorizar candidatos que possuam esse perfil. Uma das maneiras mais utilizadas de
verificacao desses parametros € por meio das Regras de Lipinski, ou a regra dos 5,
como também é conhecida. Essa classica proposta sugere que, para que uma
substancia possua um bom perfil de solubilidade e permeabilidade das membranas,

gquando administrado por via oral, deve possuir caracteristicas como: massa molar
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(MM) menor ou igual a 500 g mol-!, cLog P menor a 5, menos de 10 aceptores de
ligacédo de hidrogénio (N+O) e menos de 5 grupos doadores de hidrogénio (NH+OH)
(LIPINSKI et al., 2012).

Como podemos verificar pelos dados apresentados na Tabela 12,
todos os compostos possuem perfis similares a farmacos, pois apresentaram todas
as caracteristicas em acordo as Regras de Lipinski. Todos as substancias
apresentaram MM abaixo de 500 g mol', entre 166,24 — 231,11 g mol'; boa
lipossolubilidade, pois quanto menor o valor de cLogP, mais hidrossoluvel é a
substancia e os compostos em questao apresentaram uma boa concordancia de
valores com cLogP entre 0,88 — 2,14; ALH também esta dentro dos limites, entre 0 —
2. Quanto ao numero de atomos DLH nao houve diferenga entre as estruturas,

permanecendo em consenso de 2 interacdes possiveis.

Tabela 12 — Propriedades fisico-quimicas das substancias selecionadas no processo
de triagem virtual

0 i H NH
©/§)J\NJ\NH2 O Yo
H S
R
LAPSSO 208 LaSMMed 77-81

Substancia R MM (g mol?) cLogP ALH DLH NLR TPSA (A)
LAPSSO 208 - 206,26 1,63 1 2 4 87,21
LaSMMed 77 Cl 186,66 2,01 0 2 2 70,14
LaSMMed 78 Br 231,11 2,14 0 2 2 70,14
LaSMMed 79 NO- 197,21 0,88 2 2 3 115,96
LaSMMed 80 OCHs 182,24 1,32 1 2 3 79,37
LaSMMed 81 CHs 166,24 1,60 0 2 2 70,14

Fonte: o proprio autor

Legenda: MM: Massa molecular; cLogP: consenso do coeficiente de particdo éleo/agua; ALH: numero
de aceptores de interagdo de hidrogénio; DLH: Numero de doadores de interagéo de hidrogénio; NLR:
Numero de ligagbes rotacionaveis; TPSA: area de superficie polar; LogS: coeficiente de solubilidade
em agua.

Além dessas caracteristicas, extensdes as regras de Lipinski foram
desenvolvidas ao longo dos anos e, entre as mais significativas esta a extensao de
Veber, que sugere que uma molécula tera melhor biodisponibilidade oral se
apresentar uma area superficial topoldgica (TPSA) n&o superior a 140 A, soma de
ALH e DLH menor ou igual a 12 e valor menor ou igual a 10 ligagdes rotacionaveis
(NLR) em sua estrutura, independente da MM dos compostos (VEBER et al., 2002).

O TPSA esta relacionado a uma previsao de transporte da substancia
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e, em geral, se correlaciona muito bem com a absorgéo intestinal humana (BARRET,
2018). As substancias apresentaram valor de TPSA entre 70,14 e 115,96 A, indicando
boa permeabilidade das moléculas pelas membranas plasmaticas celulares. Além
disso, o numero de ligagdes rotacionaveis, que avalia a flexibilidade dos ligantes e
esta relacionado ao custo entropico para mudanga de conformacido, também
influencia na taxa de permeacédo do composto pelas membranas. Os derivados de
tioureia apresentam NLR entre 2 e 4, de acordo com as regras de extensao, portanto,
boa permeabilidade entre as membranas celulares. Para nenhuma substancia
observou-se um numero maior que 12 para a soma de ALH e DLH.

Outros parametros farmacocinéticos relacionados a absor¢cdo como a
absor¢cdo no trato gastrointestinal (TGIl) e substrato da glicoproteina-P (Pg-p);
parametros de distribuicdo como permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE)
e parametros de metabolismo como inibicdo de enzimas pertencentes a superfamilia
do citocromo P-oxidase (CYP450) também foram preditos para as substancias e estao

dispostos na Tabela 13.

Tabela 13 — Parametros preditos de farmacocinética para as substancias lideres

Substancias Absorcio Permeacido Substrato Inibicdo CYP450

TGl BHE Pg-P 1A2 2C19 2C9 2D6 3A4
LAPSSO 208 Alta Nao Nao Sim Nao Nao Nao Nao
LaSMMed 77 Alta Sim Nao Sim Nao Sim Nao Nao
LaSMMed 78 Alta Sim Nao Sim Nao Sim Nao Nao
LaSMMed 79 Alta Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
LaSMMed 80 Alta Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
LaSMMed 81 Alta Sim Nao Sim Nao Nao Nao Nao

Fonte: o proprio autor

Legenda: Absorgdo TGI: Absorgao no trato gastrointestinal; Permeacdo BHE: capacidade de permear
a barreira hematoencefalica;, Substrato Pg-P: interagdo com a glicoproteina P; Inibicdo CYP450:
inibicdo da familia citocromo P oxidase. Destaque em cinza para as substancias que apresentaram o0s
melhores perfis farmacocinéticos preditos.

Todas as substancias selecionadas possuem alta probabilidade de
serem absorvidas pelo trato gastrointestinal e apenas a LAPSSO 208 e LaSMMed 79
e 80, ndo séo capazes de permear a BHE. No nosso caso, isso ndo chega a ser um
problema, visto que em casos de meningite criptococica, o desejavel é que o
medicamento consiga permear o sistema nervoso central (SNC) para que o
tratamento seja mais efetivo (SPADARI et al., 2020). Esse fato pode ser reforcado

pelo fato de que os farmacos utilizados para o tratamento sistémico da criptococose,
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fluconozol (8) e flucitosina (9), conseguem permear a BHE. Apenas a anfotericina B
(7), devido a sua alta MM, tem uma baixa permeabilidade pelo SNC. Assim sendo,
independente da predigdo aparentemente negativa de permeacdo da BHE, as
substancias ainda poderiam auxiliar no tratamento da criptococose.

Transportadores de efluxo como a glicoproteina-P, desempenham um
papel fundamental na absorgéo e disposi¢cao do farmaco. No intestino, a glicoproteina-
P atua como uma bomba de efluxo transmembrana, bombeando seus substratos de
volta para o lumen, diminuindo sua absorcdo, desta forma farmacos que induzem a
glicoproteina-P, podem reduzir a biodisponibilidade de alguns outros farmacos
(FINCH; PILLANS, 2014). Dentre as substancias analisadas nenhuma apresentou
probabilidade de ser substrato da Pg-p.

Com relacédo a interacdo das substancias com o citocromo P450
(CYP450), observou-se que algumas das substancias interagem com pelo menos uma
isoforma desta familia. A CYP450 é uma superfamilia de isoenzimas responsaveis
pela ativacdo, desativagido e excrecdo de xenobiodticos (TESTA; KRAMER, 2007).
Essas enzimas fazem a biotransformacdo metabdlica de diversos farmacos, o que
resulta muitas vezes em interacées medicamentosas indesejaveis e diminuicdo da
depuragéo dos farmacos. Assim, um regime terapéutico com a inclusao de indutores
da CYP450, quando administrados concomitantemente com outro medicamento,
resulta na redugao da efetividade de um dos farmacos; quando inibidores da CYP450
geram como consequéncia o aumento da toxicidade do medicamento afetado pela
interagao e, no caso de o medicamento ser um pré-farmaco e necessitar da atividade
da CYP, provavelmente sua efetividade ira diminuir (DOLIGALSKI et al., 2012). A
plataforma SwissADME prevé a interacdo dos compostos com cinco isoformas da
CYP450, a CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4. LAPSSO 208 e
LaSMMed 81 podem ser inibidoras da isoforma 1A2, enquanto que LaSMMed 77 e
78 podem ser inibidoras desta mesma isoforma e da 2C9.

Portanto, dentre as substancias analisadas, LaSMMed 79 e 80
(destacadas na Tabela 13), sdo as substancias que apresentam os melhores
parametros farmacocinéticos, uma vez que que possuem alta absorcdo no TGlI, nao
permeiam a BHE, ndo atuam como substrato da Gp-P e nao sao inibidoras de

nenhuma das isoformas da CYP450 preditas.
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4 METODOLOGIA

4.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

Os solventes e reagentes, para fins sintéticos, foram tratados,
destilados e secos, conforme necessidades requeridas nas metodologias adotadas e
de acordo com os processos descritos por Armarego e Chai (ARMAREGO; CHAI,
2003). O processo de monitoramento das reacgbes foi realizado através da
cromatografia em camada delgada (CCD), em cromatofolhas de aluminio de silica gel
60 F-254 com espessura de 0,25 mm com indicador para UV (254 nm), marca Merck.
Os eluentes foram preparados volume a volume (v/v) e a revelagdo das substancias
em CCD foi realizada em lampada de UV (254-366 nm) ou em solugéo etandlica de

ninhidrina a 2% (p/V) ou em vanilina sulfurica.

4.2 METODOS DE CARACTERIZACAO

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrémetro Bruker
modelo Avance lll, operando a 400 MHz para 'H e 100 MHz para '3C, equipado com
sondas multinucleares de 5 mm. Estes espectros foram registrados utilizando
solventes deuterados como cloroférmio (CDCls, 7,26 ppm) ou dimetilsulfoxido (DMSO-
ds, 2,50 ppm). O software utilizado para o processamento dos espectros de RMN foi
o MestReNova (v14.1.2). As areas dos sinais foram obtidas por integracao eletrénica,
e suas multiplicidades foram descritas como: simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t),
quarteto (q), duplo dupleto (dd), duplo duplo-dupleto (ddd) e multipleto (m). As

constantes de acoplamento (J) foram relatadas em Hz.

4.3 SINTESE DOS INDOIS, ARILTIOUREIAS E DERIVADOS DO ACIDO CINAMICO PRESENTES NA
QUIMIOTECA DO LASMMED

4.3.1 Procedimento Geral para a Sintese dos Derivados Indodlicos (LaSMMed 34-36,



131

74)

A sintese dos derivados inddlicos seguiu o procedimento experimental
ja aplicado em nosso grupo de pesquisa, com modificagées (SILVA, 2020). De modo
geral, em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foram adicionados o cloridrato de
fenilhidrazina correspondente (3,0 mmol, 1,1 eq), a acetofenona correspondente (1,0
eq) e cerca de 10-12 mL de tolueno. A mistura reacional foi colocada sob agitagcéo
magnética e refluxo (110 — 112 °C) por cerca de 3 min e, em seguida, adicionou-se o
acido p-toluenosulfénico (5,0 eq). A reagcdo permaneceu sob constante agitagao e
refluxo por um periodo que variou de 4 a 24h, sendo acompanhada por cromatografia
em camada delgada (CCD), até o consumo total do reagente limitante. Por fim, o
tolueno foi evaporado a presséao reduzida, fornecendo produtos como sélidos impuros.
Esses foram devidamente purificados por recristalizagdo em metanol, obtendo-se os
indois LaSMMed 34-36, 74 em rendimentos que variaram de 23 a 49%.

2-(4-metoxifenil)- 5-cloro-1H-indol (LaSMMed 34): Sélido bege perolado; 38%. Pf:

Clus b 3 154 239-241 °C. Lit: 236-238 °C (BELLEZZA et al., 2019).
of: RMN de 'H [DMSO-ds, 400 MHz] 5: 11,64 (s, 1H), 7,77

7 Hi M2 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,50 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,37 (d, J =
LaSMMed 34 8,6 Hz, 1H), 7,04 (td, J = 8,7, 2,3 Hz, 3H), 6,73 (d, J =

2,2 Hz, 1H), 3,79 (s, 3H). RMN de 3C [DMSO-ds, 100 MHz] &: 159,56, 139,97, 135,84,
130,48, 127,04, 124,77, 124,24, 121,36, 119,19, 114,88, 112,97, 97,55, 55,67. Lit:
RMN de 'H [DMSO-ds, 300 MHz] &: 8,33 (br, 1H), 7,86—7,80 (m, 2H), 7,51 (d, J = 2,0
Hz, 1H), 7,39 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,05-6,99 (m, 3H), 6,74 (d, J = 0,7 Hz, 1H), 3,80 (s,
3H). RMN de 3C [DMSO-ds, 75 MHz] &: 159,03, 139,65, 135,54, 130,00, 126,62,
124,48, 123,61, 120,70, 118,59, 114,35, 112,59, 96,87, 55,19. (BELLEZZA et al.,
2019)

2-(4-bromofenil)-5-cloro-1H-indol (LaSMMed 35): Cristal castanho; 23%. Pf: 206-
ClLs b 3 154 208 °C. Lit: 206-207 °C (HOMES et al., 2006). RMN de H
Br [DMSO-ds, 400 MHz] &: 11,83 (s, 1H), 7,80 (d, J = 8,7 Hz,

7 H MW 2H), 7,66 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,57 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,40
L-aSMMed 35 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,11 (dd, J = 8,7, 2,2 Hz, 1H), 6,92 (d,
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J = 2,3 Hz, 1H). RMN de "¥C [DMSO-ds, 100 MHz] 5: 138,15, 135,71, 131,96, 130,99,
129,72, 127,15, 124,11, 121,88, 120,91, 119,29, 112,93, 99,09. Lit: RMN de 'H
[DMSO-ds, 400 MHZ] &: 6,91 (s, 1H, H3), 7,11 (dd, 1H, Js7 = 8,6, Js4= 2,0, H6), 7,40
(d, 1H, J76 = 8,6, H7), 7,57 (d, 1H, Jas= 1,9, H4), 7,66 (d, 2H, J = 8,5, 2ArH), 7,80 (d,
2H, J = 8,5, 2ArH), 11,79 (s, 1H, NH). RMN de 3C [DMSO-ds, 100 MHz] 5: 99,0, 112,8,
119,2, 120,8, 121,8, 124,1, 127,1, 129,7, 130,9, 131,9, 135,7, 138,1. (HOMES et al.,
2006)

Acido 4-(5-cloro-1H-indol-2-il)benzéico (LaSMMed 36): Sélido amarelo; 23%. Pf:

cls s 151 339-340 °C. RMN de 'H [DMSO-ds, 400 MHz] 5: 13,02
OH (s, 1H), 11,92 (s, 1H), 8,14 — 7,87 (m, 4H), 7,60 (s, 1H),

; S HT o112 7,43 (d, J=8,7 Hz, 1H), 7,13 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,03 (s,
LaSMMed 36 1H). RMN de ™C [DMSO-ds, 100 MHz] &: 166,99,

138,09, 135,94, 135,72, 130,04, 129,58, 125,05, 124,17, 122,24, 119,49, 113,04,
100,19.

5-fluoro-2-phenyl-1H-indole (LaSMMed 74): Sdlido lilds acinzentado; 49%. Pf: 178-
Fo % s 1514 180 °C. Lit: 178-179 °C (SAKAI et al., 2008). RMN de 'H
13 [CDCls, 400 MHz] &: 8,33 (s, 1H), 7,65 (dd, J = 8,4, 1,3 Hz,
7 H1 T T2 9H) 7,45 (t, J=7,7 Hz, 2H), 7,39 — 7,26 (m, 3H), 6,94 (td, J =
LaSMMed 74 9,0, 2,6 Hz, 1H), 6,79 (d, J = 2,4 Hz, 1H). RMN de 3C [CDCls,
100 MHz] &: 158,32 (d, J = 234,8 Hz), 139,80, 133,45, 132,16, 129,8, 129,22, 128,17,
125,34, 111,61 (d, J = 9,9 Hz), 110,76 (d, J = 26,0 Hz), 105,52 (d, J = 23,8 Hz), 100,19
(d, J = 4,8 Hz). Lit: RMN de H [CDCls, 500 MHz] &: 8,33 (br, 1H; NH), 7,65 (dd, J =
1,5, 3,5 Hz, 2H; ArH), 7,45 (t, J = 7,5 Hz, 1H; ArH), 7,26-7,37 (m, 2H; ArH), 6,94 (dt,
J =25, 9,5 Hz, 1H; ArH), 6,79 (m, 1H; ArH). RMN de "3C [CDCls, 125 MHz] &: 158,2
(d, J= 933,5 Hz; CF), 139,7 (C), 133,3 (C), 132,0 (C), 129,6 (d, J = 42,0 Hz; C), 129,1
(CH), 128,0 (CH), 125,2 (CH), 111,4 (d, J = 38,0 Hz; C), 110,6 (d, J = 105,0 Hz; CH),
105,4 (d, J = 93,5 Hz; CH), 100,1 (d, J = 19,0 Hz; CH).(MAIZURU et al., 2011)

4.3.1.1 Procedimento para a sintese do éster indélico LaSMMed 34

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, acondicionado em um
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banho de gelo, foram adicionados 10 mL de metanol. Em seguida, sob agitagcéo
magneética, o cloreto de tionila (SOCl2 — 5 eq.) foi gotejado lentamente sobre o metanol,
mantendo-se a solugdo em banho de gelo durante toda a adigdo. Na sequéncia, a
mistura reacional foi arrefecida a temperatura ambiente e, em uma unica porc¢ao, fez-
se a adi¢cdo do acido indodlico LaSMMed 36 (2,0 mmol, 1,0 eq.). A mistura reacional
foi mantida sob agitagdo magnética constante a temperatura ambiente por cerca de
24h, até o término da reacéo, confirmado por CCD. Entao, o solvente foi evaporado a

pressao reduzida, fornecendo um sdlido branco amorfo com 70% de rendimento.

Metil 4-(5-cloro-1H-indol-2-il)benzoato (LaSMMed 37): Solido branco; 70%. Pf: 229-

Cls A 3 151 10 231°C. RMN de 'H [DMSO-ds, 400 MHZ] 5: 11,94 s,
(;8 1H), 8,02 (q, J = 8,6 Hz, 4H), 7,61 (s, 1H), 7,44 (d, J =

7 CHY M a2 8,7 Hz, 1H), 7,14 (dd, J = 8,7, 2,0 Hz, 1H), 7,05 (s, 1H),
LaSMMed 37 3,88 (s, 3H). RMN de ™3C [DMSO-ds, 100 MHz] :

166,35, 138,34, 136,55, 136,45, 130,34, 130,01, 128,80, 125,60, 124,67, 122,81,
119,99, 113,53, 100,87, 52,61. Lit: (HAN et al., 2018)

4.3.2 Procedimento Geral para a Sintese das Ariltioureias (LaSMMed 77-81)

A sintese das ariltioureias (LaSMMed 77-81) seguiu o procedimento
descrito por Kataria e colaboradores, com modificagdes (KATARIA; KHATKAR, 2019).
Em suma, em um baldo de fundo redondo de 25 mL, adicionou-se a anilina
corresponde (16 mmol, 1,0 eq.), seguido da adigdo gota a gota de 5 mL de acido
cloridrico concentrado, sob constante agitagdo. A reacdo permaneceu a temperatura
ambiente e agitagdo magnética por cerca de 5-10 min, até mudanga do aspecto do
meio reacional, quando entao fez-se a adicdo de uma solucgao de tiocianato de aménio
(NH4SCN - 1,5 eq.), previamente dissolvido em 6 mL de agua destilada. A mistura
reacional foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente por mais 15 min, até
mudanca visual e, em seguida, a reacao foi colocada sob aquecimento (70-80 °C).
Apos cerca de 30 min, observou-se a dissolugao do solido presente no meio e, apos
mais algumas horas, a mudancga de coloragdo do meio. Por fim, a mistura reacional
permaneceu sob agitacdo e aquecimento por 24 — 26h. A reacao foi vertida em um

béquer contendo gelo picado, agitada, e o precipitado formado foi filtrado a vacuo. A



134
purificagdo dos produtos ocorreu por meio de lavagem com metanol (2 x 10 mL),
obtendo-se as ariltioureias LaSMMed 77-81 em rendimentos que variaram de 38 a

48%.

1-(4-clorofenil)tioureia (LaSMMed 77): Cristal branco; 35%. Pf: 171-172 °C. Lit: 172

; °C (HAY et al., 2010) . RMN de 'H [DMSO-ds, 400 MHz] &: 9,76
6

5/©1N\?]/’;‘H2 (s, 1H), 7,49 — 7,42 (m, 2H), 7,40 — 7,34 (m, 2H), 3,36 (s, 1H).
Cl s 2 S RMN de *C [DMSO-ds, 100 MHz] &: 181,63, 138,67, 128,94,

3

LasMMed 77 128,55, 125,03. Lit: RMN de 'H [DMSO-ds, 300 MHz] &: 7,37—
7,51 (m, 6 H), 9,78 (s, 1 H). RMN de 13C [DMSO-ds, 75 MHz] &: 124,6, 128,1, 1285,
138,2, 181,2. (KATRITZKY et al., 2004)

1-(4-Bromofenil)tioureia (LaSMMed 78): Cristal amarelo; 50%. Pf: 172-173 °C. Lit:
|i| . 171 °C (GUPTA et al., 2010). RMN de 'H [DMSO-ds, 400 MHz]
5 1 N\ﬁ/"“"z 0:9,77 (s, 1H), 7,52 — 7,46 (m, 2H), 7,44 — 7,38 (m, 2H), 3,41 (s,
Br a7 2 S 1H). RMN de 3C [DMSO-ds, 100 MHZz] &: 181,58, 139,11, 131,84,
LaSMMed 78 125,32, 116,66. Lit: RMN de "H [DMSO-ds, 300 MHZz] &: 6,05 (s,
2H),7,14 (d,J=10,2,2H),7,21(d, J=10,2, 2 H), 7,62 (s, 1 H). RMN de *C [DMSO-

ds, 75 MHZz] &: 116,4, 124,7, 131,3, 138,7, 181,2. (HERR et al., 2000)

6

1-(4-Nitrofenil)tioureia (LaSMMed 79): Sélido castanho; 38%. Pf: 197-198 °C. Lit:

. 198 °C (SAHU et al., 2010). RMN de 'H [DMSO-ds, 400 MHz]
6

5©N\E/NH2 5: 10,29 (s, 1H), 8,21 — 8,15 (m, 2H), 7,88 — 7,81 (m, 2H), 3,37
O P2 S (s, 2H). RMN de 13C [DMSO-ds, 100 MHz] &: 181,29, 146,07,

LaSMMed 79 142,18, 124,50, 120,87.

1-(4-metoxifenil)tioureia (LaSMMed 80): Sdlido cinza; 48%. Pf: 211-212 °C. Lit: 209-

' 210 °C (KATRITZKY et al., 2004). RMN de "H [DMSO-ds, 400
6
i@N\%NHzQ MHz] 5: 9,48 (s, 1H), 7,22 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 6,93 — 6,87 (m,
1
P gFz S 2H), 3,73 (s, 3H), 3,36 (s, 1H). RMN de *C [DMSO-ds, 100
3
LaSMMed 80 MHz] &: 181,12, 156,59, 131,73, 125,57, 113,99, 55,25. Lit:

RMN de 'H [DMSO-ds, 300 MHz] &: 3,74 (s, 3 H), 6,90 (d, J=
8,8 Hz, 2 H), 7,23 (d, J= 8,8 Hz, 2H), 7,24-7,62 (m, 2H, NH2), 9,48 (s, 1 H, NH). RMN
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de 3C [DMSO-ds, 75 MHz] &: 55,2, 114,0, 125,6, 131,7, 156,68, 181,1. (KATRITZKY et
al., 2004)

1-(p-tolil)tioureia (LaSMMed 81): Sdlido branco; 46%. Pf: 189-191 °C. Lit: 190 °C
. s (SAHUetal, 2010). RMN de 'H [DMSO-ds, 400 MHz] 5: 9,58 (s,
;@Nﬁ/“”z 1H), 7,23 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,13 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 3.35 (s,
> S 1H), 2,26 (s, 3H). RMN de '3C [DMSO-ds, 100 MHz] 5: 180,92,
LasMMed 81 136,41, 133,72, 129,20, 123,36, 20,51. Lit: RMN de H [DMSO-
ds, 300 MHz] &: 2,37 (s, 3 H), 6,04 (s, 2 H), 7,12 (d, J = 10,1, 2 H), 7,24 (d, J = 10,1, 2
H), 7,81 (s, 1 H). RMN de 13C [DMSO-ds, 75 MHz] 5: 20,5, 123,3, 129,2, 133,6, 1366,
181,1. (HERR et al., 2000)

4.3.3 Procedimento Geral para a Sintese dos Derivados do Acido Cinamico (LAPSSO
203-212)

As substancias derivadas do &acido cinamico, que compdem a
quimioteca do LaSMMed, foram sintetizadas por nosso grupo de pesquisa conforme
metodologia descrita por Brito et al., (2015), com modificagdes. Em um baldo de fundo
redondo de 500 mL, uma solugéo de acido cinamico (100 mmol), dissolvido em 250
mL de diclorometano, foram adicionados 1,0 mL de dimetilformamida e 125 mmol de
SOCI». A mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitagéo por 3 horas. Em seguida,
o solvente foi evaporado a presséao reduzida, obtendo-se um como produto o cloreto
de cinamoila, um solido alaranjado. Na sequéncia, 200 mL de acetona, previamente
seca em peneira molecular, foi adicionada ao mesmo baldo reacional de formacéao do
cloreto, e 100 mmol de NH4+SCN (1,0 eq. em relagao ao acido cinamico) foi adicionado
ao meio reacional. A reacdo permaneceu sob agitacao e refluxo por 15 min obtendo-
se o tiocianato de cinamoila in situ. Em seguida, uma aliquota do tiocianato obtido (10
mL) foi dissolvido em 10 mL de acetona seca e, sob agitacdo e a temperatura
ambiente, foi adicionada, lentamente, a amina correspondente (10 mmol, 1,0 eq.) para
a formacado dos derivados LAPSSO 203-212. A mistura reacional foi mantida a
temperatura ambiente e sob agitagao por cerca de 40 minutos. Em seguida, a mistura
reacional foi vertida em gelo picado e o precipitado formado foi filtrado a vacuo. Os
produtos obtidos (LAPSSO 203-212) foram recristalizados em etanol, com
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rendimentos de 12 a 30%.

N-(metilcarbamotioil)cinamamida (LAPSSO 203): Solido amarelo; 19%; Pf: 215-
216 Lit: 210-211 °C (KRISTIAN et al., 1979). RMN de 'H

10 14
A [CDCl3, 400 MHz] &: 10,68 (s, 1H), 9,00 (s, 1H), 7,77 (d, J
/15
5 T, G NN = 15,7 Hz, 1H), 7,59 — 7,51 (m, 2H), 7,47 — 7,37 (m, 3H),
PN "o 6,46 (d, J = 15,7 Hz, 1H), 3,24 (d, J = 4,8 Hz, 3H). Lit: RMN
LAPSSO 203

de 'H [CDCls, 80 MHz] &: 11,12 e 10,75 (s, -NH), 7,75 e
6,95 (d, - CH=CH-, J = 16 Hz), 7,37 (m, CeHs), 3,12 (d, CHs, J = 4 Hz) (KRISTIAN et
al., 1979).

N-(etilcarbamotioil)cinamamida (LAPSSO 204): Sélido branco; 14%. Pf: 154-155
°C. RMN de 'H [CDCls, 400 MHZz] &: 10,84 (s, 1H), 9,55

10 14
6 7 i jj\ 15 (S, 1H), 7,79 (d, J = 1516 HZ, 1H)1 7’61 - 7,54 (m, 2H),
SN NONTINT S 6 7,43 (dd, J = 5,2, 2,0 Hz, 3H), 6,62 (d, J = 15,5 Hz, 1H),
INA, oo 3,73 (td, J = 7,2, 5,4 Hz, 2H), 1,75 — 1,66 (m, 2H), 1,51 -
LAPSSO 204

1,41 (m, 2H), 0,98 (t, J = 7,3 Hz, 3H). RMN de "3C
[CDCls, 100 MHZ] &: 179,83, 165,93, 145,95, 133,85, 131,00, 129,06, 128,49, 118,62,
40,55, 13,57.

N-(butilcarbamotioil)cinamamida (LAPSSO 205): Sélido marrom; 26%; Pf: 144-145

I °C Lit: 120 °C (HAFEZ et al., 1987). RMN de 'H
s 7 0 j\ s 17 [CDCls,400 MHz] 8: 10,77 (s, 1H), 9,58 (s, 1H), 7,77
5 XONIDNT TN
TN ONTENT ST N (d, J = 15,5 Hz, 1H), 7,55 (qd, J = 5,2, 3,1 Hz, 2H),
ek o 7.41 (dd, J = 5,1, 2,0 Hz, 3H), 6,61 (d, J = 15,5 Hz,
LAPSSO 205

1H), 3,74 (qd, J = 7,3, 5,4 Hz, 2H), 1,32 (t, J = 7,3 Hz,
3H). RMN de "3C [CDCls, 100 MHz] &: 179,90, 165,94, 145,97, 133,85, 131,00, 129,086,
128,49, 118,59, 45,47, 30,30, 20,17, 13,73. Lit: RMN de "H [DMSO-ds, 90 MHz] 5: 0,9
(d, BH, 2CHs), 1,5 (m, 3H, CH e CHy), 3,65 (m, 2H, CH); 7,15 (d, 1 H, CH), 7,4-7,95
(m, 6H, CeH e CH), 10,9 (s, 1H, NH), 11,3 (s, 1H, NH) (HAFEZ et al., 1987).
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N-(hexilcarbamotioil)cinamamida (LAPSSO 206): Sélido amarelo claro; 12%. Pf. 77

g 184 °C. RMN de 'H [CDCls, 400 MHz] &: 10,81 (t, J
6 7 15 17 19 :5’4H , 1H ’9,49 , 1H ,7,77 d,J=15,5H y
5 N9 N2 N,/\\\//“\\//A\\ Zz ) (S ) ( Z

. ; 8 :'1' 1"; 1618 20 qH) 7,55 (qd, J = 5,3, 3,2 Hz, 2H), 7,41 (dd, J

3 LAPSSO 206 = 5,1, 2,0 Hz, 3H), 6,60 (d, J = 15,5 Hz, 1H),
3,69 (td, J=7,2,5,4 Hz, 2H), 1,70 (p, J=7,9, 7,5 Hz, 2H), 1,46 — 1,36 (m, 2H), 1,36 —
1,26 (m, 4H), 0,95 — 0,85 (m, 3H). RMN de *C [CDCIs, 100 MHz] &: 179,87, 165,90,
145,96, 133,85, 131,00, 129,06, 128,49, 118,60, 45,79, 31,41, 28,22, 26,64, 22,52,

14,01.

N-(isopropilcarbamotioil)cinamamida (LAPSSO 207): Sélido bege; 23%. Pf: 99-
100 °C. RMN de 'H [CDCIs, 400 MHz] 5: 10,67 (d, J = 6,2

10 14 17
I Hz, 1H), 9,13 (s, 1H), 7,76 (d, J = 15,7 Hz, 1H), 7,59 —
5 TNy @ N2 N™s™ 7,50 (m, 2H), 7,42 (dd, J = 5,2, 2,0 Hz, 3H), 6,52 (d, J =
e " 15,7 Hz, 1H), 4,55 (ddt, J = 13,1, 8,1, 6,6 Hz, 1H), 1,33
LAPSSO 207

(d, J = 6,6 Hz, 6H). RMN de "*C [CDCIs, 100 MHz] d:
178,56, 165,66, 146,00, 133,76, 131,06, 129,08, 128,47, 118,54, 47,74, 21,75.

N-carbamotioilcinamamida (LAPSSO 208): Sdlido branco; 24%. Pf: 217-218 °C.
R RMN de "H [CDCls, 400 MHz] &: 10,04 (s, 1H), 8,73 (s, 1H),
s 7 9% 7,81 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 7,59 — 7,51 (m, 2H), 7,48 — 7,39

ST S, SN2 NH2 (1 31y 641 (d, J = 15,5 Hz, 1H). Lit: (HASSAN et al., 2010)

4 2 1

> LAPSSO 208

N-(fenilcarbamotioil)cinamamida (LAPSSO 209): Sélido amarelo; 20%; Pf. 163-164
0 14 19 °C Lit: 164 °C (XIAO et al., 2007). RMN de 'H [CDCls,

. 9 S PN 400 MHZ] 5: 12,65 (s, 1H, NH), 9,46 (s, 1H, NH), 7,83

5 TNy 9N NS (4, =157 Hz, 1H), 7,72 — 7,66 (m, 2H), 7,54 (dt, J =

T " 6,2, 1,8 Hz, 2H), 7,46 — 7,36 (m, 5H), 7,32 — 7,26 (m,
LAPSSO 209

1H), 6,61 (d, J = 15,5 Hz, 1H). RMN de 3C [CDCls,
100 MHz] 5: 178,90, 166,06, 146,77, 137,73, 133,82, 131,31, 129,21, 129,02, 128,70,
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127,04, 124,42, 118,44. Lit: RMN de 'H [DMSO-de, 90 MHZ] &: 6,8 (d, 1H, CH), 7-3 -
8,1 (m, 11 H, CH), 9,7 (s, 1H, NH), 12,85 (s, 1H, NH) (HAFEZ et al., 1987).

N-(4-metoxifenil)carbamotioil)cinamamida (LAPSSO 210): Solido verde; 25%; Pf.

0 14 0 173-174 °C Lit: 165-167 °C (XIAO et al., 2007).

o 7 j\ 21@8 “» RMN de 'H [CDCls, 400 MHz] &: 12,47 (s, 1H),

° TNy @ N2 NS T 1T 9,50 (s, 1H), 7,82 (d, J = 15,7 Hz, 1H), 7,58 — 7,50

e " (m, 4H), 7,46 — 7,36 (m, 3H), 6,95 — 6,88 (M, 2H),

6,62 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 3,82 (s, 3H). RMN de 3C

[CDCl3, 100 MHz] 3: 179,06, 165,96, 158,29, 146,50, 133,75, 131,15, 130,58, 129,10,

128,60, 126,02, 118,43, 114,11, 55,49. Lit: RMN de 'H [DMSO-ds, 90 MHz] &: 3,85 (s,

3H, CH30); 6,75 (d, 1 H, CH); 7,0 (d, 2H, HPh); 7,35-7,8 (m, 7H, HPh); 7,9 (d, 1H, CH),
9,65 (s, 1H, NH), 12,6 (s, 1H, NH).(HAFEZ et al., 1987)

LAPSSO 210

N-(4-fluorofenil)carbamotioil)cinamamida (LAPSSO 211): Sdélido amarelo claro;
0 4 F 22%. Pf. 200-202 °C. RMN de 'H [CDCIs, 400 MHz]

O s ?
6 7 " 8:12,53 (s, 1H), 9,07 (s, 1H), 7,84 (d, J = 15,6 Hz,
5 7 X""9"N"12'N7s 17
) 8 H H 16 1H), 7,68 — 7,59 (m, 2H), 7,59 — 7,52 (m, 2H), 7,49 —
2 11
5 LAPSSO 211 7,39 (m, 3H), 7,15 — 7,04 (m, 2H), 6,52 (d, J = 15,7
Hz, 1H).

N-(p-tolilcarbamotioil)cinamamida (LAPSSO 212): Sélido amarelo; 30%. Pf. 198-
199 °C Lit: 183-186 °C (XIAO et al., 2007). RMN

o 0 )131 20 > ~ " de 'H [CDCls, 400 MHZ] &: 12,52 (s, 1H), 9,03 (s,
sONTNSONTNGSN 7 1H), 7,86 (d, J = 15,5 Hz, TH), 7,63 - 7,53 (m, 4H)
A NP g 7,51 7,40 (m, 3H), 7,27 — 7,19 (m, 2H), 6,54 (d, J

’ LAPSSO 212 = 14,9 Hz, 1H), 2,39 (s, 3H). RMN de 13C [CDCls,

100 MHz] 6: 178,78, 165,76, 146,76, 137,01, 135,22, 133,80, 131,36, 129,64, 129,26,
128,69, 124,37, 118,41, 21,27. Lit: (DZURILLA et al., 1987)
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4.4 SERVIDOR FTMAP E FTSITE

O servidor de mapeamento computacional FTmap e FTsite foi
acessado via https://ftmap.bu.edu/login.php e https://ftsite.bu.edu/. As 16 sondas
utilizadas pelo FTMap consistem em etano, etanol, isopropanol, terc-butanal,
acetonitrila, metenamina, N,N-dimetilformamida, éter dimetilico, benzaldeido,
benzeno, cicloexano, fenol, acetamida, acetona, acetaldeido e ureia (KOZAKQV et al.,
2015; NGAN et al., 2012).

4.5 TRIAGEM VIRTUAL

4.5.1 Hardware Utilizado

Os caélculos foram realizados em sistema operacional Windows 10,
processador Intel® Core™ i7-8565U, CPU de 1,80 GHz, base 64 bits (x64) e 8 GB de

memoria RAM, marca Dell.
4.5.2 Obtencao e Preparacao das Estruturas Tridimensionais

As estruturas cristalograficas das ureases de Canavalia ensiformis e
Helicobacter pylori foram obtidas do banco de dados de proteinas com os respectivos
codigos de 4HOM e 6ZJA, e com resolucdes de 1,52 A e 2,00 A. Ambas as estruturas
possuem ligantes co-cristalizados em seu sitio ativo, sendo uma molécula de acido
acetoidroxamico (HAE) para CEU e o inibidor 2-{[1-(3,5-dimetilfenil)-1H-imidazol-2-
il]sulfanil}-N-hidroxiacetamida (DJM) para HPU.

As enzimas foram previamente trabalhadas no software Discovery
Studio Visualizer (v.21.1.0.20298). Para CEU, as moléculas de agua (HOH) e de 1,2-
etanodiol (EDO) foram removidas da estrutura tridimensional. Para HPU, além das
moléculas de agua, algumas cadeias terciarias que nao seriam utilizadas na docagem
molecular, pois estao distantes do sitio ativo de interesse, também foram retiradas.
Por fim, a estrutura quaternaria da enzima utilizada em nosso estudo foi reduzida a
cinco cadeias, A, B, Q, N e R, visando reduzir o custo computacional, tornando o

calculo mais eficiente.
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4.5.3 Preparagao dos Ligantes

As estruturas tridimensionais das moléculas foram construidas com o
programa Discovery Studio Visualizer (v.19.1.0.18287), seguido de minimizagao
preliminar da energia por mecanica molecular (MMFF, por meio do comando “Clean
Geometry”). Em seguida, verificou-se o estado de protonagédo das estruturas, em pH
7,4, com o programa MarvinSketch (v.19.21.0). As informagdes sobre as cargas das
espécies majoritarias foram utilizadas para corrigir as estruturas obtidas por meio do
Discovery Studio Visualizer. Como otimizagao estrutural complementar dos ligantes,
as estruturas foram minimizadas energeticamente pelo método semiempirico PM7,
utilizando o programa MOPAC2016, por meio da interface do programa Mercury
(2020.2.0). Os arquivos das estruturas otimizadas foram salvos no formato *.mol2,
para serem utilizados na docagem molecular.

Todas as substancias presentes na Quimioteca do LaSMMed e,
portanto, utilizadas no processo de triagem virtual estdo demonstradas no Apéndice
A.

4.5.3.1 Ligantes descritos na literatura

Buscou-se 500 moléculas, com atividade antiureolitica, descritas na
literatura. Estes compostos foram separados em 4 faixas de inibigdo: Muito Potentes
com Clsp < 0,1 uM; potentes 0,1 yM =< ICs0 < 10 puM; intermediarias 10 uM < ICs0 < 50
MM e pouco potentes com Clsg > 50 uM.

Na sequéncia, foram realizadas a docagem molecular dessas
substancias e a analise de suas interagdes. Assim, para determinar os principais
residuos de aminoacidos envolvidos em cada faixa de inibigao, foi estabelecida uma
pontuagao para o fato de a substancia interagir (1) ou ndo (0) com um respectivo
residuo de aminoacido ou cofator. Posteriormente, calculou-se a porcentagem de
interagdo das substancias com os residuos-chave, conforme as faixas pré-
determinadas anteriormente. O calculo da porcentagem de interacao se deu conforme

a equacao 1 abaixo:

(n% Int. Residuo)

(ne total de moléculas)’

Interacao (%) = 100 (Eq. 1)

Onde se avaliou o numero total de interacdes que as substancias tiveram com o cada



141

residuo de aminoacido-chave (n° int. residuo), em relagdo ao numero de substancias

avaliadas (n° total de moléculas) em cada faixa de inibigéo.

4.5.4 Docagem Molecular

4. 5.4.1 Canavalia ensiformis

O estudo de modelagem molecular foi realizado com o uso do
programa GOLD Suite (v.2020.1.0 e estudos mais recentes com a v.2022.2.0). A
estrutura cristalografica da urease foi preparada para o calculo na interface do
software pela remogéao do ligante co-cristalizado e adi¢gdo dos atomos de hidrogénio
(6396 atomos).

O centro do raio do sitio ativo foi definido como sendo o ponto médio
entre os atomos de niquel [Ni(901) e Ni(902)], X = 18,7825, Y = -57,8095 ¢ Z = -
24,1515; enquanto que o raio escolhido para a analise dos ligantes foi de 15 A,
totalizando um diametro de encaixe de 30 A em relacdo ao ponto selecionado. A
docagem molecular foi realizada no modo rigido para a proteina e flexivel para os
ligantes, com 50 poses de docagem para acido acetoidroxdmico, e com as quatro
fungcdes de pontuagédo disponiveis no programa GOLD (GoldScore, ChemScore,
CHEMPLP e ASP), utilizando as demais configuragbes definidas por padrdo do
programa nos calculos.

Avaliou-se também a possibilidade de permutagcdo dos quatro
tautdmeros das histidinas presentes no sitio ativo da enzima (H407, H492, H519 e
H545), conforme as possibilidades apresentadas na Tabela 1(Resultados e
discussao). As configuragdes que apresentaram o menor valor de RMSD em relagao
ao acido acetoidroxdmico co-cristalizado foram selecionadas para a realizagdo da
triagem virtual.

Assim, a metodologia aplicada foi validada por redocagem, utilizando
a funcdo de pontuagdo ASP, 50 poses de docagem, raio de 15 A e como centro o
ponto médio entre os ions Ni. Apds a validagdo por redocagem, 0S mesmos
parametros foram aplicados para os ligantes da literatura e na triagem virtual da
quimioteca do LaSMMed.

Os complexos ligante-proteina foram analisados, na regido do sitio
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ativo, por meio das interagdes envolvidas, com o programa Discovery Studio
Visualizer (v.19.1.0.18287). Adicionalmente, as figuras foram geradas com o

programa Pymol (1.7.4.5 Edu).
4.5.4.2 Helicobacter pylori

A estrutura tridimensional da urease, obtida por microscopio
eletrénico foi preparada para o calculo na interface do programa GOLD Suite (v.
2021.3.0) pela remogéo do ligante co-cristalizado e adicdo dos atomos de hidrogénio
(16.666 atomos).

O centro do raio do sitio ativo foi definido como sendo o ponto médio
entre os atomos de niquel [Ni(601) e Ni(602)], X = 225,1450, Y = 246,0130 e Z =
196,5110; e raio de 15 A. A docagem molecular do ligante foi realizada no modo
flexivel e proteina em modo rigido, com 50 poses de docagem para o DJM, com as
quatro fungbes de pontuagdo disponiveis no programa GOLD: GoldScore,
ChemScore, CHEMPLP e ASP, utilizando as demais configuragbes definidas por
padrao do programa nos calculos.

Por fim, a metodologia de docagem aplicada para os ligantes foi
validada por redocagem e, assim como para a CEU, utilizando a fungao de pontuagéao
ASP, 50 poses de docagem, raio de 15 A e como centro o ponto médio entre os ions
Ni. As interagbes geradas foram analisadas com o Discovery Studio Visualizer

(v.21.1.0.20298) e as figuras foram geradas com o Pymol (v2.0.4).

4.6 PREPARO E OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO DE UREASE DE CRYPTOCOCCUS
NEOFORMANS

4.6.1 Microrganismo e Condigdes de Cultura

As leveduras de Cryptococcus neoformans ATCC 34872 (sorotipo A)
utilizadas em nosso estudo s&o pertencentes a colecdo microbiana do Laboratorio de
Biologia Molecular de Microrganismos da Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, Parana, Brasil, que atua sob responsabilidade da profa. Dra. Sueli Fumie
Yamada Ogatta e colaboradores. Ao longo dos anos os colaboradores Gabriella Maria
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Andriani, Lais Fernanda de Almeida Spoladori e Paulo Borges foram responsaveis
pela semeadura e cultivo do microrganismo.

As leveduras foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose (SD) a 37
°C por 48 horas. Para os experimentos, as colénias crescidas foram transferidas em
30 falcons contendo 5 mL de caldo SD suplementado com 2% de ureia e incubadas

nas mesmas condicoes.

4.6.2 Obtencao do Extrato Bruto de Urease

A extragao da proteina foi realizada de acordo com (LIU et al., 2018),
com modificagbes. Apds o periodo de incubagao, as células foram centrifugadas
(Centurion Scientific K3 series) a 6.000 rpm por 5 min e concentradas em um unico
tubo falcon. Na sequéncia, o precipitado foi lavado duas vezes com agua destilada e
centrifugado (6.000 rpm por 5 min). As leveduras foram ressuspensas em cerca de 12
- 15 mL de tampéo fosfato de sddio (100 mM, pH 8,0) e o tubo foi armazenado a -80
°C por pelo menos 24 h.

A suspensao foi descongelada a temperatura ambiente e cerca de 20
esferas de vidro estéreis foram adicionadas ao tubo. As células foram lisadas por
mistura vigorosa em um Vortex Genie® (Scientific Industries Inc, EUA) por um total de
10 ciclos cada um, consistindo em misturar por 1 min, seguido de descanso a
temperatura ambiente por 30 s. Posteriormente, os detritos celulares foram removidos
por centrifugacdao (6.000 rpm, 10 min, 25 °C) e o conteudo de proteina do
sobrenadante resultante foi armazenado.

O sobrenadante foi entdo purificado em uma coluna com cerca de 2
mL do gel Sephadex® G-50 para a remogao de possiveis contaminantes. Em seguida,
foi realizada a ativagdo da enzima por meio da adicdo de 2 mL de uma solugao de
bicarbonato de sddio (NaHCO3, 100 mM) e 1 mL de uma solugéo de cloreto de niquel
(NiCl2, 100 uM), conforme proposto por (PARK; HAUSINGER, 1995). Ap6s adigéo das
solugdes, o extrato foi mantido sob agitagao a temperatura ambiente, overnight, e na
sequéncia foram realizados os ensaios enzimaticos com o extrato, conforme a Reacgéao

do Indofenol descrita na sequéncia.
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4.7 ENSAIOS ENZIMATICOS

4.7.1 Inibicdo Enzimatica e Determinagdo do ICsp com Urease de Canavalia

ensiformis

A atividade inibitéria in vitro da urease de Canavalia ensiformis foi
realizada conforme a Reacgao do Indofenol, ou Reacao de Berthlot, como também é
conhecida (WEATHERBURN, 1967). A urease foi adquirida comercialmente na Merck
(Sigma-Aldrich), Jack bean, tipo Ill, (CAS 9002-13-5) e a metodologia utilizada foi
adaptada de Khan et al., (2017).

Os ensaios foram realizados em triplicata e em placa de 96 pocos
conforme: adigao de 100 pL de ureia (10 mM), 55,0 uL da solugédo tampao fosfato de
sédio (100 mM, pH 7,4) suplementado com EDTA (1 mM), e adigao de 10 pL da
substancia-teste a 2,00 mM para os ensaios de porcentagem de inibi¢do, previamente
dissolvidos em metanol. Por fim, fez-se o acréscimo de 25,0 uL de solugao enzimatica
de urease (0,0035 mM) e, entédo, a mistura reacional foi submetida a incubagao a 45
— 50 °C por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado a cada um dos pogos 40,0 uL de
reagente de fenol (1% de fenol e 0,05% de nitroprussiato de sédio) e 40,0 yL de
reagente alcalino (1,0% NaOH e 0,1% hipoclorito de sodio) (KHAN et al., 2017). A
reacao permaneceu em repouso por 15 minutos e, entdo, fez-se a leitura da
absorbéancia da mistura reacional, registrada a 630 nm, com um leitor de microplacas
UV-visivel marca Loccus modelo LMR-96i.

A porcentagem de inibicéo (%IE) foi determinada pela equagéo:

%IE =100 — (f=mestre y100) (Eq. 2)

AbScontrole

Onde Absamosta @ € a absorbancia observada para as amostras, € AbScontrole € @
absorbancia observada para o controle positivo. O padrao de inibidor utilizado foi a
tioureia (2,00 mM).

Para a determinacdo da metade da concentragdo inibitéria maxima
(ICs0), as substancias LAPSSO 208, LaSMMed 77-81 e o controle tioureia foram
testados em diferentes concentragdes (0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 1,4 e 2,0 mM), utilizando o
mesmo protocolo descrito acima. O ensaio foi realizado em triplicata e os valores de

ICso foram calculados no GraphPad Prism 8.0.2, por meio de curva de dose-resposta,
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onde o eixo X corresponde as diferentes concentragdes dos inibidores e no eixo Y a

atividade inibitéria enzimatica correspondente.

4.7.2 Inibicdo Enzimatica e Determinagédo do ICsp com Extrato Bruto de Urease de

Cryptococcus neoformans

O ensaio enzimatico com o extrato bruto de urease de Cryptococcus
neoformans seguiu o mesmo procedimento descrito para a urease de Canavalia
ensiformis, contudo, ao invés da utilizagdo da enzima comercial foi utilizada o lisado
de CNU, conforme descrito no tépico 4.6.2, e o tampéo fosfato de sédio utilizado foi
de 100 mM a pH 8,0 e sem suplementacao de EDTA.

A determinacdo da %IE e do ICsp seguiu 0 mesmo procedimento

descrito no tépico acima e nas mesmas concentragdes dos reagentes e inibidores.

4.7.3 Cinética Enzimatica

O estudo da cinética enzimatica foi realizado conforme trabalhos
anteriores do grupo (CAMARGO et al., 2022). A mesma mistura reacional aplicada
para a determinagao da atividade inibitéria e ICso foi adotado para a determinagao da
cinética enzimatica em urease de Canavalia ensiformis. Contudo, foi utilizado apenas
duas concentragdes da substancia teste (0,50 e 0,25 mM), e cinco diferentes
concentragbes de substrato ureia (0,66, 1,00, 1,50, 2,00 e 2,50 mM) para cada
amostra. A absorbancia final da mistura de reacgao, foi registrada a 630 nm, com um
leitor de microplacas UV-visivel Loccus modelo LMR-96i. As plotagens de Michaelis-
Menten (regressao nao linear) e Lineweaver-Burk (regresséao linear), bem como a
determinacao das constantes de inibigdo (Ki), Km, a € Vmax foram feitas por meio do
software GraphPad Prism (versao 8.0.2). A cinética foi estudada tomando-se
reciproca de atividade enzimatica ao longo do eixo y e reciproca da concentragao de
substrato ao longo do eixo x. A tendéncia das linhas para diferentes concentragdes de
inibidores (0,50 e 0,25 mM) forneceu informacgdes sobre o0 mecanismo de inibicao. A
atividade enzimatica foi calculada através de uma curva de calibragcao de cloreto de
amoénio, determinada em trabalhos anteriores (CARVALHO, 2021), de modo que uma
unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima capaz
de liberar 1 ymol de amodnia por minuto de reagédo (U = 1 ymol NH4* min"'umol de
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enzima™'). Os ensaios foram realizados em ftriplicata.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa
SISVAR (versdo 5.8) (FERREIRA, 2014). Letras distintas indicam uma diferenca

significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).

4.9 PREDICAO IN SILICO DE PROPRIEDADES DE FARMACO-SIMILARIDADE E PARAMETROS
FARMACOCINETICOS

O estudo in silico foi realizado para as substancias mais promissoras,
os derivados de tioureia, LAPSSO 208 e (LaSMMed 77-81). Paréametros
farmacocinéticos tedricos, como absorc¢ao intestinal, atuagdo como substrato da
glicoproteina-P e como inibidor de enzimas da familia do citocromo P450 (CYP450),
bem como relacionados a distribuicdo, como a permeabilidade da barreira
hematoencefalica (BHE) e parametros de similaridade a farmacos foram avaliados.
Todas as predicbes foram realizadas por meio da plataforma online SwissADME
(http://lwww.swissadme.ch) (DAINA et al., 2017).
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5 CONCLUSAO

Por meio de uma triagem virtual de 130 substancias, que compdem a
quimioteca do LaSMMed, 18 substancias, tais quais: uma cumariltioureia (LaSMMed
13), duas cumarilamidas (LaSMMed 16 e 22), cinco indois (LaSMMed 30, 33, 34, 35
e 37), uma tiazolidinona (LaSMMed 49), um derivado de apocinina (LaSMMed 69),
duas cromonamidas (LaSMMed 72 e 73) e seis derivados de cinamoiltioureias
(LAPSSO 203, 206, 208 e 210 - 212), foram selecionadas para os ensaios in vitro na
urease de C. ensiformis. Como resultado, os ensaios in vitro preliminares
demostraram que a tioureia monosubstituida, LAPSSO 208, foi a substancia mais
promissora entre as selecionadas na triagem virtual, com porcentagem de inibigao
acima de 80%, comparavel ao padrdo. Com isso, foi realizada a sintese e
caracterizagao de uma pequena série de ariltioureias monosubstituidas (LaSMMed 77
— 81), tais quais apresentaram porcentagem de inibigdo contra CEU também acima
de 80%.

Novos ensaios in vitro foram realizados, tanto em CEU, para a
determinagao do ICso e cinética enzimatica, quanto em CNU (extrato bruto de urease
de Cryptococcus neoformans) com a determinagao da porcentagem de inibigao e ICsp.
Assim como para CEU, os derivados que contém uma tioureia monosubstituida
(LAPSSO 208 € LaSMMed 77-81) foram as substancias mais promissoras de nosso
estudo para CNU, com porcentagem de inibicdo acima de 90%. Com relagéo ao ICsy,
LAPSSO 208 foi a substancia com maior atividade anti-ureolitica para a CEU, com
ICs0 de 0,41 mM (mais ativo que padrao), enquanto que para a CNU LAPSSO 208,
LaSMMed 77 e 80 foram as substancias que apresentaram a melhor poténcia de
inibicdo, com ICso de aproximadamente 0,34 mM, que nao os difere estatisticamente.
Por fim, o estudo de cinética enzimatica revelou que a LAPSSO 208 ¢ a substancia
mais potente de nosso estudo, ao apresentar maior afinidade pela urease (Ki = 0,06
mM) e mecanismo de inibicdo misto, com maior afinidade pela ligagao a enzima livre
gue ao complexo enzima-substrato. LAPSSO 208 ¢, portanto, a substancia hit desse
estudo.

Complementarmente, a avaliagdo das propriedades in silico de
semelhancga a farmacos e propriedades farmacocinéticas demonstrou que todas as

substancias selecionadas sdo semelhantes a farmacos, pois nao violaram as Regras
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de Lipinski e extensodes, e a LaSMMed 79 e 80 s&o as substancias que apresentam o
melhor perfil farmacocinético.

Como perspectivas, pretende-se realizar a docagem molecular das
substancias que apresentaram mecanismo de inibicdo misto, LAPSSO 208 e
LaSMMed 77-79 e 81, no sitio alostérico da CEU, previamente identificados pelo
FTSite e FTMap. Ademais, pretende-se avaliar por meio de ensaios fenotipicos in
vitro, a atividade antimicrobiana das substancias promissoras frente aos
microorganismos ureoliticos (Cryptococcus neoformans e Helicobacter pylori), bem
como realizar ensaios para avaliacdo da citotoxicidade em células de mamiferos. Por
fim, a partir das evidéncias reunidas nesse trabalho, pretende-se utilizar as
descobertas e as substancias lideres como inibidores modelo de urease para a
realizacdo de modificacdes estruturais, com o intuito de melhorar a poténcia e as

propriedades farmacocinéticas dessas moléculas.
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APENDICE A

Estruturas 2D das substancias quimioteca do LaSMMed triadas virtualmente

Substancia (estrutura 2D/ nome) Classe quimica
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APENDICE B

Espectros das substancias da quimioteca do LaSMMed nao publicados

Figura B1 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do LaSMMed 34
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ds) do LaSMMed 35

Figura B3 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-
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Figura B5 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do LaSMMed 36
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Figura B7 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do LaSMMed 37
=t
> 3N 3YEBBELY 2
— S0 3 /O (DR R e e e O <
= 00 00 00 M~ I~ I P PP N ey
| i S e
[+2] 0 W0 oM o]
3 34 SedE ¥
~ M~ [ ~ H19
| STe \_10 13 /18 e H6 H7 -
6 SN2 16 |
)| [t | .
LaSMMed 37
z T Z z
T ™ T T — T f — T — T/
7.65 7.60 7.55 750 7.45 7.40 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00
3 (ppm)
H11 e H15
H12 e H14
H3
NH
1
By JU N
Fp e o
g g8 8z88 =
e g 2822 =
125 120 115 110 105 10.0 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
& (ppm)
Figura B8 — Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) do LaSMMed 37
& P fri . i = e e s ek a o
o PEpROONNNN = 2 8
| el Ve | \
cl 4 3 15 14 19
2 ) i3 S
9 N 18 T @8 He 3 @@ 5 i
s‘ A2 T @ w3y @S @ e © @ o
N 5,0 B 88 BB E m3 8§ ¢
1 N v [ |
LaSMMed 37
C11eC15 C12e C14
‘ ,
c13 |cseca c o
c2 e !
! Ca;' | | C\"] I
139 138 137 136 130 12826 125 124 123 122 120
& (ppm)
1
c6 c3 g
c16 ‘
1 I 1
L |
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

G (ppm)



198

z, DMSO-ds) do LaSMMed 74

H12 e H14

H11 e H15

H3

—seq

~60g

7.6 75 74 7.3 72 7.0 6.9 6.8 6.7

Tials

5 (ppm)

LaSMMed 74

& (ppm)

00 MHz, DMSO-ds) do LaSMMed 74

~
S~—"

9

Espectro de RMN de

Figura B10

891700}~
SLZooL"

66€°G0L—

9€9'50)L—

rE90LL—

£68°0LL—

y9G°LLL—
oLl —

mE.DE
ﬁN.SL,
665501
9£9'501
V€901l
£68°0L1
¥95°LLL
Nmm_EN
!
me.mﬁ/
€27 621
069621
261621
m.ﬁ.wﬂw
B EEL
96.°6EL—

951G~
687 6SL—

c3

14

15

105.6

T
111141.0

11.8

100.2

105.2

110.6

8 (ppm)

L7esTl—

991°8¢l—

€eCeel~
069621~
c6L6Tl—

salcel—

Yy EEl —

" 12

H1
LaSMMed 74

C12eC14

C11ecC15

ok il

170 160 150

180

5 (ppm)



199

—9.761
—3.36

7
0 H 8 NH
5 2
/@T e
s
2
Cl74 3
LaSMMed 77
T T T T T T T T
7.48 7.46 7.44 742 740 7.38 7.36 7.34
3 (ppm)
H3 e H5
H2 e H6 i
NH7
N J A 4
oy £ &
‘ : —— ‘ . T ‘ ; . ; ‘ ‘ —— ‘ ; . . j j
11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00

& (ppm)

Figura B12 — Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) do LaSMMed 77

<D nom —
[7e)] o<t M
8 8 &wd
= @ ® 0o
e 09 SN
\ \ N/
n D -
o <t (2]
@ 3 3
w @ w
7 &8 &
6 H NH [ |
8 _NH,
5/@; e C2eC6
s
2
Cl74 Z !
LaSMMed 77
ca
1
131 130 129 128 127 126 125 124
& (ppm)
C3eCs
I
cs c1
1 | 1

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 80 50 40 30 20 10 O
B (ppm)



200

Mo ™M w D w0 o
w . g, N v | 0~ Ol o ()] -—
= R T s AR A S M S s Sl or ] <
(o] Ll e R b et B N R B e e o
7
5(\. ' 2 nBRIIT 995998
| 1 [ N NG Ny N A [y N A N N N
A, s SNV 0e SN 177
Br 4 :
LaSMMed 78
H3 e H5
' = . ‘
H2 e H6 g g
7.50 7.45 7.40
3 (ppm)
NH7
NH9
A o }L l i
3 88 <]
o [o Rl ~
115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
& (ppm)
Figura B14 — Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) do LaSMMed 78
2 b~ L
) = @ ©
o s » & ¢
| LT
7
s MK
8
L} 2
Cr
S
2
Br g4 :
LaSMMed 78
C2eC6
C3eC5
c8 c1 ca
1 i |
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 10 O

5 (ppm)



201

Figura B15 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do LaSMMed 79
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Figura B17 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do LaSMMed 80
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Figura B20 — Espectro de RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) do LaSMMed 81

Figura B19 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do LaSMMed 81
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Figura B21 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do LAPSSO 203
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Figura B23 — Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCIs) do LAPSSO 204
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Figura B27 — Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCl3) do LAPSSO 206

o0Lo7l—

BlL§CC~
6€9°92~
lccsc—
2071~

£€6L°Gr—

19

17

14
S
s
13N
H

10
O

009°8LL—

16P8ZL
650624~
mmm.omﬂ
9rgEe)

796'S7L—

668'G91 —

698'6LL—

N
H
1"

(2]

18 20

16

6lGCc—

Cc19
I

6€9°9¢—

C18
]

Lce8g—

c17

Lorie—

C16

T

T

T T T T T

T

33 32 31 30 29 28 2r7 26 25 24 23 22 21

3 (ppm)

13

LAPSSO 206

L6k'8gl—
65062 —

666'0€L —

or8'eel —

132 131
& (ppm)

133

134

c8

c7

C12

90 80

100

3 (ppm)

Figura B28 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do LAPSSO 207

yeel
Lre rv

88r'v
PoSY
0zs¥
vesy
9e5'y
0rsy
€557
1861
6957
€iST
6857
9097
Z059
L¥S'9
68EL
:;L
AL IR
Ly L
g2y L)
0£F L]
Lev L
ek
LS¥ 2
mmm&
9rsL
0562
866/
€952
LIS L]
6€/° L1

mhm.ﬁ
Lel'6
199’0l

ohm.o_,v

H16 e H17

68 L
53/
z tﬁ/
Lyt
g
osrif
LEV L
VoL
=
BESL—
ors L
055/
855L
€95,
LS L

B6ELL—
8.1l

H2, H6 e H4

LAPSSO 207

—hog

—e0¢q

co|y

7.85 780 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35

5 (ppm)

H15

NH

NH

18

5=

allainl
coo
— oo

«T

R

£0'9

[4

0ot

[4sR

0 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00

'5 11.0 105 10.0 955 9.0 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20

12.5 120 11.5 11.0

5 (ppm)



208

095'8LL—

Figura B29 — Espectro de RMN de '*C (100 MHz, CDCIs) do LAPSSO 207

- =
0SL1e— wiw & %
ZE: - =
o Q
fesF R
ZI = o
2 o<~ a
o o
~ \\ M
9esL Iy — - =
7N 2
5‘4
8 LR
[Aha:r} N -
= B
R
S8062— o - . [¥
8
Zrs 8L — -
re
A4 TARN
580624~ - -F
L50°LEL7 150°LEL— O —r Qo
29/ €EL £ o=
o
2
166°G7L—
(2]
re
ZaL€EL— o - <
299'69L— re

3 (ppm)

S

cciced

Figura B30 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do LAPSSO 208
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Figura B33 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do LAPSSO 210
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Figura B34 — Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do LAPSSO 210
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Figura B35 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do LAPSSO 211
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APENDICE C

Redocagem do HAE, Considerando a Possibilidade de Permutagéo dos Tautdmeros
das Histidinas

Tabela C1 — Possibilidade de permutacao dos tautdbmeros das histidinas presentes no
sitio ativo da enzima 4H9M, para a docagem do acido acetoidroxdmico nas quatro
funcdes de pontuacdo do GOLD

(@] (0]
H
<\N NOH </N NOH
N NH; HN NH,
Possibilidade 0 Possibilidade 1
Possibilidades His407 His492 His519 His545

1 0 0 0 0
2 0 0 0 1
3 0 0 1 0
4 0 0 1 1
5 0 1 0 0
6 0 1 0 1
7 0 1 1 0
8 0 1 1 1
9 1 0 0 0
10 1 0 0 1
11 1 0 1 0
12 1 0 1 1
13 1 1 0 0
14 1 1 0 1
15 1 1 1 0
16 1 1 1 1

Tabela C2 — Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 1 de tautomerizagéo
das histidinas

Interagoes

Fungao Pontuacgao RI(VIAS;D

H H K H H H G D Ni  Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902

HAE - - -

GoldScore 46,93 1,145 -

ChemScore 24 27 1,151 - -

ChemPLP 35,76 0,610 -

ASP 31,09 0,243 -
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Tabela C3 — Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 2 de tautomerizagéo
das histidinas

Interagoes

Fungao Pontuacao RI(\QS)D

H H K H H H G D Ni Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902

HAE - -
GoldScore 46,28 1,121
ChemScore 23,67 0,928
ChemPLP 35,91 0,654
ASP 28,80 0,238

Tabela C4 — Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 3 de tautomerizagéo
das histidinas

RMSD Interagoes

Fungao Pontuacao A) H H K H H H G D Ni Ni H
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902 407

GoldScore 46,53 1,166 -

ChemScore 23,59 0,502 -

ChemPLP 36,18 0,582 | -

ASP 31,95 0,314 | - -

Tabela C5 — Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 4 de tautomerizagéo
das histidinas

) _ RMSD Interagoes . .
Fungdo  Pontuagao (A) H H K H H H G D N Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902

HAE -
GoldScore 38,53
ChemScore 22,52
ChemPLP 36,08
ASP 30,91
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Tabela C6 — Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 5 de tautomerizagéo
das histidinas

RMSD Interagoes

Fungdo  Pontuagao A) H H K H H H G D N Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902

HAE -

GoldScore 38,53

ChemScore 25,09

ChemPLP 40,37

ASP 31,99

Tabela C7 — Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 6 de tautomerizagéo
das histidinas

RMSD Interagoes

Fungdo  Pontuagdo "~ py° H H K H H H G D N Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902

HAE -

GoldScore 46,78

ChemScore 26,10

ChemPLP 38,50

ASP 30,23

Tabela C8 — Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 7 de tautomerizagéo
das histidinas

) _ RMSD Interagoes . .
Fungdo  Pontuagao (A) H H K H H H G D N Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902

HAE -

GoldScore 45,94

ChemScore 25,13

ChemPLP 41,20

ASP 32,61
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Tabela C9 — Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 8 de tautomerizagéo
das histidinas

i _ RMSD Interagoes . .
Fungdo  Pontuagao A) H H K H H H G D N Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902

HAE -

GoldScore 38,49

ChemScore 25,50

ChemPLP 40,97

ASP 31,39

Tabela C10 — Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 9 de tautomerizagéo
das histidinas

) _ RMSD Interagoes . .
Funcdo  Pontuagdo "4y H H K H H H G D N Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902

HAE - - -

GoldScore 44 .29 1,186 -

ChemScore 22,40 1,028

ChemPLP 35,23 0,614 | - -

ASP 29,36 0,241 -

Tabela C11 - Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 10 de
tautomerizacao das histidinas

) _ RMSD Interagoes . .
Fungdo  Pontuagao (A) H H K H H H G D N Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902

HAE - - -

GoldScore 42,32 1,130 -

ChemScore 23,51 0,458

ChemPLP 35,27 0,646 | - -

ASP 27,96 0,360




217

Tabela C12 - Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 11 de
tautomerizagao das histidinas
. ) . RMSD Interagoes . .
ungao  Pontuagao A) H H K H H H G D N Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902
HAE - - -
GoldScore 44,63 1,075 - - - -
ChemScore 22,74 0,627 - -
ChemPLP 36,46 0,600 | - - - - - - -
ASP 30,36 0,295 - - -
Tabela C13 — Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 12 de
tautomerizagao das histidinas
) _ RMSD Interagoes . .
Funcdo  Pontuagdo "4y H H K H H H G D N Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902
HAE - - -
GoldScore 35,77 1,212
ChemScore 23,90 0,755
ChemPLP 36,35 0,617 | - -
ASP 29,08 0,229 | - -
Tabela C14 - Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 13 de
tautomerizacao das histidinas
) _ RMSD Interagoes . .
Fungdo  Pontuagao (A) H H K H H H G D N Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902
HAE - -
GoldScore 45,79 1,255
ChemScore 25,50 0,262
ChemPLP 39,67 0,443
ASP 30,04 0,232
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Tabela C15 - Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 14 de
tautomerizagao das histidinas

i _ RMSD Interagoes . .
Fungdo  Pontuagao A) H H K H H H G D N Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902

HAE -

GoldScore 42,67

ChemScore 25,76

ChemPLP 38,58

ASP 28,82

Tabela C16 — Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 15 de
tautomerizagao das histidinas

) _ RMSD Interagoes . .
Funcdo  Pontuagdo "4y H H K H H H G D N Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902

HAE -

GoldScore 44 59

ChemScore 25,47

ChemPLP 40,70

ASP 32,44

Tabela C17 — Redocagem do HAE, considerando a possibilidade 16 de
tautomerizacao das histidinas

RMSD Interagoes

Fungdo  Pontuagédo (A) H H K H H H G D N Ni
407 409 490 492 519 545 550 633 901 902

HAE -

GoldScore 36,32

ChemScore 25,87

ChemPLP 39,45

ASP 29,73

Legenda das cores de acordo com os tipos de interacées:

Interagéo de hidrogénio Metal — aceptor Repulsao estérica
Hidrogénio ndo-convencional Hidrofébica
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Quadro D1 — Substancias da literatura que compdem a faixa 1 de inibicdo da CEU

(ICs0 < 0,1 uM)

(0]
II+
o0 O
|
S o © | o
S />—NH S
2—N S.  ,)—NH
=Y
N
Lit48 (0] 0] _
ICs = 0,013 uM Lita9
Mahmood et al., 2020 ICs0 = 0,018 uM
Mahmood et al., 2020
F
| F
(0]
Lit50 Lit51
IC50 =0,017 uM IC50 = 0,033 uM
Mahmood et al., 2020 Mahmood et al., 2020
Cl
| Ot
S o S ©
S />—NH ’ S />—NH
N
(0] (@]
Lit52 Lit53
IC50 = 0,016 pM IC5¢ = 0,021 uM
Mahmood et al., 2020 Mahmood et al., 2020




220

Cl

N
X
0] (@]
Lit54 Lit55
ICs50 = 0,019 M ICs50 = 0,008 uM
Mahmood et al., 2020 Mahmood et al., 2020
O\\N+O_

N
N N
Lit57
ICs0 = 0,013 yM Mahmood et al., 2020
Mahmood et al., 2020 (MAHMOOQOD et al., 2020)
H
OIIN\/\
SN 6] I;/E /9

Lit58
ICs5¢ = 0,0314 uM
Nain-Perez, et al 2019

(NAIN-PEREZ et al., 2019)

Lit59
|C50 = 0,036 |JM
Nain-Perez, et al 2019

_ NI
0" "0 Lit104
ICg9 = 0,0313 £ 0,0021 uyM
Larik et al. 2019

Cl

Cl

HN)LN)W\/

H

Lit105
IC50 = 0,0445 + 0,0036 pM
Larik et al. 2019




221

S 0]
)LNM
H

HN
Br Lit106

ICs50 = 0,0396 + 0,0038 uM
Larik et al. 2019

0]

H)K/\/\/

S
HNJ\
o
N

I
O
Lit107
ICs50 = 0,0621 £ 0,0041 uM
Larik et al. 2019

HN)SJ\NEW\/

Lit108
ICsp = 0,0644 + 0,0062 uM

Larik et al. 2019
(LARIK et al., 2019)

S O
HN)LEM\/
Br r

F Lit109
ICs = 0,0934 + 0,0082 pM
Larik et al. 2019

0]

NQ( H H
AN
Cl

Lit116
ICs0 = 0,0635 £ 0,0013 uM
Mentese et al. 2019

Cl
c o N
SO
Lit117

IC59 = 0,0921 £ 0,0028 uM
Mentese et al. 2019

Cl
< -
N N N
ﬁ H H
N (0]
Lit118
ICs9 = 0,0425 + 0,0015 uM
Mentese et al. 2019

NQ( ? W H
NQJ\N,N\[(N
o YT
Cl °

Lit119
IC50 = 0,0653 + 0,0014 pM
Mentese et al. 2019

cl I
S o
cl H
LT
NéK O

Lit120
ICs50 = 0,0354 + 0,0017 pM
Mentese et al. 2019

N\¥ ? W H
NQJ\N/N N
: T
F
cl

Lit121
ICs0 = 0,0771 £ 0,0019 uM
Mentese et al. 2019




222

Cl

N\¥ Q H H
N\)J\N,N\H/N |
YT

Lit123
IC5q = 0,0759 £ 0,0015 pM
Mentese et al. 2019

(MENTESE et al., 2019)

Cl

P

N

f’lg _NH
Cl N N
T
of N
Lit124

IC50 =0,0723 £ 0,0011 pM
Mentese et al. 2019

Cl N
10—
Cl N
Lit126

IC50 = 0,0720 £ 0,0017 uM
Mentese et al. 2019

"O-N*

Lit127
ICs9 = 0,0294 + 0,0015 uM
Mentese et al. 2019

E

Cl N
TG
Cl N
Lit128

ICs = 0,0549 + 0,0020 uM
Mentese et al. 2019

'y

v~
ﬁ(\ _NH
Cl N N
T 0
Cl N
Lit129

ICs = 0,0357 + 0,0015 uM
Mentese et al. 2019

SyN Hy

N—-N 0
’ [
N \
o~ o
Lit130

IC50 = 0,0014 £+ 0,00007 pM
Saeed et al. 2017

Sy—N H,

N—-N
=)
9%
(0] (@]
Lit131

IC50 = 0,0046 + 0,0023 uM
Saeed et al. 2017

Br




223

Lit132

IC5¢ = 0,00127 + 0,00006 uM
Saeed et al. 2017

Lit133
IC50 = 0,000358 + 0,00002 uM
Saeed et al. 2017

S§»—NH2

N-N

Lit134
ICs9 = 0,0816 + 0,0040 uM
Saeed et al. 2017

S§»—NH2

N—-N

Lit135
ICs50 = 0,0061 £ 0,0030 uM
Saeed et al. 2017

Lit136
IC50 = 0,0987 = 0,0016 uM
Saeed et al. 2017

J Lit143
ICsq = 0,0441 + 0,0022 uM
Saeed et al. 2017

Lit144
ICs0 = 0,0370 + 0,0018 uM
Saeed et al. 2017

S§»—NH2

N—N

Lit145

ICs50 = 0,0436 + 0,0021 uM
Saeed et al. 2017

S§>—NH2

O

Lit146
IC50 = 0,0622 = 0,0031 uM
Saeed et al. 2017

S§>—NH2

N-N
|
|i]ll S <I!B’ Cl
o Yo
Lit147

IC50 = 0,0092 + 0,0004 uM
Saeed et al. 2017




224

Lit148
IC50 = 0,0085 + 0,0004 uM
Saeed et al. 2017

Lit149
ICsq = 0,0070 £ 0,0003 uM
Saeed et al. 2017

Lit150

ICs50 = 0,0946 £+ 0,0047 uM
Saeed et al. 2017

Lit151

IC50 = 0,0437 £ 0,0021 uM
Saeed et al. 2017

(SAEED et al., 2017a)

N
H
Lit152

IC50 = 0,0269 £ 0,0034 uM
Abbasi et al. 2019

IC50 = 0,0623 + 0,0001 uM
Abbasi et al. 2019

N
H
Lit154
ICso = 0,0698 £+ 0,0014 uM
Abbasi et al. 2019

O\\S,N
R Ly
N
H O/

Lit155
ICs0 = 0,0333 £ 0,0024 uyM
Abbasi et al. 2019




225

X
H
NH O\\S/N
8 e
N
~
0=8=0 o
SN Lit157
\/\©\ ICs0 = 0,0171 £ 0,0070 uM
- Abbasi et al. 2019
Lit156 o :
ICso = 0,0582 + 0,0157 uM (ABBASI et al., 2019)
Abbasi et al. 2019
o)
S
o)

0] \b

M
H
Lit158

IC50 = 0,0540 £ 0,0250 uM
Abbasi et al. 2019

y

Lit159
IC50 =0,0783 £ 0,0163 uM
Abbasi et al. 2019

N\ ,N
Q\\ 0, | O T
P
H
Lit160 Lit161
ICs0 = 0,0439 + 0,0076 UM ICs0 = 0,0674 + 0,0142 uM
Abbasi et al. 2019 Abbasi et al. 2019
O\\S,N
\\ W\
2 Oy w@ LRS!
N N
H H

Lit162
ICsq = 0,0297 + 0,0039 pM
Abbasi et al. 2019

Lit163
ICg9 = 0,0209 £ 0,0059 uM
Abbasi et al. 2019




226

O\\N+O-

P 1 Q
.

O

Lit165
IC5¢ = 0,0002599 + 0,00000825 uM
Fattah et al. 2018

Lit166
IC50 = 0,0002214 + 0,00000451 yM
Fattah et al. 2018

Lit167
IC50 = 0,0004626 + 0,000022 uM
Fattah et al. 2018

Lit168
ICs0 = 0,0001216 + 0,00000451 uM
Fattah et al. 2018

2 L
N N I}JJ'O
H H O

Lit169
IC5, = 0,0000086 + 0,000000167 uM
Fattah et al. 2018

o S Cl
mu*mo

Lit170
IC5o = 0,0000381 + 0,00000214 uM
Fattah et al. 2018

Qv _NH,

S
O )S'I\ /©/\b
N" N
H H

Lit171
IC5q = 0,0000340 + 0,0000020 uM
Fattah et al. 2018

O S
\(\Q\HLNJLHKELC'

Lit172
IC50 = 0,0000081 + 0,000000351 uM
Fattah et al. 2018

1

Lit173
IC5¢ = 0,0000292 + 0,000000981 uM
Fattah et al. 2018

2 107
N)J\N
H H

Lit174
ICg9 = 0,0000094 £ 0,00000040 uM
Fattah et al. 2018

(FATTAH et al., 2018)




227

(0] 0] (@] (@]
F F
| OH | OH
N N N N
o o 1 o ) I
Nt S S
O \ W\
e oL
Lit175 Lit176
ICs50 = 0,081 + 0,003 uM ICs50 = 0,078 + 0,003 uM
Channar et al. 2017 Channar et al. 2017
(0] (0] 0] (0]
F
| OH F | OH
O\\ @l ) \ O\l |
S/ AN
A\ \Y
(Je
O Lit177 Lit178
IC50 = 0,073 + 0,004 uM IC50 = 0,082 + 0,003 uM
Channar et al. 2017 Channar et al. 2017
(0] (0]
F H
[ oH Qé/N Ny,
A\ |
0 (NN @8,9 SRS
// \N
O H

8 an) A
- - \
(0] \O
Lit179
IC50 = 0,045 + 0,001 uM
Channar et al. 2017

Lit180
IC50 = 0,002 + 0,000 uM
Channar et al. 2017

O\\S,l:l
\ o’
Crd ey
NS
Cl 7N N
O H
Cl

Lit181
IC50 = 0,095 = 0,004 M
Channar et al. 2017

(CHANNAR et al., 2017)

Lit188
IC50 = 0,02757 + 0,001 uM
Channar et al. 2017

Lit189
ICs50 = 0,01776 £ 0,000 uM
Channar et al. 2017

c. cl
Q
HN=S
0
Lit190

ICs9 = 0,0533 £ 0,001 uM
Channar et al. 2017




228

2

ICs = 0,0250 + 0,000 uM
Channar et al. 2017

Lit192
IC50 = 0,0558 £+ 0,001 uM
Channar et al. 2017

Cl

Lit196
ICs0 = 0,026 + 0,002 uM
Channar et al. 2017

Lit197
ICs50 = 0,096 + 0,004 uM
Channar et al. 2017

Lit198
ICs0 = 0,067 = 0,0029 M
Channar et al. 2017

T

Lit199
IC50 = 0,0962 + 0,00189 uM
Saeed et al. 2017

NS

N

ﬁ |
Lit200

IC50 = 0,0856 = 0,00368 uM
Saeed et al. 2017

(0]
SENv,
H
/N\<
SH

0]

\' Lit201

ICs0 = 0,0137 £ 0,00082 uM
Saeed et al. 2017




229

0]

N
N =
[:::]/M\H N A
N’ \\<
o \ SH
N
o]

Lit202
IC5o = 0,0202 £ 0,00073 uM
Saeed et al. 2017

ROV
‘(‘) Lit203
ICs50 = 0,0183 £ 0,00068 uM
Saeed et al. 2017

i
N
N’ :ii .
©)J\H N

N /

N SH

p—

F Lit204

ICs50 = 0,0551 £ 0,00156 uM
Saeed et al. 2017

o)
N
HoOTN
\

N/N\¥<

SH
Br\d

Lit205
IC50 = 0,750 £ 0,0226 uM
Saeed et al. 2017

0
N ‘/N\N
H o\
N \\<
SH
Br Lit206

IC5y = 0,070 £ 0,0011 uM
Saeed et al. 2017

i
/[ ;N
©)J\H _ N

N’N\<<

\ SH

Cl
Lit207
IC50 = 0,0191 £ 0,00057 uM
Saeed et al. 2017




230

0] O
N
N =~ N N — N
N N
H /N\/< H N—4
N N
\  SH \  SH
Cl
Cl
Cl F Lit210
Lit208 ICs9 = 0,044 £ 0,00148 pM
IC5q = 0,00866 + 0,00018 yM Saeed et al. 2017
Saeed et al. 2017 (SAEED et al., 2017b)

Cl :

o s Lit211
)]\ ICs0 = 0,01701 uM
Saeed et al. 2017

N~ N
H H
(SAEED et al., 2017c)
o s Lit212
o~~~ A ICsp = 0,06001 M
NN Saeed et al. 2017
Lit213

Cl
(0] S
” ” Saeed et al. 2017

Lit214
IC5q = 0,02937 uM
Saeed et al. 2017

N

Lit215
IC50 =0,0300 uM
Saeed et al. 2017

O
O

/\/\/\/\/\/\/\)J\N

0 Lit216

Saeed et al. 2017

o)
s
NN
_N%
0" Y0
i L
N Cl
H H
)
ﬁ ﬂ Saeed et al. 2017
0
Lit217
o) )SL OH
H H

ICs0 = 0,05293 pM
o)
Lit218
o j\ ICs = 0,04001 pM
/\/\/\/\/\/\/\)J\N N Saeed et al. 2017
H H




231

o)
NS IR Lit219

N

o S
Ao A
H H

"0 |Cgy = 0,06047 uM
Saeed et al. 2017

S O Lit220
N)J\N ICs = 0,04282 M
H H

O Saeed et al. 2017

Lit304
IC50 = 0,089 £ 0,24 uyM
Hanif et al. 2012

(HANIF et al., 2012)

Lit314
IC50 = 0,077 £ 0,001 yM
Hanif et al. 2012

Lit327
IC50 = 0,05 + 0,002 uM
Mentese et al. 2017

H

Lit334
ICs50 = 0,06 + 0,008 yM
Mentese et al. 2017

(MENTESE et al., 2017)

L3 L,

()\\ ,NHz O\\S/NHZ
o8 S LT
/>N
7 N Lit357 L Lit358
STy  ICso=0,096 + 0,006 uM SN ICg = 0,087 £ 0,012 pM
Saeed et al. 2016 Saeed et al. 2016
o 0
O _NH, Qv _NH,
S S
A\ \
LI e
//'l 7 "N
S Ny S Y
Lit360

Lit359
ICs5¢ = 0,087 + 0,006 uM
Saeed et al. 2016

IC5¢ = 0,072 £ 0,015 uM
Saeed et al. 2016




232

Lit361
ICs9 = 0,083 £ 0,007 uM
Saeed et al. 2016

Lit363
IC50 = 0,081 + 0,003 uM
Saeed et al. 2016

0)

\\S/NHQ
\
weg
/N
S/k Lit364
E SN ICg = 0,064 £ 0,01 uM

Saeed et al. 2016
(0]

(SAEED et al., 2016)

O S
N N
-O\II\IF Cl
o]

Lit365 0=5=0
IC50 = 0,058 £ 0,011 yM  NH»
Saeed et al. 2016

o
v NH
\S 2

IO

N

pd

7

5

\ / 0 Lit461
Lit366 Ny ICsp = 0,029 + 0,028 uM
ICs0 = 0,083 £ 0,02 yM N Khan, W. et al., 2020
Saeed et al. 2016 H
o
l{l‘“
N NH
HZN\P/NHi©/ © HoN. N2
O// \O O// (0]
Litd475 Lit476
ICs0 = 0,063 uM ICso = 0,026 UM
Dominguez et al., 2008 Dominguez et al., 2008
(@)
0 _ N /NHZ
O/ - /P\
~p’ (e} N
’P\NH Iy NH»>
H,N 2 oN
©/\O
Lit477
ICs0 = 0,016 uM
Dominguez et al., 2008 Lit478

(DOMINGUEZ et al., 2008)

IC59 = 0,0035 uM
Dominguez et al., 2008




233

F
\©\/\ O\\ /NH2

_R

NN

N NH,
Lit479
ICs = 0,049 pM

Dominguez et al., 2008

O NH;
S, P<
(Lo
N

Lit480
IC50 = 0,002 uM
Dominguez et al., 2008

o)

% NH; <j\A QL _NH,
y+ H NH: H NH,
o O Lit482 Lit483
|C50 = 0,003 HM |C50 = 0,014 HM
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Quadro D2 - Substancias da literatura que compdem a faixa 2 de inibicdo da CEU
(ICs0=0,1-10 uM)

s

Lit07
|C50 = 0,33 + 0,03 lJM
Channar et al., 2020

/‘S\/\>\©\
I )\ _N.
\O — H \N Br

= /N\N/I\\N Br
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Lit09
IC50=0,16 £ 0,004 uM
Channar et al., 2020

(CHANNAR et al., 2021)
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IC59 = 0,44 + 0,02 pM
Channar et al., 2020

S
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IC50 = 0,26 £ 0,02 uM
Channar et al., 2020

7 N
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IC50=0,21 £ 0,01 yM
Channar et al., 2020

7 SN
H
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ICs50 =0,12 £ 0,003 pM
Channar et al., 2020
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= /N\N)\\N Br
H
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ICs9 = 0,20 + 0,002 uM
Channar et al., 2020
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H
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IC5¢ = 0,13 £ 0,002 uM
Channar et al., 2020

_ N\HJ\\}Q\BF

Lit15
IC50 = 0,11 £ 0,003 uM
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o” S \
/N\N/I\\N Cl
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Lit16
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Channar et al., 2020
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N. S
\O — H N Br
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ICs50 = 0,11 £ 0,005 pM
Channar et al., 2020
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N={ |
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L|t43
IC50=9,24 £ 0,42 yM
Khan et al., 2020

(KHAN, |. et al., 2020)
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N/
Lit60

ICs0 = 8,79 £ 0,057 uM
Riaz et al. 2020

(RIAZ et al., 2020)
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Lit61
ICgq = 7,27 £ 0,05 uM
Riaz et al. 2020
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Riaz et al. 2020
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O __| Ashanietal. 2020
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Ashani et al. 2020
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(SHAH et al., 2019)
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Vanjare et al 2020

(VANJARE et al., 2020)
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Vanjare et al 2020
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IO
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Vanjare et al 2020
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Vanjare et al 2020
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H Taha et al. 2020

(TAHA et al., 2020)
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Taha et al. 2020
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Taha et al. 2020
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Larik et al. 2019

H
F Lit111
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Larik et al. 2019
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Larik et al. 2019
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Larik et al. 2019
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Mentese et al. 2019
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Mentese et al. 2019
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Mentese et al. 2019
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Mentese et al. 2019
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H
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Channar et al. 2017
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(KHAN, W. et al., 2020)




251

O

S\)\u
e
_N
N
Lit455
N\ IC50=0,14 £ 0,01 uM
Khan, W. et al., 2020

e

o

Q 3

H
N
\
X _N
Lit456
ICs50 = 0,594 £ 0,743 uM
Khan, W. et al., 2020

N

N
H
0 < ? o)
: \)\N S\)LN
N ,\N \N/N
N
Lit457 Lit458
ICs0 = 0,667 + 0,099 pM N\ ICs50 = 0,158 + 0,215 uyM
Khan, W. et al., 2020 Khan, W. et al., 2020
b H
< ? o) o)
s\)LN : S\)\N
N— H N— H
X _N X _N
N N
Lit459 Lit460
ICs0 = 0,246 + 0,113 uM ICs0 = 0,224 + 0,072 uM
N Khan, W. et al., 2020 N Khan, W. etal., 2020
N N
H H
0 S: ~§ (0]
< 2 : N
H N
N—( =
X _N N N
N’ N
Lit462 Lit463
ICs0 = 0,378 + 0,224 uM N\  [Cso=0,497 + 0,049 uM
N Khan, W. et al., 2020 Khan, W. et al., 2020
N N
N H
0
I
/N+
0
\©\ O\\P,NHZ
N
H NHz
Lit481
ICs0 = 0,300 uM

Dominguez et al., 2008




252

Quadro D3 — Substancias da literatura que compdem a faixa 3 de inibicdo da CEU
(ICs0 =10 - 50 uM)
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IC5q = 25,85 + 1,21 uyM
Azizian et al., 2020
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IC50=22,9 0,3 uM
Shah et al 2019

S

Lit75
|C50 = 15,8 + 0,2 UM
Shah et al 2019

o) r S\(S o}
Lit76

ICsp = 35,08 + 0,2 uM
Shah et al 2019

S S
o (Y o
N N
HO)K/ N~ \)J\OH
Lit77
|C5o = 28,08 + 0,2 }JM
Shah et al 2019

A

S

Lit78

ICsq = 46,30 + 0,35 uM
Shah et al 2019

S

Lit86 o
ICsq = 33,20 + 1,20 pM
Taha et al. 2020

Lit87
ICs9 = 19,80 + 0,80 uM
Taha et al. 2020

Lit91
IC50 = 23,80 + 1,00 uM
Taha et al. 2020

A\ Lit92
N ICs = 28,60 £ 1,20 uM
H Taha et al. 2020

N Lit93
N ICso = 20,40 + 1,20 uM
H Taha et al. 2020

Lit94
ICs50 = 13,20 £ 0,30 pM
Taha et al. 2020

SN
N Cl

e
\ S
s)\” 0

N\ Lit98
N ICsp = 7,30 £ 0,10 uM
H Taha et al. 2020
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Lit137
ICsq = 39,00 £ 0,01 uM
Aygul et al. 2018

Lit138
IC59 = 24,60 £ 0,01 uM
Aygul et al. 2018

Lit139
ICsq = 22,30 £ 0,01 M
Aygul et al. 2018

(AYGUL et al., 2018)

OH
HO O
HO O S
HO o O
Lit140

IC50 = 28,90 £ 0,01 pM
Aygul et al. 2018

Lit141
IC50 = 30,40 £ 0,05 uM
Aygul et al. 2018

| O\\ e
ANH_R
Lit243
ICs0= 14,4 + 4,8 uyM

Berlicki et al. 2012
(BERLICKI et al., 2012)

Lit246 NH;

NH»>

o Lit247
|C50 =28 uM |C50: 12 uM
Ahari-Mostafavi et al. 2014 Ahari-Mostafavi et al. 2014
O\\N+o_ F
S
S Lit254  NH,

Lit252 NH,
IC50 =18 “M

Ahari-Mostafavi et al. 2014

IC50= 16,6 uM
Ahari-Mostafavi et al. 2014

(AHARI-MOSTAFAVI et al., 2014)
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Lit255
ICs50 =35 uM
Ahari-Mostafavi et al. 2014
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|C50 = 25 HM
Ahari-Mostafavi et al. 2014

HO
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IC50= 16,3 uM
Ahari-Mostafavi et al. 2014
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IC50= 14 uM
Ahari-Mostafavi et al. 2014
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ICgq = 26,2 £2,2 yM
Akhtar et al. 2014

Lit269
IC59=33,5%+1,4 uM
Akhtar et al. 2014

o AL

Lit271
IC50=41,0 1,3 uM
Akhtar et al. 2014
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IC50=47,4 £ 3,4 uM
Akhtar et al. 2014
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0 Cl
Lit273

IC59=47,4 £2,2 yM
Akhtar et al. 2014

Lit275
IC50 =459+ 5,2 uyM
Akhtar et al. 2014

(AKHTAR et al., 2014)
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IC5q = 45,3 £ 8,1 uM
Akhtar et al. 2014

041 0
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IC50=12,4 £ 0,06 uM
Akhtar et al. 2014
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Akhtar et al. 2014
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Akhtar et al. 2014
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Hanif et al. 2012
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Hanif et al. 2012
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Hanif et al. 2012
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Hanif et al. 2012

0 N
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Hanif et al. 2012
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Hanif et al. 2012
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IC50 = 39,0 uM
Hanif et al. 2012

Lit312
IC50=10,9 £ 2,26 uM
Hanif et al. 2012
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ICsq = 24,04 £ 0,14 yM
Hanif et al. 2012
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H
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H
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ICs50 =25,8 £0,47 uM
Rauf et al. 2015

0O
O HO

HN =

4A\N 0
H
Lit340
IC50=12,96 £ 0,13 uM

Rauf et al. 2015

N
H
S

JIQY

Lit342
IC50 =21,83+0,19 uM
Rauf et al. 2015

Pl

Lit344
|C50 = 32,3 + 0,16 HM
Rauf et al. 2015

yﬁw

Lit345
IC50 =18,9 £ 0,027 uM
Rauf et al. 2015

(RAUF et al., 2015)

Jr J@ﬂm&i

Lit346
ICs9 = 39,76 £ 0,072 yM
Rauf et al. 2015

*@QY
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IC5¢ = 26,66 + 0,95 uM
Rauf et al. 2015

*y@x

Lit350
IC50 = 24,56 + 0,098 uM
Rauf et al. 2015
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Rauf et al. 2015
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Rauf et al. 2015
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N
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Rauf et al. 2015
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Rauf et al. 2015
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Rafiq et al. 2017
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Rafiqg et al. 2017
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Rafiq et al. 2017
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Rafiq et al. 2017
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ICsq = 20,29 £ 2,76 M
Rafiq et al. 2017

(RAFIQ et al., 2017)
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Cl Cl
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Suyoga et al. 2013
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Suyoga et al. 2013
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Br

IC50=13,1%1,5uM
Suyoga et al. 2013

Cl
Cl
L
N
N
. 0] e} \ﬂ/
Lit401 HN 0 ol
|C50 =19,8+1,3 }JM )
Suyoga et al. 2013 Lit407
|C50 = 14,2 + 1,2 HM
Suyoga et al. 2013
Br
0 (0]
N
. PRy DR
Cl N\H/NH K/N \n/
S Cl S Cl
Cl
Lit408 Cl Cl

Lit409
IC50=10,2% 1,1 uM
Suyoga et al. 2013




263

(@)
g TN
Ly

Lit410 Cl
IC50=16,21 1,4 uM
Suyoga et al. 2013
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Suyoga et al. 2013
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Suyoga et al. 2013
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Suyoga et al. 2013
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Suyoga et al. 2013
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N
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Lit422
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Suyoga et al. 2013
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3
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B/QHELHI/\,(OVQ
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Lit423

IC50=18,0+ 1,5 uM
Suyoga et al. 2013

Lit424
IC50=16,21 1,4 uM
Suyoga et al. 2013
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o NS
H H 0
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ICg0=14,1 21,2 uM
Suyoga et al. 2013

(SUYOGA et al., 2013)
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Suyoga et al. 2013
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Suyoga et al. 2013
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Suyoga et al. 2013
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Akhtar et al., 2010
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Quadro D4 — Substancias da literatura que compdem a faixa 4 de inibicdo da CEU

(ICs0 > 50 uM)

S \
Lo
N @]

Lit01
ICg9 =147,9 £ 0,92 M
Azizian et al., 2020
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Lit02
IC50=181,0+ 1,79 uM
Azizian et al., 2020

Lit06
IC509 = 62,94 + 2,44 uM
Azizian et al., 2020

F NG 2 o/ o—
)\o/©: N>_S\_2/t\§
H N=

Lit32
ICsq9 = 113,43 £ 1,66 uM
Khan et al., 2020

Lit33
IC50 = 57,71 £ 3,52 yM
Khan et al., 2020

L|t34
ICsq = 160,8 £ 2,21 uyM
Khan et al., 2020

Lit35
ICg9=112,4 £ 1,60 uyM
Khan et al., 2020

Lit38
IC50 = 120,12 £ 1,5 uM
Khan et al., 2020

L|t39
ICg9 = 55,96 £ 0,71 uyM
Khan et al., 2020

Lit42
IC50 = 426,13 £ 3,4 UM
Khan et al., 2020
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Khan et al., 2020
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Khan et al., 2020
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OH Berlicki et al. 2012 OH  Berlicki et al. 2012
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Interagdes observadas na docagem molecular das substancias da quimioteca do
LaSMMed com a urease de Canavalia ensiformis

Quadro E1 — Intera¢gdes das substancias LaSMMed 1-10 com a CEU

LMed | LMed | LMed
01 02 03

LMed
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LMed | LMed
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LMed
07

LMed | LMed | LMed
08 09 10

Score | 216 251 27,2
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26,7 | 26,2 | 29,2
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E493

D494

H519

L523

C592

H593

F605

N

R609

D633

A636

M637

Ni902

Interagéo de hidrogénio

Empilhamento 1T -- 11

Leienda das cores de acordo com 0s tipos de interagées:

T — anion

Hidrogénio ndo-convencional

-

Empilhamento T-mem T

T — cation

Carga atrativa (O-+N)  — alquila Enxofre — X (O,N,S)
Metal — aceptor Alquila Interacdo de halogénio
Interac&o 1T - hidrogénio ™ — Enxofre mT—0




Quadro E2 — Intera¢des das substancias LaSMMed 11-20 com a CEU
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Quadro E3 — Intera¢des das substancias LaSMMed 21-30 com a CEU
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Quadro E4 - Intera¢des das substancias LaSMMed 31-40 com a CEU

LMed | LMed | LMed | LMed | LMed | LMed | LMed | LMed | LMed | LMed
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Score| 259 251 25,3 26,4 23,5 32,8 26,5 234 285 | 23,0
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Quadro E5 — Intera¢gdes das substancias LaSMMed 41-46 com a CEU
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Quadro E6 — Intera¢des das substancias LaSMMed 47-53 com a CEU
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Quadro E7 — Intera¢des das substancias LaSMMed 54-63 com a CEU
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Quadro E8 — Intera¢des das substancias LaSMMed 64-72 com a CEU

282

LMed
64

LMed
65

LMed
66

LMed | LMed | LMed
67 68 69

LMed
70

LMed
71

LMed
72

Score

28,55

28,73

30,31

25,61 | 33,02 | 31,78

30,66

29,51

28,92

R439
A440

K490

H492

D494

H519

G550

H593

H594

R609

D633

A636
Ni901
Ni902




Quadro E9 — Interac¢des das substancias LaSMMed 73-81 com a CEU

283

LMed
73

LMed
74

LMed
75

LMed
76

LMed
77

LMed
78

LMed
79

LMed
80

LMed
81

Score

28,08

25,67

31,33

31,33

26,00

25,45

28,44

28,14

25,58

H407

R439

A440

K490

H492
D494
H519

G550

H593

H594

R609

D633

A636

Ni901




Quadro E10 — Interac¢des das substancias LAPSSO 168-189 com a CEU

284

LAPSSO
168

LAPSSO
169

LAPSSO
170

LAPSSO
171

LAPSSO
172

LAPSSO
173

LAPSSO
174

Score

23,57

30,74

27,78

19,86

24,73

25,36

23,29

H407

H409

A440

K490

H492

H519

H545
G550

H593

R609

D633

A636

Ni901
Ni902




Quadro E11 — Interacdes das substancias LAPSSO 175-181 com a CEU

285

LAPSSO
175

LAPSSO
176

LAPSSO
177

LAPSSO
178

LAPSSO
179

LAPSSO
180

LAPSSO
181

Score

21,23

21,16

21,07

22,82

29,80

26,19

28,98

H407

H409

A440

K490

H492

D494

H519

G550
C592

H593

R609

D633

Ni901
Ni902




Quadro E12 — Interac¢des das substancias LAPSSO 182-188 com a CEU

286

LAPSSO
182

LAPSSO
183

LAPSSO
184

LAPSSO
185

LAPSSO
186

LAPSSO
187

LAPSSO
188

Score

28,16

28,61

29,96

24,37

21,17

22,53

24,24

H407

H409

A440

K490

H492
D494
H519

G550

C592

H593

D633

A636

M637
Ni901
Ni902

Quadro E13 — Interacdes das substancias LAPSSO 189-195 com a CEU

LAPSSO
189

LAPSSO
190

LAPSSO
191

LAPSSO
192

LAPSSO
193

LAPSSO
194

LAPSSO
195

Score

21,97

22,07

23,62

25,50

R439
A440

28,32

29,05

18,28

H492

H519
G550
C592

H593

R609

D633

A636




Ni901

Quadro E14 — Interac¢des das substancias LAPSSO 196-201 com a CEU

Ni902

287

LAPSSO
196

LAPSSO
197

LAPSSO
198

LAPSSO
199

LAPSSO
200

LAPSSO
201

Score

21,83

27,18

20,45

26,43

28,41

H407

e

24,92

H409

K490

A440

H492

D494

H519

G550
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Quadro E15 — Interagdes das substancias LAPSSO 203-208 com a CEU

LAPSSO
203

LAPSSO
204

LAPSSO
205

LAPSSO
206

LAPSSO
207

LAPSSO
208

Score

27,74

29,32

27,48

29,7

24,88

27,81

H407

H409

R439

A440

K490

H492

E493

H519

D494

L523

H593

G550
C592

|

F605
R609

D633

A636

M637

Ni901

Ni902
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Quadro E16 — Interacdes das substancias LAPSSO 209-212 com a CEU

LAPSSO 209

LAPSSO 210

LAPSSO 211

LAPSSO 212

Score

A440

H492

31,56

30,66

29,98

29,74

E493

D494

H519

L523

C592

H593

F605

R609

A636

M637




APENDICE F

290

Interagdes observadas na docagem molecular das substancias da quimioteca do
LaSMMed na urease de Helicobacter pylori

Quadro F1 — Interagdes das substancias LaSMMed 1-10 com a HPU

LMed
01

LMed
02

LMed
03

LMed
04

LMed
05

LMed
06

LMed
07

LMed
08

LMed | LMed
09 10

Score

20,9

29,6

27,9

28,7

30,5

26,6

28,7

29,9

26,7 | 28,9

G47(R)

H221

E222

H248

T251

G280

H314

M317

L318

C321

H322

R338

1339

M366

1467

Legenda das cores de acordo com os tipos de interacbes:

Interagéo de hidrogénio

Empilhamento 1T -- 1

T — anion

Hidrogénio ndo-convencional

Empilhamento T-mem T

T — cation

Carga atrativa (O-+N)  — alquila Enxofre — X (O,N,S)
Metal — aceptor Alquila ‘ Interagéo de halogénio
Interagéo 17 - hidrogénio ™ — Enxofre mT—0




Quadro F2 — Interagbes das substancias LaSMMed 11-20 com a HPU

291

LMed
11

LMed
12

LMed
13

LMed
14

LMed
15

LMed
16

LMed
17

LMed
18

LMed
19

LMed
20

Score

30,4

28,1

37,9

30,0

30,3

26,5

25,1

27,2

28,8

27,9

FA5R

G46R

K49R

H136

.

H138

A169

K219

H221

E222

D223
H248

T251

L252

H274

G279

G280

H314

M317

L318

C321

H322

R338

D362

A365

M366

Ni601




| Ni602 |

Quadro F3 — Interagdes das substancias LaSMMed 21-30 com a HPU

292

LMed
21

LMed
22

LMed
23

LMed
24

LMed
25

LMed
26

LMed
27

LMed
28

LMed
29

LMed
30

Score

29,0

27,7

26,0

18,9

22,3

246

28,6

28,5

24,4

249

FA5R

G47R

H138

A169

H221

E222

D223

H248

L252

G280

H314

M317

L318

C321
H322

R338

D362

A365

M366

Ni601

Ni602




Quadro F4 — Intera¢des das substancias LaSMMed 31-40 com a HPU

293

LMed
31

LMed
32

LMed
33

LMed
34

LMed
35

LMed
36

LMed
37

LMed
38

LMed
39

LMed
40

Score

27,7

26,9

25,1

249

20,9

29,6

23,4

24,8

27,2

25,8

K49R

H138

A169

H221

E222

D223

H248

T251

L252

H314

M317

L318

C321

H322

H323

F334

R338

1339

D362

A365

M366

1467

P468

Ni601




| Ni602 |
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Quadro F5 — Interagdes das substancias LaSMMed 41-46 com a HPU

LMed
41

LMed
42

LMed
43

LMed
44 R

LMed
44 S

LMed
45 R

LMed
45 S

LMed
46 R

LMed
46 S

Score

28,5

25,8

28,5

33,1

30,9

34,4

31,3

35,4

32,4

A169

H221

E222

D223

H248

G279

G280

H314

M317

L318

C321

H322

R338

1339

A365

M366

1467

Ni601

Ni602




Quadro F6 — Interagdes das substancias LaSMMed 47-52 com a HPU

295

LMed
47 R

LMed
47 S

LMed
48 R

LMed
48 S

LMed
49 R

LMed
49 S

LMed
50

LMed
51

LMed
52

Score

30,5

33,8

35,1

33,1

31,8

33,6

28,2

26,0

32,8

FA5R

G47R

K49R

A169

H221

E222

D223

H248

L252

G279

G280

H314

M317

L318

C321

H322

H323

F334

R338

1339

A365

M366

Ni601

Ni602




296

Quadro F7 — Interagbes das substancias LaSMMed 53-62 com a HPU

LMed
53

LMed
54

LMed
55

LMed
56

LMed
57

LMed
58

LMed
59

LMed
60

LMed | LMed
61 62

Score

H138

27,16

G47R) [

28,82

22,75

22,02

24,85

22,22

21,77

25,08

28,84 | 32,29

A169

K219

H221

E222

D223

H248

T251

H274

A278

G279

G280

M317

L318

C321

H322

R338

1339

D362

A365

M366

Ni601

Ni602
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Quadro F8 — Interagdes das substancias LaSMMed 63-72 com a HPU

LMed
63

LMed
64

LMed
65

LMed
66

LMed
67

LMed
68

LMed
69

LMed
70

LMed | LMed
[4 72

Score

35,49

30,47

28,62

33,20

25,71

31,06

29,18

G47(R)

A169

K219

H221

30,44

N

28,14 | 27,31

E222

D223

H248

L252

H274

[
]

A278

G279

H314

M317

L318

C321

H322

H323
R338

1339

D362

A365

M366

Ni601

Ni602




Quadro F9 — Intera¢des das substancias LaSMMed 73-81 com a HPU

298

LMed
73

LMed
74

LMed
75

LMed
76

LMed
77

LMed
78

LMed
79

LMed
80

LMed
81

Score

H136

25,80

K49R) | |

26,80

32,97

27,44

22,57

24,41

27,99

27,36

26,08

H138

A169

K219

H221

E222

D223

H248

L252

H274

G279

M317

L318

C321

H322

H323

1339

D362

A365

M366

Ni601




Quadro F10 — Interacdes das substancias LAPSSO 183-175 com a HPU

299

LAPSSO
168

LAPSSO
169

LAPSSO
170

LAPSSO
17

LAPSSO
172

LAPSSO
173

LAPSSO
174

LAPSSO
175

Score

22,83

32,54

25,59

19,86

21,96

25,18

20,53

19,07

G47R

H136

H138

A169

K219

H221

E222

D223

H248

H274

G279

G280

C321

H322

R338




Quadro F11 — Interacbes das substancias LAPSSO 176-183 com a HPU

300

H138

LAPSSO | LAPSSO | LAPSSO |LAPSSO |LAPSSO | LAPSSO |LAPSSO | LAPSSO
176 177 178 179 180 181 182 183
Score| 17,93 19,57 19,43 28,81 23,79 25,46 30,05 28,69
G47R
H136

E222

D223

H248

H274
G279
G280

H322

R338

D362

A365
Ni601
Ni602




Quadro F12 — Interacbes das substancias LAPSSO 184-191 com a HPU

301

LAPSSO
184

LAPSSO
185

LAPSSO
186

LAPSSO
187

LAPSSO
188

LAPSSO
189

LAPSSO
190

LAPSSO
191

Score

H136

29,00

carr I

27,06

20,27

22,96

21,62

21,62

21,13

22,35

H138

A169

K219

H221

D223

H248

H274

G279

M317

L318
C321
H322

R338

D362

A365

M366

Ni601

Ni602




Quadro F13 — Interacbes das substancias LAPSSO 192-199 com a HPU

302

LAPSSO
192

LAPSSO
193

LAPSSO
194

LAPSSO
195

LAPSSO
196

LAPSSO
197

LAPSSO
198

LAPSSO
199

Score

24,31

28,45

29,76

17,74

19,02

25,97

19,02

23,52

G47R

A169

H221

E222
D223

H248

G279

G280

H322
R338

D362

A365

M366

Ni601

Ni602




Quadro F14 — Interacbes das substancias LAPSSO 201-206 com a HPU

303

LAPSSO
200

LAPSSO
201

LAPSSO
203

LAPSSO
204

LAPSSO
205

LAPSSO
206

Score

27,83

22,46

32,05

33,57

36,29

39,61

H136

H138

A169

K219

H221

D223
H248

H274

G279

M317

L318

C321

H322

D362

A365
M366
Ni601

Ni602




Quadro F15 — Interacbes das substancias LAPSSO 207-227 com a HPU

304

LAPSSO
207

LAPSSO
208

LAPSSO
209

LAPSSO
210

LAPSSO
211

LAPSSO
212

Score

33,95

28,10

34,34

39,69

37,37

37,07

H136

H138

A169

K219

H221

E222

D223

H248

H274
G279
M317
L318
C321
H322

D362

A365

M366
Ni601
Ni602

Legenda das cores de acordo com os tipos de interacbes:

Interagéo de hidrogénio

Empilhamento 1T -- 1

T — anion

Hidrogénio ndo-convencional

Empilhamento m-mem T

H

T — cation

Carga atrativa (O-+N)  — alquila Enxofre — X (O,N,S)
Metal — aceptor Alquila Interagédo de halogénio
Interacao 11 - hidrogénio T — Enxofre m—0




APENDICE G

305

Interacdo das substancias da literatura com a urease de Canavalia ensiformis

Quadro G1 — Interagbes das substancias da literatura (Lit48-57) que compdem a faixa

1 de inibigdo (ICs0 < 0,1 uM) com a CEU

Lit48

Lit49

Lit50

Lit51

Lit52

Lit53

Lit54

Lit55

Lit56

Lit57

ICs0 (UM)

0,013

0,018

0,017

0,033

0,016

0,021

0,019

0,008

0,013

0,027

Score

38,44

37,54

38,02

35,96

35,79

36,69

39,46

D439

A440

35,32

37,35

42,75

H492

E493

D494

H519

L523

G550

C592

H593

L595

D633

Q635

A636

M637

Ni901
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Quadro G2 - Interagbes das substancias da literatura (Lit58-117) que compdem a

faixa 1 de inibigdo (ICso < 0,1 yM) com a CEU

Lit58 | Lit59 | Lit104 | Lit105 | Lit106 | Lit107 | Lit108 | Lit109 | Lit116 | Lit117

ICs0 (MM) | 0,0314 | 0,036 | 0,0313 | 0,0445 | 0,0396 | 0,0621 | 0,0644 | 0,0934 | 0,0635 | 0,0921
Score | 27,07 |34,13| 34,40 | 27,15 | 27,18 | 34,41 | 27,09 | 27,67 | 37,32 | 31,42

D439

A440

H492
E493

S

H519

L523
G550
M588
C592

H593

L595
F605

R609

A636

M637
Ni901
Ni902




307

Quadro G3 - Interagdes das substancias da literatura (Lit118-129) que compdem a
faixa 1 de inibigdo (ICso < 0,1 yM) com a CEU

Lit118

Lit119

Lit120

Lit121

Lit123

Lit124

Lit126

Lit127

Lit128

Lit129

ICs0 (UM)

0,0425

0,0653

0,0354

0,0771

0,0759

0,0723

0,072

0,0294

0,0549

0,0357

Score

34,00

35,63

33,79

39,90

34,28

32,20

33,55

33,39

34,36

H409

1411

D439

A440

29,64

H492

D494

H519

L523

G550

M588

C592

H593

H594

L595

F605

R609

D633
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Q635

A636

M637

Ni901

Ni902

=

Quadro G4 — Interagdes das substancias da literatura (Lit130-133) que compdem a
faixa 1 de inibigao (ICso < 0,1 uM) com a CEU

Lit130R

Lit130S

Lit131R

Lit131S

Lit132R

Lit132S

Lit133R

Lit133S

ICs0 (UM)

0,0014

0,0014

0,0046

0,0046

0,00127

0,00127

0,00036

0,00036

Score

D439

31,48

31,33

29,91

32,23

34,64

32,68

33,71

31,38

A440

—

H492

E493

D494

H519

G550

C592

H593

H594

L595

F605

R609

D633

A636

M637
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Quadro G5 - Interagdes das substancias da literatura (Lit134-143) que compdem a
faixa 1 de inibigdo (ICso < 0,1 yM) com a CEU

Lit134R

Lit134S

Lit135R

Lit135S

Lit136R

Lit136S

Lit143R

Lit143S

ICs0 (UM)

0,0816

0,0816

0,0061

0,0061

0,0987

0,0987

0,0441

0,0441

Score

38,03

32,57

33,7

33,33

37,28

35,26

37,3

36,31

1411

A436

D439

I

A440

H492

E493

D494

H519

L523

G550

C592

H593

L595

F605

R609

D633

Q635

A636

M637
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Quadro G6 — Interagdes das substancias da literatura (Lit144-147) que compdem a
faixa 1 de inibigdo (ICso < 0,1 yM) com a CEU

Lit144R

Lit144S

Lit145R

Lit145S

Lit146R

Lit146S

Lit147R

Lit147S

ICs0 (UM)

0,037

0,037

0,0436

0,0436

0,0622

0,0622

0,0092

0,0092

Score

34,83

33,37

34,54

34,12

38,94

39,84

31,01

31,09

1411

A436

D439

A440

H492

D494

W495

H519

A636
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Quadro G7 - Interagdes das substancias da literatura (Lit148-151) que compdem a
faixa 1 de inibicdo (ICso < 0,1 uM) com a CEU

Lit148R

Lit148S

Lit149R

Lit149S

Lit150R

Lit150S

Lit15R

Lit151S

ICs0 (UM)

0,0085

0,0085

0,007

0,007

0,0946

0,0946

0,0437

0,0437

Score

35,16

32,04

37,56

32,83

37,75

36,16

38,04

40,63

1411

A436

D439

A440

H492

E493

W495

H519

C592

H593

H594

R609

Q635

A636

M637

Ni902
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Quadro G8 - Interagdes das substancias da literatura (Lit152-158) que compdem a

faixa 1 de inibicdo (ICso < 0,1 uM) com a CEU

Lit152 | Lit153 | Lit154 | Lit155 | Lit156 | Lit157R | Lit157S | Lit158

ICso (M) | 0,0269 | 0,0623 | 0,0698 | 0,0333 | 0,0582 | 0,0171 0,0171 0,054
Score 34,08 34,01 30,83 34,3 34,3 37,93 37,35 41,02

D439

A440

H492 -

D494
H519
G550

C592

H593 q F:
H594
R609
Q635

Legenda das cores de acordo com os tipos de interagcbes:

Interagao de hidrogénio Empilhamento 1T -- 11 T — anion
Hidrogénio nao-convencional Empilhamento m-mem T T — cation
Carga atrativa (O-+N)  — alquila Enxofre — X (O,N,S)

Metal — aceptor Alquila Interacéo de halogénio
Interagéo 17 - hidrogénio  — Enxofre mT—0
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Quadro G9 - Interagdes das substancias da literatura (Lit159-166) que compdem a

faixa 1 de inibicdo (ICso < 0,1 uM) com a CEU

Lit159 | Lit160 | Lit161 | Lit162 | Lit163

Lit165R

Lit165S

Lit166R

Lit166S

ICs0 (M) | 0,0783 | 0,0439 | 0,0674 | 0,0297 | 0,02

0,00026

0,00026

0,00022

0,00022

Score | 35,66 | 36,37 | 37,6 35,8 | 37,57

32,22

33,47

29,58

29,68

1411

C412

P434

A436

A A S P

D439

A440

H492

D494

H519

M588

C592

H593

H594
R609

Q635
A636

M637
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Quadro G10 - Interagdes das substancias da literatura (Lit167-170) que compbem a

faixa 1 de inibicdo (ICso < 0,1 uM) com a CEU

Lit167R

Lit167S

Lit168R

Lit168S

Lit169R

Lit169S

Lit170R

Lit170S

ICs0 (UM)

0,00046

0,00046

0,00012

0,00012

8,6E-06

8,6E-06

3,81E-05

3,81E-05

Score

32,75

28,96

32,75

36,31

30,5

34,59

28,63

29,82

H409

1411

C412

P434

A436

G437

D439

-

A440

H492

E493

D494

W495

H519

C592
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Quadro G11 - Interagdes das substancias da literatura (Lit171-174) que compbem a
faixa 1 de inibicdo (ICso < 0,1 uM) com a CEU

Lit171R

Lit171S

Lit172R

Lit172S

Lit173R | Lit173S | Lit174R | Lit174S

ICs0 (UM)

3,4E-05

3,4E-05

8,1E-06

8,1E-06

2,92E-05 | 2,92E-05 | 9,4E-06 | 9,4E-06

Score

34,64

36,66

28,3

28,48

32,18 31,47 28,27 30,55

1411

P434

A436

D439

—

A440 H

H492

D494

W495

H519

L523
C592

H593

H594

L595

F605
R609
Q635

A636

M637
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Quadro G12 - Interagdes das substancias da literatura (Lit175-189) que compbem a
faixa 1 de inibicdo (ICso < 0,1 uM) com a CEU

D439

Lit175 | Lit176 | Lit177 | Lit178 | Lit179 | Lit180 | Lit181 | Lit188 | Lit189
ICs5 (M) | 0,081 | 0,078 | 0,073 | 0,082 | 0,045 | 0,002 | 0,095 | 0,02757 | 0,01776
Score | 41,26 | 36,53 | 36,67 | 36,33 | 37,63 | 34,71 | 34,21 | 27,61 31,4
1411
A436

A440

H492

D494

H519

L523

G550

M588

C592

H593

H594

L595

F605

A636

M637
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Quadro G13 - Interagdes das substancias da literatura (Lit190-199) que compbem a
faixa 1 de inibigdo (ICso < 0,1 yM) com a CEU

Lit190

Lit191

Lit192

Lit196

Lit197

Lit198

Lit199R

Lit199S

ICs0 (UM)

0,0533

0,025

0,0558

0,026

0,096

0,067

0,0962

0,0962

Score

24,16

24,64

26,47

31,55

32,06

33,51

36,78

36,45

H407

H409

1411

A436

D439

A440

H492

D494

H519

G550

M588

C592

H593

R609

D633

A636

M637

Ni901

Ni902

I
;I F’M |
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Quadro G14 - Interagdes das substancias da literatura (Lit200-203) que compdem a
faixa 1 de inibigdo (ICso < 0,1 yM) com a CEU

Lit200R

Lit200S

Lit201R

Lit201S

Lit202R

Lit202S

Lit203R

Lit203S

ICs0 (UM)

0,0856

0,0856

0,0137

0,0137

0,0202

0,0202

0,0183

0,0183

Score

34,73

35,74

34,56

36,66

40,22

43,92

38,53

38,98

1411
A436

D439

A440
H492

D494

H519

L523

C592

H593

H594
R609
Q635

A636
M637

Ni901

Ni902

Legenda das cores de acordo com os tipos de interacbes:

Interagéo de hidrogénio

Empilhamento 1 -- 11

T — anion

Hidrogénio ndo-convencional

Empilhamento m-mem T

T — cation

Carga atrativa (O-+N)  — alquila Enxofre — X (O,N,S)
Metal — aceptor Alquila Interagéo de halogénio
Interagéo 17 - hidrogénio  — Enxofre mT—0
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Quadro G15 — Interagdes das substancias da literatura (Lit204-208) que compbem a
faixa 1 de inibicdo (ICso < 0,1 uM) com a CEU

Lit204R

Lit204S

Lit206R

Lit206S

Lit207R

Lit207S

Lit208R

Lit208S

ICs0 (UM)

0,0551

0,0551

0,07

0,07

0,0191

0,0191

0,00866

0,00866

Score

37,16

38,07

33,26

37,02

36,86

35,91

34,73

35,54

1411

A436

D439

A440

H492

D494

W495

H519

L523

G550

V591
C592

H593

H594

R609

M637

Ni901
Ni902
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Quadro G16 — Interagdes das substancias da literatura (Lit210-220) que compbem a
faixa 1 de inibicdo (ICso < 0,1 uM) com a CEU

Lit210R

Lit210S

Lit212

Lit214

Lit215

Lit216

Lit217

Lit219

Lit220

ICs0 (UM)

0,044

0,044

0,06001

0,02937

0,03

0,03674

0,05293

0,06047

0,04282

Score

37,36

35,74

32,1

40,19

45,43

32,00

37,95

36,34

34,00

H407

H409

1411

C412

P434

D439

A440

|

H492

D494

H519

|

L523

G550

E584
M588

L589

V591

C592

H593

L595

F605

R609

D633

Q635
A636

M637

G638 -




R639

321

Ni901

Ni902

S

Quadro G17 — Interagdes das substancias da literatura (Lit304-361) que compdem a
faixa 1 de inibigdo (ICso < 0,1 uM) com a CEU

Lit304

Lit314

Lit327

Lit334

Lit357

Lit358

Lit359

Lit360

Lit361

ICs0 (UM)

0,089

0,077

0,05

0,06

0,096

0,087

0,087

0,072

0,083

Score

29,29

32,34

34,61

34,91

37,06

38,7

33,98

35,02

35,93

1411

A436

D439

A440

H492

D494

H519

G550

M588

C592

H593

H594

L595
F605




R609

D633

Q635

A636

322

M637

Ni902

Quadro G18 — Interagdes das substancias da literatura (Lit363-478) que compdem a
faixa 1 de inibi¢géo (ICso < 0,1 yM) com a CEU

Lit363

Lit364

Lit365

Lit366

Lit461

Lit475

Lit476

Lit477

Lit478

ICs0 (UM)

0,081

0,064

0,058

0,083

0,029

0,063

0,026

0,016

0,0035

Score

35,75

39,12

H407

37,06

39,75

42,83

28,57

26,48

33,95

32,04

H409

C412

P434

D439

A440

T441

K490
H492

D494

H519

M588

H545
G550

C592

H593




H594

R609

D633

Q635

A636

323

M637

Ni901

Ni902

H

Quadro G19 - Interacdes das substancias da literatura (Lit479-488) que compdem a
faixa 1 de inibi¢géo (ICso < 0,1 yM) com a CEU

D439

A440

H492

Lit479 | Lit480 | Lit482 | Lit483 | Lit484 | Lit485 | Lit486 | Lit487 | Lit488
ICs (uM) | 0,049 | 0,002 | 0,003 | 0,014 | 0,005 | 0,005 | 0,01 0,01 0,01
Score | 29,66 | 29,54 | 30,59 | 29,78 | 32,91 | 30,99 | 32,27 | 30,5 | 30,56
H409

|

D494

H519

G550

C592

H593

R609

D633
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Quadro G20 — Interagdes das substancias da literatura (Lit489-496) que compdem a
faixa 1 de inibigdo (ICs0 < 0,1 uM) com a CEU

Lit489

Lit490

Lit491

Lit492

Lit493

Lit494

Lit495

Lit496

ICs0 (UM)

0,02

0,0028

0,0029

0,00175

0,0348

0,0348

0,022

0,0256

Score

34,50

38,74

45,98

51,62

43,43

46,15

45,76

44,04

H409

1411

P434

D439

A440
H492

E493

D494

H519

-

L523
G550
M588

C592

H593

H594

L595

F605

Q635

R609
D633

A636

M637

Ni901 iiiiiii
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Quadro G21 - Interagdes das substancias da literatura (Lit497-502) que compbem a
faixa 1 de inibicdo (ICso < 0,1 uM) com a CEU
Lit497 Lit498 Lit499 Lit500 Lit501 Lit502R Lit502S
ICs0 (MM) | 0,0146 0,027 0,029 0,0323 0,028 0,029 0,029
Score 49,83 40,29 37,19 40,76 39,56 37,86 37,92
1411

D439

[

A440
D494

L523

M588

C592

o T ——

L595

Foos —

R609

Q635 _

A636
M637
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Quadro G22 - Interagdes das substancias da literatura (Lit503-508) que compbem a
faixa 1 de inibicdo (ICso < 0,1 uM) com a CEU

Lit503

Lit504

Lit505

Lit506

Lit507

Lit508

ICs0 (UM)

0,0035

0,0308

0,026

0,0372

0,0256

0,0237

Score

31,37

45,79

45,52

42,64

43,16

44,00

1411

D439

A440

D494

L523

M588

C592

H593

L595

F605

R609

Q635

A636

M637

Legenda das cores de acordo com os tipos de interacbes:

Interagéo de hidrogénio

Empilhamento 1 -- 11

T — anion

Hidrogénio ndo-convencional

Empilhamento m-mem T

T — cation

Carga atrativa (O-+N)  — alquila Enxofre — X (O,N,S)
Metal — aceptor Alquila Interacéo de halogénio
Interagéo 17 - hidrogénio  — Enxofre mT—0
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Quadro G23 - Interagbes das substancias da literatura (Lit07-16) que compdem a
faixa 2 de inibicdo (0,1 < 1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit07

Lit08

Lit09

Lit10

Lit11

Lit12

Lit13

Lit14

Lit15

Lit16

ICs0 (UM)

0,33

0,44

0,16

0,26

0,21

0,12

0,20

0,13

0,11

0,28

Score

35,79

34,10

33,11

33,20

31,01

32,09

30,95

29,60

27,79

31,51

A436

R439

A440

H492

G493

D494

H519

L523

P573

C592

H593

H594

R609

A636

M637
G638
Arg639

Ni902
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Quadro G24 - Interagbes das substancias da literatura (Lit17-67) que compdem a
faixa 2 de inibicdo (0,1 < 1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit17 | Lit40 | Lit43

Lit60

Lit61

Lit62

Lit64

Lit65

Lit66

Lit67

ICs0 (UM)

0,11 | 435 | 9,24

8,79

7,27

7,35

7,34

1,27

3,25

9,80

Score

34,20 | 32,39 | 36,61

35,25

33,46

36,40

35,18

40,36

38,09

31,58

H409

A436

G437

R439

I

A440

H492

G493

D494

W495

H519

L523

G550

C592

H593

H594

L595

F605

R609

-

D633

A636

M637

Ni901

Ni902
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Quadro G25 - Interagbes das substancias da literatura (Lit79-90) que compdem a
faixa 2 de inibigdo (0,1 <ICs0 < 10 yM) com a CEU

Lit79

Lit80

Lit81

Lit82

Lit83

Lit84

Lit85

Lit88

Lit89 | Lit90

ICso (WM) | 0,11

0,14

0,11

0,15

0,86

0,15

0,15

5,10

8,50 | 3,90

Score 29,90

30,90

30,14

34,12

31,64

30,16

30,23

33,88

34,14 | 37,00

H409

A436

-

R439

A440

H492

G493

D494

H519

L523

M588

C592

H593

H594

L595

R609

A636

Arg639

Ni901
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Quadro G26 — Interagdes das substancias da literatura (Lit95-103) que compdem a

faixa 2 de inibigdo (0,1 <1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit95

Lit96

Lit97

Lit98

Lit99

Lit100

Lit101

Lit102

Lit103

ICs0 (MM)

1,80

1,10

2,20

7,30

0,70

2,30

0,50

1,10

1,60

Score

34,32

35,18

36,11

35,89

33,37

33,86

36,85

34,43

35,54

H409

1411

C412

P434

A436

R439

A440

H492

D494

M588

C592

H593

H594

R609

D633

Q635

A636

M637




Arg639

Ni901
Ni902
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Quadro G27 — Interagdes das substancias da literatura (Lit110-125) que compdem a
faixa 2 de inibigdo (0,1 <1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit110

Lit111

Lit112

Lit113

Lit114

Lit115

Lit122

Lit125

ICs0 (UM)

0,1551

0,1554

0,1246

0,112

0,1222

0,1299

0,1081

0,1384

Score

32,92

25,74

30,28

26,27

26,14

26,37

29,79

31,58

H407

H409

R439

A440

K490

H492

G493

D494

H519

L523

G550
C592

H593

F605

R609

D633

A636




M637
Ni901
Ni902
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Quadro G28 — Interagdes das substancias da literatura (Lit142-187) que compdem a
faixa 2 de inibigdo (0,1 <1Cs9 <10 yM) com a CEU

Lit142R

Lit142S

Lit164

Lit182

Lit183

Lit184

Lit185

Lit186

Lit187

ICs0 (UM)

0,1287

0,1287

0,1285

0,141

0,223

0,11

0,174

0,127

0,2888

Score

34,83

34,97

33,10

37,15

1411

R439

A440

H492

|

i

32,02

37,07

34,08

36,77

25,00

G493

D494

H519

L523

G550

M588

C592

H593

L595

F605

R609

D633

Q635

A636

M637

Ni901
Ni902
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Quadro G29 - Interagdes das substancias da literatura (Lit193-221) que compbem a
faixa 2 de inibicdo (0,1 < 1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit193

Lit194

Lit195

Lit205R

Lit205S

Lit209R

Lit209S

Lit221

ICs0 (UM)

0,2254

0,141

0,186

0,75

0,75

0,113

0,113

0,215

Score

31,26

32,74

36,76

32,66

35,86

40,09

38,93

27,38

H407

H409

A436

R439

A440

K490

H492

F

G493

D494

W495

H519

V591

C592

H593

H594
R609

D633

A636

M637
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Quadro G30 - Interagdes das substancias da literatura (Lit222-230) que compbem a
faixa 2 de inibicdo (0,1 < 1Cs0 <10 yM) com a CEU

A440

K490
H492

Lit222 | Lit223 | Lit224 | Lit225 | Lit226 | Lit227 | Lit228 | Lit229 | Lit230
ICs (uM) | 0,67 | 0,41 | 0,767 | 0,707 | 0,102 | 0,547 | 0,177 | 0,887 | 0,989
Score | 27,02 | 26,94 | 26,56 | 26,43 | 29,80 | 28,36 | 28,69 | 28,79 | 32,19
H407
R439

D494

H519
G550

C592

H593

Legenda das cores de acordo com os tipos de interacbes:

Interagéo de hidrogénio

Empilhamento 1T -- 11

T — anion

Hidrogénio ndo-convencional

Empilhamento m-mem T

T — cation

Carga atrativa (O-+N)  — alquila Enxofre — X (O,N,S)
Metal — aceptor Alquila Interacéo de halogénio
Interagéo 17 - hidrogénio  — Enxofre mT—0
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Quadro G31 - Interagdes das substancias da literatura (Lit231-238) que compbem a
faixa 2 de inibicdo (0,1 < 1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit231

Lit232

Lit233

Lit234

Lit235

Lit236

Lit237

Lit238

ICs0 (UM)

0,127

0,457

0,263

0,33

0,682

0,22

0,233

0,746

Score

28,39

29,51

32,37

35,94

28,31

33,39

31,88

27,72

H407

H409

-—-

1411

R439
A440

K490
H492

G493

D494

H519

A636

M637
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Quadro G32 - Interagdes das substancias da literatura (Lit248-285) que compbem a
faixa 2 de inibicdo (0,1 < 1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit248R

Lit248S

Lit270R

Lit270S

Lit274R

Lit274S

Lit285R

Lit285S

ICs0 (UM)

6,00

6,00

9,82

9,82

6,21

6,21

7,65

7,65

Score

31,94

32,36

31,46

33,33

H409

R439

38,22

A440

37,32

33,73

38,83

H492

G493

D494

H519

L523

G550

H593

L595

F605

R609 -

D633

A636

M637

Ni901
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Quadro G33 - Interagdes das substancias da literatura (Lit286-290) que compbem a
faixa 2 de inibicdo (0,1 < 1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit286R

Lit286S

Lit287R

Lit287S

Lit288

Lit288

Lit289

Lit290

ICs0 (UM)

7,42

7,42

8,02

8,02

6,03

6,03

5,79

3,27

Score

34,22

33,23

38,32

40,70

34,96

35,67

30,09

26,05

H407

H409

R439

A440

H492

G493

D494

H519

L523

G550

C592

H593

L595

F605

R609

D633

A636

M637

Ni901

Ni902
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Quadro G34 - Interagdes das substancias da literatura (Lit294-308) que compbem a
faixa 2 de inibicdo (0,1 < 1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit294

Lit296

Lit297

Lit299

Lit300

Lit305

Lit306

Lit307

Lit308

ICs0 (UM)

5,61

6,22

1,15

5,83

5,6

1,13

0,592

2,01

0,177

Score

28,26

28,92

25,73

26,65

27,36

30,61

30,08

31,48

30,68

H407

H409

A440

K490
H492

D494

H519

L523

G550

C592

H593

-

—
-—-
]

H594

L595

F605

R609

D633 !

A636

M637
Ni901
Ni902
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Quadro G35 — Interagdes das substancias da literatura (Lit309-320) que compbem a
faixa 2 de inibicdo (0,1 < 1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit309

Lit310

Lit311

Lit313

Lit315

Lit316

Lit317

Lit319

Lit320

ICs0 (UM)

1,15

0,321

0,387

0,564

0,181

2,61

0,102

0,314

0,283

Score

30,69

31,18

31,47

30,23

33,70

30,48

31,14

30,13

30,77

A440

H492

D494

H519

L523

G550

V591

C592

H593

H594

R609

D633

A636

Ni901

Ni902
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Quadro G36 — Interagdes das substancias da literatura (Lit321-330) que compbem a
faixa 2 de inibi¢cdo (0,1 <ICs0 < 10 yM) com a CEU

Lit321

Lit322

Lit323

Lit324

Lit325

Lit326

Lit328

Lit329

Lit330

ICs0 (UM)

3,47

0,694

0,17

1,12

1,92

1,34

0,28

0,17

0,38

Score

28,21

28,46

22,79

26,18

27,79

27,51

32,10

27,22

27,51

H409

R439

A440

K490

H492

G493

D494

H519

C592

H593

F605

R609

D633

A636

Ni902
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Quadro G37 — Interagdes das substancias da literatura (Lit331-345) que compbem a
faixa 2 de inibicdo (0,1 < 1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit331

Lit332 | Lit333

Lit335

Lit336

Lit337

Lit341

Lit343

Lit345

ICs0 (UM)

2,07

0,29 1,49

0,22

0,14

0,15

8,53

8,93

18,9

Score

32,01

32,00 | 31,91

35,03

33,00

32,86

35,27

33,55

34,48

H407

H409

1411

R439

A440

K490

H492

D494

-

H519

L523

H545

G550

C592

H593

H594

L595

F605
R609

D633

A636

M637

Ni901

Ni902
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Quadro G38 — Interagdes das substancias da literatura (Lit362-373) que compbem a
faixa 2 de inibicdo (0,1 < 1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit362

Lit373R

Lit373S

Lit381

Lit382

Lit385

Lit388

Lit373R

Lit373S

ICs0 (UM)

0,35

8,02

8,02

6,20

2,60

8,60

8,61

8,02

8,02

Score

33,67

28,50

28,65

36,62

R439

36,97

H409 _

32,17

36,80

28,50

28,65

A440

K490

H492

D494

H519

L523

G550

C592

H593

L595

F605

R609

D633
Q635
A636

M637

Ni901
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Quadro G39 - Interagdes das substancias da literatura (Lit381-394) que compbem a
faixa 2 de inibicdo (0,1 < 1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit381

Lit382

Lit385

Lit388

Lit393R

Lit393S

Lit394R

Lit394S

IC50 (M)

6,20

2,60

8,60

8,61

5,20

5,20

3,10

3,10

Score

H409

A440

36,62

36,97

32,17

36,80

28,82

K490

H492

D494

33,22

30,60

35,36

H519

L523

H545

G550

-

C592

H593

L595

F605

R609

D633

A636

M637

Ni901

Ni902
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Quadro G40 - Interagdes das substancias da literatura (Lit404-417) que compbem a
faixa 2 de inibicdo (0,1 < 1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit404R

Lit404S

Lit405R

Lit405S

Lit406R

Lit406S

Lit417R

Lit417S

ICs0 (UM)

8,60

8,60

6,10

6,10

4,20

4,20

6,40

6,40

Score

38,15

33,94

36,78

34,31

35,19

37,14

39,39

42,14

H407

H409

R439

A440

K490

G493

D494

H519

L523

H545

A549
G550

G551

M588

C592

H593

H594

L595

F605

R609

D633




Q635

A636

345

M637

Arg639

Ni901

Ni902

Quadro G41 — Interagdes das substancias da literatura (Lit418-430) que compdem a
faixa 2 de inibigdo (0,1 <1Cs9 <10 yM) com a CEU

Lit418R

Lit418S

Lit428R

Lit428S

Lit429R

Lit429S

Lit430R

Lit430S

ICs0 (UM)

4,20

4,20

9,50

9,50

5,00

5,00

2,90

2,90

Score

38,95

41,38

43,37

H407

H409

1411

R439

A440

K490

H492

45,03

45,09

40,18

41,84

43,37

G493

D494

H519

L523

H545

G550
G551

P573

M588

C592

H593
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H594

F605 -

R609

D633

Q635
A636

M637

Arg639

Ni901

Ni902

L .

Quadro G42 - Interacdes das substancias da literatura (Lit441-445) que compbem a
faixa 2 de inibicdo (0,1 <1Cs0 < 10 yM) com a CEU

Lit441R

Lit441S

Lit442R

Lit442S

Lit444R

Lit444S

Lit445R

Lit445S

ICs0 (UM)

5,60

5,60

3,20

3,20

5,60

5,60

3,20

3,20

Score

45,44

43,22

44,58

42,73

44,77

H407
H409
1411

45,15

44,54

43,40

A436

R439

A440
K490
H492

D494

W495
H519
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L523

H545

G550

M588

V591

C592

H593

L595

F605

R609

D633
Q635

A636

M637
Ni901
Ni902

Quadro G43 - Interagdes das substancias da literatura (Lit453-458) que compbem a

faixa 2 de inibicdo (0,1 < 1Cs0 <10 yM) com a CEU

C592

H593

L595

Litd53 Litd54 Litd55 Litd56 Litd57 Litd58

ICso (M) 1,450 2,270 0,140 0,594 0,667 0,158

Score 40,71 40,37 41,63 44,38 39,69 41,32
A440
D494
M588




F605

348

R609

A636

M637

Quadro G44 — Interagdes das substancias da literatura (Lit459-481) que compdem a
faixa 2 de inibigdo (0,1 <1Cs0 <10 yM) com a CEU

Lit459

Lit460

Lit462

Lit463

Lit481

ICs0 (UM)

0,246

0,224

0,378

0,497

0,300

Score

40,08

37,48

43,70

38,09

30,78

H409

1411

R439

A440

D494

H519

L523

H593

L595

R609

D633

A636

Ni901

Legenda das cores de acordo com os tipos de interacbes:

Interagéo de hidrogénio

Empilhamento 1T -- 1

T — anion

Hidrogénio ndo-convencional

Empilhamento T-mem T

T — cation

Carga atrativa (O-+N)  — alquila Enxofre — X (O,N,S)
Metal — aceptor Alquila Interagéo de halogénio
Interagéo 17 - hidrogénio ™ — Enxofre mT—0
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Quadro G45 - Interagbes das substancias da literatura (Lit03-24) que compdem a
faixa 3 de inibicdo (10 < I1Cso < 50 yM) com a CEU

Lit03

Lit04

Lit05

Lit18

Lit19

Lit20

Lit21

Lit22

Lit23

Lit24

ICs0 (UM)

37,14

30,27

25,85

12,71

10,74

19,50

20,41

20,20

19,06

20,48

Score

32,69

33,79

35,56

41,44

41,40

43,28

43,92

43,22

44,28

44,37

R439

A440

H492

G493

D494

G550

C592

M637

Ni901

Ni902
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Quadro G46 — Interagbes das substancias da literatura (Lit25-41) que compdem a
faixa 3 de inibicdo (10 < I1Cso < 50 yM) com a CEU

M588

C592

H593

L595

Lit25 | Lit26 | Lit27 | Lit28 | Lit29 | Lit30 | Lit31 | Lit36 | Lit37 | Lit41
ICs5 (M) | 16,55 | 11,12 | 17,90 | 18,96 | 17,68 | 17,66 | 21,77 | 16,91 | 16,45 | 10,26
Score | 41,44 | 41,40 | 42,11 | 46,54 | 45,35 | 47,69 | 34,74 | 30,08 | 29,59 | 36,15
R439
A440
H492

H594 -

F605

R609

D633

A636

M637

Ni901

Ni902
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Quadro G47 — Interagbes das substancias da literatura (Lit44-74) que compdem a
faixa 3 de inibigdo (10 < 1Csp < 50 yM) com a CEU

Lit44

Lit47

Lit63

Lit68

Lit69

Lit70

Lit71

Lit72

Lit73

Lit74

ICs0 (MM)

12,26

14,20

48,35

11,00

16,00

17,20

25,80

15,40

19,70

22,90

Score

33,10

34,25

29,38

27,33

29,89

24,89

30,09

29,39

27,55

H409

R439

25,19

A440

K490

H492

D494

H519

_-:

G550

C592

H593

H594

L595

F605
R609
D633

A636

M637

Ni901

Ni902

Quadro G48 — Interagbes das substancias da literatura (Lit75-94) que compdem a
faixa 3 de inibi¢gdo (10 < ICs0 < 50 yM) com a CEU

Lit75 | Lit76 | Lit77 | Lit78 | Lit86 | Lit87 | Lit91 | Lit92 | Lit93 | Lit94

ICs0 (M) | 15,80 | 35,08 | 28,08 | 46,30 | 33,20 | 19,80 | 23,80 | 28,60 | 20,40 | 13,20

Score | 31,12 | 34,42 | 30,15 | 24,86 | 36,97 | 35,71 | 35,26 | 34,61 | 36,46 | 35,22
H409
1411

C412
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P434

A436

R439

A440

H492

D494

W495

H519

L523

G550

M588

C592

H593

H594

F605

R609

D633

Q635

A636

M637

R639




—

353

Ni901
Ni902

Quadro G49 — Interagdes das substancias da literatura (Lit137-246S) que compdem
faixa 3 de inibigdo (10 < 1Cs9 < 50 yM) com a CEU

Lit137

Lit138

Lit139

Lit140

Lit141

Lit243

Lit246R

Lit246S

ICs0 (UM)

39,00

24,60

22,30

28,90

30,40

14,40

28,00

28,00

Score

31,25

37,32

35,28

37,85

H409

A436

R439

A440

32,04

22,17

31,83

32,09

K490

H492

G493

D494

H519

G550

C592

H593

R609
D633
A636

M637

Ni901
Ni902
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Quadro G50 - Interagdes das substancias da literatura (Lit247-255) que compbem a
faixa 3 de inibicdo (10 < I1Cso < 50 yM) com a CEU

Lit247R

Lit247S

Lit252R

Lit252S

Lit254R

Lit254S

Lit255R

Lit255S

ICs0 (UM)

12,00

12,00

18,00

18,00

16,60

16,60

35,00

35,00

Score

33,38

33,93

33,41

34,62

31,33

R439

A440

K490

H492
D494
H519

32,48

34,45

33,67

H545

G550

H593

R609

D633

Q635

A636

M637

Ni901

Ni902
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Quadro G51 - Interagdes das substancias da literatura (Lit256-268) que compbem a
faixa 3 de inibicdo (10 < I1Cso < 50 yM) com a CEU

Lit256R

Lit256S

Lit261R

Lit261S

Lit262R

Lit262S

Lit268R

Lit268S

ICs0 (UM)

25,00

25,00

16,30

16,30

14,00

14,00

26,20

26,20

Score

34,58

R439

G493

33,52

31,41

31,98

33,25

32,42

36,47

36,59

D494

H519

L523

C592

H593

H594

L595

F605

R609

A636

M637

Ni901
Ni902
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Quadro G52 - Interagdes das substancias da literatura (Lit269-273) que compbem a
faixa 3 de inibicdo (10 < I1Cso < 50 yM) com a CEU

Lit269R

Lit269S

Lit271R

Lit271S

Lit272R

Lit272S

Lit273R

Lit273S

ICs0 (UM)

33,50

33,50

41,00

41,00

47,40

47,40

47,40

47,40

Score

34,76

38,19

37,08

35,52

33,58

34,45

34,84

35,84

A440

H492

G493
D494
H519
L523

H593

H594

L595

F605 - -
R609

A636

M637
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Quadro G53 — Interagdes das substancias da literatura (Lit275-278) que compbem a
faixa 3 de inibicdo (10 < I1Cso < 50 yM) com a CEU

Lit275R

Lit275S

Lit276R

Lit276S

Lit277R

Lit277S

Lit278R

Lit278S

ICs0 (UM)

45,90

45,90

45,30

45,30

12,40

12,40

11,60

11,60

Score

37,37

H409

R439
A440

38,59

37,83

36,46

K490

H492

37,81

38,58

35,21

35,46

G493

D494
H519

L523
G550

H593

L595

F605

R609

B

D633

A636

M637

Ni901
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Quadro G54 - Interagdes das substancias da literatura (Lit279-282) que compbem a
faixa 3 de inibicdo (10 < I1Cso < 50 yM) com a CEU

Lit279R

Lit279S

Lit280R

Lit280S

Lit281R

Lit281S

Lit282R

Lit282S

ICs0 (UM)

42,80

42,80

33,20

33,20

35,80

35,80

11,50

11,50

Score

34,35

33,39

33,20

34,60

34,19

33,66

31,96

32,46

R439

A440

H492

G493
D494

H519

L523

C592

H593

L595

F605
R609
A636

M637
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Quadro G55 — Interagdes das substancias da literatura (Lit284-303) que compbem a
faixa 3 de inibicdo (10 < 1Cso < 50 yM) com a CEU

Lit284R

Lit284S

Lit291

Lit292

Lit293

Lit295

Lit301

Lit302

Lit303

ICs0 (UM)

45,50

45,50

11,80

11,30

21,30

42,40

12,20

15,10

39,00

Score

33,48

35,48

25,42

27,02

27,69

26,24

28,15

28,75

25,05

H407

H409

A440

H492

D494
H519

e

L523

G550

D633

A636

M637

Ni901

Ni902
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Quadro G56 — Interagdes das substancias da literatura (Lit312-349) que compbem a

faixa 3 de inibicdo (10 < 1Cso < 50 yM) com a CEU

Lit312 | Lit318 | Lit339a | Lit339b | Lit340 | Lit342 | Lit344 | Lit346 | Lit349

ICso (M) | 10,90 | 24,04 | 25,80 25,80 | 12,96 | 21,83 | 32,30 | 39,76 | 26,66
Score | 30,18 | 30,42 | 33,74 35,74 | 32,39 | 33,58 | 35,29 | 3592 | 34,38

H407

H409
R439
A440

K490

H492
D494
H519

H545
G550

C592

H593

H594
R609

D633

A636

Ni901
Ni902
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Quadro G57 — Interagdes das substancias da literatura (Lit350-369) que compbem a
faixa 3 de inibicdo (10 < I1Cso < 50 yM) com a CEU

R439

Lit350 | Lit352 | Lit354 | Lit355 | Lit356 | Lit367 | Lit368 | Lit369

ICs0 (M) | 24,56 28,70 41,33 19,70 15,00 42,59 17,02 39,30

Score 33,01 36,30 31,32 31,93 30,64 29,02 27,01 29,98
H407
H409
A436

A440

K490

H492

H594
R609

D633

A636

M637

Ni901
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Ni902

Quadro G58 — Interagdes das substancias da literatura (Lit371-389) que compdem a

faixa 3 de inibicdo (10 < ICso < 50 yM) com a CEU

Lit371 | Lit374 | Lit376 | Lit380 | Lit383 | Lit384 | Lit386 | Lit387 | Lit389

ICso (M) | 35,71 | 20,29 | 2545 | 15,40 | 16,20 | 12,60 | 16,70 | 19,20 | 20,90
Score 31,84 | 3248 | 29,66 | 3545 | 31,27 | 3247 | 30,25 | 29,19 | 29,77

R439

A440

K490
G493

D494

H519

L523

H545
G550
V591

C592

H593

L595

F605

R609

D633

A636

M637




Ni901

Ni902
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Quadro G59 — Interagdes das substancias da literatura (Lit392-398) que compdem a
faixa 3 de inibigdo (10 < 1Cs9 < 50 yM) com a CEU

Lit392R

Lit392S

Lit395R

Lit395S

Lit396R

Lit396S

Lit398R

Lit398S

ICs0 (UM)

18,60

18,60

18,60

18,60

17,00

17,00

15,10

15,10

Score

28,82

H407

H409

R439

A440

K490

H492

D494

35,24

27,69

33,21

28,19

30,01

29,32

32,47

H519

L523

E525
G550

C592

H593

L595

F605

R609

D633
A636

M637

Ni901
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Quadro G60 — Interagdes das substancias da literatura (Lit399-407) que compbem a
faixa 3 de inibigdo (10 < ICs0 < 50 yM) com a CEU

Lit399R

Lit399S

Lit400R

Lit400S

Lit401R

Lit401S

Lit407R

Lit407S

ICs0 (UM)

20,20

20,20

17,60

17,60

19,80

19,80

14,20

14,20

Score

26,68

31,36

25,71

29,26

28,52

28,51

33,27

33,18

1411

A436

R439

‘:-

A440

H492

G493

D494

H519

L523

C592

H593

H594

L595

F605

R609

A636

M637
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Quadro G61 — Interagdes das substancias da literatura (Lit408-411) que compbem a
faixa 3 de inibigdo (10 < ICs0 < 50 yM) com a CEU

Lit408R

Lit408S

Lit409R

Lit409S

Lit410R

Lit410S

Lit411R

Lit411S

ICs0 (UM)

13,10

13,10

10,20

10,20

16,20

16,20

17,60

17,60

Score

35,03

33,76

33,45

33,07

33,03

34,88

34,42

34,48

1411

A436

R439

A440

H492

D494

W495

H519

L523

C592 _

H593

H594

L595

F605

R609

Q635 -
A636

M637
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Quadro G62 - Interagdes das substancias da literatura (Lit412-419) que compbem a
faixa 3 de inibigdo (10 < ICs0 < 50 yM) com a CEU

Lit412R

Lit412S

Lit413R

Lit413S

Lit416R

Lit416S

Lit419R

Lit419S

ICs0 (UM)

16,20

16,20

19,60

19,60

18,20

18,20

13,40

13,40

Score

33,76

32,48

33,82

34,37

H409

A436

41,73

43,42

39,39

39,55

G437

R439

A440

K490

D494 -

W495

H519

L523

G550

M588

C592

H593

H594

L595

F605

R609

D633

Q635

A636
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M637

Ni901

Ni902

Quadro G63 — Interagdes das substancias da literatura (Lit420-423) que compdem a
faixa 3 de inibicdo (10 < 1Csp < 50 yM) com a CEU

Lit420R

Lit420S

Lit421R

Lit421S

Lit422R

Lit422S

Lit423R

Lit423S

ICs0 (UM)

10,80

10,80

12,10

12,10

15,40

15,40

18,00

18,00

Score

39,92

40,74

39,56

37,55

41,68

37,49

38,82

40,23

A436

R439

A440

D494

W495

L523

C592

H593

H594

L595

F605

R609

A636

M637
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Quadro G64 — Interagdes das substancias da literatura (Lit424-431) que compbem a
faixa 3 de inibigdo (10 < ICs0 < 50 yM) com a CEU

Lit424R

Lit424S

Lit425R

Lit425S

Lit427R

Lit427S

Lit431R

Lit431S

ICs0 (UM)

16,20

16,20

14,10

14,10

38,40

38,40

14,10

14,10

Score

36,45

38,20

39,38

35,98

41,06

40,58

43,15

40,01

A436

R439

A440

H492

W495

H519

L523

P573

M588

V591

C592

H593

H594

L595

R609

F605 _

Q635

A636




M637

G638

R639
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Quadro G65 — Interagdes das substancias da literatura (Lit432-435) que compdem a
faixa 3 de inibicdo (10 < 1Csp < 50 yM) com a CEU

Lit432R

Lit432S

Lit433R

Lit433S

Lit434R

Lit434S

Lit435R

Lit435S

ICs0 (UM)

12,20

12,20

12,20

12,20

18,60

18,60

19,20

19,20

Score

40,23

39,47

38,77

38,71

38,44

39,25

41,32

38,97

A436

R439

A440

H492

D494

W495

H519

L523

H545

P573

M588

C592

H593

H594

L595

F605

R609

Q635




A636

370

M637

G638

R639

Ni901

Ni902

—ES=

Quadro G66 — Interacdes das substancias da literatura (Lit436-443) que compdem a
faixa 3 de inibigdo (10 < 1Cs9 < 50 yM) com a CEU

Lit436R | Lit436S | Lit437R | Lit437S | Lit440R | Lit440S

Lit443R

Lit443S

ICs0 (UM)

16,60 16,60 20,20 20,20 12,80 12,80

32,00

32,00

Score

42,28 37,27 39,65 38,33 45,28 44,82

H409

42,68

42,95

1411

R439

A440

T441

K490

H492

D494

W495

H519

L523

H545

G550

M588

V591

]
N e

C592




H593

371

L595

F605

R609

D633

Q635

A636

M637

R639

Ni901

Ni902

Quadro G67 — Interacdes das substancias da literatura (Lit446-449) que compbem a
faixa 3 de inibicdo (10 < 1Cs0 < 50 yM) com a CEU

Lit446R

Lit446S

Lit447R

Lit447S

Lit448R

Lit448S

Lit449R

Lit449S

ICs0 (UM)

32,00

32,00

18,10

18,10

17,60

17,60

20,10

20,10

Score

41,19

42,82

40,78

40,14

41,21

39,35

41,63

39,76

H409

A436

R439

A440

H492

G493

D494




W495

H519

372

L523

M588

C592

H593

H594

L595

F605

R609

D633

Q635

A636

M637

Ni901

Quadro G68 — Interacdes das substancias da literatura (Lit450-464) que compbem a
faixa 3 de inibigdo (10 < ICs0 < 50 yM) com a CEU

R439

Lit450R | Lit450S | Lit451R | Lit451S | Lit452R | Lit452S | Lit464R | Lit464S
ICs0 (M) | 28,20 28,20 18,50 18,50 38,60 38,60 16,10 16,10
Score 41,38 40,51 40,13 41,88 41,66 39,98 31,70 30,93
H409
A436

A440

H492
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G493

D494

W495

H519

L523

M588

C592

H593

H594

F605

R609

Q635

0

A636

M637

R639
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Quadro G69 — Interagdes das substancias da literatura (Lit465-468) que compbem a
faixa 3 de inibicdo (10 < I1Cso < 50 yM) com a CEU

Lit465R

Lit465S

Lit466R

Lit466S

Lit467R

Lit467S

Lit468

ICs0 (UM)

16,70

16,70

32,00

32,00

18,90

18,90

44,96

Score

26,87

28,09

25,75

27,51

26,37

27,86

27,44

H407

H409

R439

A440

K490

H492

—

H519

H545

C592

H593

R609

D633

A636

M637

Ni901

Ni902
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Quadro G70 - Interagdes das substancias da literatura (Lit469-474) que compbem a

faixa 3 de inibicdo (10 < 1Cso < 50 yM) com a CEU

Lit469 Lit470 Lit471 Lit472 Lit473 Lit474
ICso (MM) 25,90 44,90 41,70 26,70 17,50 29,10
Score 27,27 27,53 27,53 27,70 25,94 25,36

H407

H409
A440

K490

H492

G493

D494

H519

H545
G550
C592

H593

R609

D633

AG636

M637
Ni901
Ni902
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Quadro G71 - Interagbes das substancias da literatura (Lit01-45) que compdem a
faixa 4 de inibigdo (ICso > 50 yM) com a CEU

Lit01

Lit02

Lit06

Lit32

Lit33

Lit34

Lit35

Lit38

Lit39

Lit45

ICs0 (UM)

147,90

181,00

62,94

113,43

57,71

160,80

112,40

120,12

55,96

151,14

Score

30,42

30,55

H407

H409

R439

38,76

34,65

32,95

31,35

36,03

37,26

39,79

31,68

A440

K490

H492

E493

D494

H519

H545

G550

H593

H594

R609

D633

A636

M637

Ni901

Ni902
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Quadro G72 - Interagdes das substancias da literatura (Lit46-253) que compdem a
faixa 4 de inibicao (ICso > 50 uM) com a CEU

Lit46 | Lit249R

Lit249S

Lit250R

Lit250S

Lit251R

Lit251S

Lit253R | Lit253S

ICs0 (UM)

52,97 | 102,00

102,00

56,00

56,00

63,00

63,00

127,00 | 127,00

Score

32,51| 33,73

34,65

32,31

33,81

35,63

35,69

H409

R439

33,5 34,5

A440

K490

D494

G550

M588

C592

H593

R609

D633

Q635

A636

M637

R639

Quadro G73 - Interagdes das substancias da literatura (Lit258-263) que compbem a
faixa 4 de inibigéo (ICso > 50 uM) com a CEU

Lit258R | Lit258S | Lit259R | Lit2595 | Lit260R | Lit260S | Lit263R | Lit263S
ICx (M) | 83,00 | 83,00 | 151,00 | 151,00 | 97,00 | 97,00 | 167,00 | 167,00
Score | 3057 | 3127 | 33.87 | 3331 | 3412 | 3432 | 3518 | 358
R439
A440
H492 ]
D494
H519
C592
H593 ) B
R609




Q635

378

A636

M637

Quadro G74 — Interagdes das substancias da literatura (Lit264-267) que compdem a
faixa 4 de inibigédo (ICso > 50 yM) com a CEU

Lit264R

Lit264S

Lit265R

Lit265S

Lit266R

Lit266S

Lit267R

Lit267S

ICs0 (UM)

125,00

125,00

71,00

71,00

135,00

135,00

181,00

181,00

Score

34,9

34,56

33,65

32,54

33,89

34,62

31,38

33,33

1411

R439

A440

H492

H519

G550

C592

H593

[ . .
I I
7 ]

H594

F605

R609

D633

Q635

A636

M637
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Quadro G75 — Interagdes das substancias da literatura (Lit283-351) que compbem a
faixa 4 de inibigdo (ICso > 50 yuM) com a CEU

Lit283R

Lit283S

Lit338a

Lit338b

Lit347a

Lit347b

Lit348

Lit351

ICs0 (UM)

57,2

57,2

88,3

88,3

52,6

52,6

65,3

136,4

Score

34,86

33,9

33,91

36,98

29,76

30,24

36,1

33,67

H407

H409

A435

A436

R439

A440

H492

E493
D494

H519
L523

H545

G550

C592

H593

M637

Ni902

i
-_

s e ——
d
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Quadro G76 — Interagdes das substancias da literatura (Lit353-390) que compbem a
faixa 4 de inibigdo (ICso > 50 yM) com a CEU

Lit353

Lit372R

Lit372S

Lit375

Lit377

Lit378

Lit379

Lit390R

Lit390S

ICs0 (UM)

89,16

77,34

77,34

159,15

52,54

114,70

100,10

140,00

140,00

Score

32,08

34,68

H407

H409

A436

32,8

32,7

31,93

32,44

36,37

31,48

33,77

R439

A440

T441

K490

H492

E493

D494

T495

H519

L523

H545
G550

C592

H593

L595

F605
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M637
Ni901
Ni902

Quadro G77 — Interagdes das substancias da literatura (Lit391-414) que compdem a
faixa 4 de inibigédo (ICso > 50 yM) com a CEU

Lit391R

Lit391S

Lit402R

Lit402S

Lit403R

Lit403S

Lit414R

Lit414S

ICs0 (UM)

126,30

126,30

72,60

72,60

63,20

63,20

84,00

84,00

Score

27,9

34,3

40,69

37,79

39,15

37,8

40,81

43,19

A436

R439

A440

D494

T495

L523

M588

C592

H593

H594

L595

F605

R609

Q635

A636

M637
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Quadro G78 — Interagdes das substancias da literatura (Lit415-439) que compdem a
faixa 4 de inibigdo (ICso > 50 uM) com a CEU

Lit415R

Lit415S

Lit426R

Lit426S

Lit438R

Lit438S

Lit439R

Lit439S

ICs0 (UM)

60,00

60,00

56,40

56,40

98,00

98,00

82,60

82,60

Score

41,32

R439

43,77

46,35

A440

-

42,27

47,03

47,13

42,68

44,21

H492

D494

L523

M588

C592

H593

H594

L595

F605

R609

Q635

0
]
.

]
]

A636

M637

R639
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APENDICE H

Semelhancga entre as Ureases

Figura H1- Alinhamento das sequéncias primarias das ureases CEU (4H9M), CNU
(Cryptococcus neoformans - POCS23) e HPU (6ZJA)

4HOM_CEU 1 MKLSPREVEKLGLHMAGYLAQKRLARGVRLNYTEAVALIASQIMEYARDGEK TVAQLMCLGQHLLGRRQVLPAVPHLLNA 8@
CryNB_CMJ 1 MHLLPRETDKLIVTTLGTLAQRRLARGLTLNRAETTALTSSQLOEFTRDGRHSVAELMDLGKKMLGRRHVRKGVPESTHT 8@
6ZIA_HPU B e e e L e e A LT S LS S e sl ST TS S

4HSM_CEU 81 VOVEATFPDGTKLVTVHDPISRENGELQEALFGSLLPVPSLDKFAETKED-NRIPGEILCEDECLTLNIGRKAVILEVTS 159
CryNB_ChNU 81  IQVEGTFPDGVFLVTVDDPISSDDGDLNNAFYGSFLPIPSADVFPAAPEPaDTLLGALICRKEPIKINASRRRFKLEVEN 160

BZIAHPU  mmmm e e e e

4H9M_CEU 16@ KGDRPIQVGSHYHFIEWVNPYLTFDRREAYGMRLNIAAGTAVRFEPGDCKSVTLVSIEGNKVIRGGNATADGPYVNETNLEA 239
CryNS_CNU 161 AGDRPIQVGSHYHFLETNPALIFDRLLSYGYHLDIPAGTAVRFEPGEKKTVTMVEFGGKKIFHOGSOLASGSFDENLRET 248

6ZIA_HPU T L T
4HOM_CEU 248  AMHAVRSK-GFGHEEEKDASEGFT[ 8 JNTFIHRKEYANKYGPTTGDKTRLGOTHL LAETEKDYAL YGDECVFGGGKVIRD 323
CryNB_CNU 241 KVKEMVEKgGFGHKDQEKVEEGPT  -TEMNREVYASMFGPTTGDKIKLADMDLWIEVEKDYTVYGEECKFGGGKVLRD 316
6Z1A_HPU 1 cmmemmmmmmmmcm--------o- MKKISRKEYVSMYGPTTGDKVRLGDTDL IAEVEHDYTIYGEELKFGGGKTLRE 53

4H3M_CEU 324 GMGQSCGHPPAISLDTVITNAVIIDYTGIIKADIGIKDGLIASIGKAGNPDIMNGVFSNMIIGANTEVIAGEGLIVIAGA 483
CryNB_CHU 317 GGGQASGRHEHEVLDLVITNALIVDWNGIYKADIGVKNGIIVGIGKAGNFOMMDGVTDGMIVGSSTEVIAGEKLIITAGA 3596
BIZIA_HPU 54  GMSQSN-NPSKEELDLIITNALIVDYTGIYKADIGIKDGKIAGIGKGGNKDMODGVKNNLSVGPATEALAGEGLIVIAGG 132

4H9M_CEL 484  IDCHVHY ICPQLVYEAISSGITTLVGGGTGPAAGTRATTCTRSPTOMRLMLOSTDDLP LNFGFTGKGS55KPDELHEIIE 483
CryNB CNU 397  LDVHVHYICPQLMTEALASGITTVVGGGTGPADGSNATTCTSSSFYMONMIKATDTWVPLNFGFTGKGNDSGTNALRDVIE 476
B6ZJA_HPU 133  IDTHIHFISPQQIPTAFASGVTTMIGGOTGPADGTNATTITPORRNLKWMLRAAEEYSMHLGF LAKGNTSNDASLADQIE 212

4HOM_CEU 484  AGAMGLKLHEDWGSTPAAIDNCLTIAEHHDIQINIHTOTLNEAGFVEHSIAAFKGRTIHTYHSEGAGGGHAPDIIKVCGI 563
CryNB_CNU 477  AGACGLKVHEDWGATPEVIDRALSIADEYDVOVNLHSDTLNESGYVESTLAAIKGRTIHSYHTEGAGGGHAPDIIVVCEY 556
6Z1A_HPU 213 AGAIGFKIHEDWGTTPSAINHALDVADKYDVOVATHTOTLMEAGCVEDTHAATAGRTMHT FHTEGAGGOHAPDIIKVAGE 292

4HSM_CEU 564  KNVLPSSTNPTRPLTSNTIDEHLDMLMVCHHLDREIPEDLAFAHSRIRKKTIAAEDVLNDIGAISIISSDSQAMGRVGEY 643
CryNB_CNU 557  ENVLPSSTNPTRPYAVNT LDEHLDMLMVCHHLDKSIPEDIAFADSRIRSETVAAEDVLQDTGATSMISSDCOAMGRIGEVY 636
B6ZJA_HPU 293  HNILPASTNPTIPFTVNTEAEHMDMLMVCHHLDKSIKEDVFADSRIRPQTIAAEDTLHDMGIFSITSSDSOAMGRVGEY 372

4HSM_CEU 644  TSRTWQTADKMEAQTGPLKCDSSONDNFRIRRYIAKYTINPATANGFSQYVGSVEVGKLADLVMWKPSFFGTEPEMVIKG 723
CryNB_CNU 637  ITRTWRTAAKMKQFRGPLEGDEPTRDNNRVERYWAKYT INPAL THGMSHLIGQVAVGCLADLVFWTAESFGARPEMILKG 716
6ZJA_HPU 373 ITRTWQTADKNEKEFGRLKEEKGDNDNFRIKRY LSKY TINPATAHGT SEYVGSVEVGKVADLVLWSPAFFOQVEPNMIIKG 452

4HSM_CEU 724  GMVAWADTIGDPNASIPTPEPVEMRPMYGTLGKAGGALSIAFVSKAALDQRVNVLYGLNKRVEAVSNVRKLTELDMKLNDA 883
CryNB_CNU 717  GVIAWAAMGDANASIPTVOPVIGRPMWGSGPEAAALNS IVWVSQASLODKDLVERFNIKKRAEAVENCRAIGKKDMKWNDS 796
B6ZJA_HPU 453  GFIALSQMGDANASIPTPOPVYYREMFAHHGKAKYDANITEVSQAAYDKGIKEELGLERQVLPVENCRNITKEDMOQFNDT 532

4HIM_CEU 884 LPEITVDPESYTVKADGKLLCVSEATTVPLSRENYFLF 840

CryNB_CNU 797  MPEKMTVDPETYDVHADGVLCDVPPADKLPLTERYFVY 833

GZIA_HPU 533 TAHIEVNPETYHVFVDGKEVTSKPANKVSLAQLFSIF 569
Fonte: o préprio autor
Legenda: Residuos idénticos entre as sequéncias sdo dados em vermelho e aqueles que sé&o
semelhantes em azul. O  alinhamento foi  realizado  pelo servidor  Cobalt
(https.//www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/re_cobalt.cgi) (PAPADOPOULOS; AGARWALA, 2007) e os
calculos de identidade e similaridade pelo Bioinformatics server
(https.//www.bioinformatics.org/sms2/ident_sim.html) (STOTHARD, 2000)
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Figura I1- Capa do artigo publicado na revista Frontiers in Microbiology, com estudos
na urease de Cryptococcus neoformans
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Figura 12 — Capa do artigo de revisdo publicado na revista Current Pharmaceutical
Design, com estudos na urease de Helicobacter pylori e Cryptococcus neoformans

Current Pharmaceufical Design, XXXX, XX, XXX-XXX 1
REVIEW ARTICLE

Computational Strategies Targeting Inhibition of Helicobacter pylori and
Cryptococcus neoformans Ureases

Marciéli Fabris’, Nailton M. Nascimento-Jinior”, Marcelle L.F. Bispo™" and Priscila G. Camargo™”

% Chemistry Deparmment, Laboratory of Synthesis of Medicinal Molecules (LaSMMed), State Universiny of Londrina (UEL), Celso
Garcia CID Road, Campus Universitario, Londrina, Parand, §6057-970, Brazil; "Deparnuem of Biochemistry and Organic Chemis-
1y, Laboratory of Medicinal Chemistry, Organic Synthesis and Molecular Modeling (LaQMedSOMM), Institute of Chemistry, Sdo
Paulo State University (Unesp), Professor Francisco Degni Street, 55, Jardim Quitandinha, Araraquara-SP, 14800-060, Brazil

Abstract: Helicobacter pylori and Crypfococcus ssp. are pathogenic ureolytic microorganisms that cause sev-
eral disorders in the host organism and. in severe cases. lead to death. Both infections have the wrease enzyme
as a key virulence factor since they use ifs ability to produce ammonia to soften the inhospitable pH to which
they are subjected. In this review. we describe fwo ureases as possible molecular targets for drug discovery and
provide insights for developing potent inhibitors against ureases from these pathogenic microorganisms through

ARTICLE HISTORY computer-aided drug discovery approaches, such as structure-based drug design (SBDD) and structure-activity
relationship (SAR). The SAR studies have indicated several essential subunits and groups to be present in ure-
Received: July 31, 2022 ase inhibitors that are critical for inhibitory activity against H. pylori or Crypfococcus spp. Since the three-

Accepted: J; 13.2023 . I . ;
SRR dimensional structure of C. neoformans urease has yet to be determined experimentally. the plant urease of

Canavalia ensiformis was used in this study due to its structwral similarity. Therefore, in the SBDD context,
FTMap and FTSite analyses were performed to reveal characteristics of the urease active sites in two protein
data bank files (4HOM. Canavalia ensiformis, and 6ZJA. H. pylori). Finally. a docking-based analysis was per-
formed to explore the best inhibitors described in the literature to understand the role of the ligand interactions
with the key residues in complex ligand-urease stabilization. which can be applied in the design of novel bioac-
tive compounds.

Dor:
10.2174/1381612829666230329122902

Keywords: Drug discovery, urease inhibitors, structure-activity relationship, molecular docking, Caneavalia ensiformis. ureolytic microor-
ganisms, cryptococcosis, virulence factor.



