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INTRODUCAO

0O mosquito Aedes aegypti é o vetor primario responsavel pela
transmissdo dos virus zika, chikungunya, dengue e febre amarela.'
0O controle do mosquito é uma tarefa ardua devido a sua grande
adaptabilidade a ambientes urbanos, alto comportamento
antropofilico, além de outros fatores bioldgicos. Além disso, o
desenvolvimento de vacinas contra todas as arboviroses e seus mu
ltiplos sorotipos tem um custo elevado e requer um longo periodo
de desenvolvimento e testes em pacientes.? Portanto, a alternativa
mais eficaz para controle do inseto vetor permanece sendo o
desenvolvimento e uso de inseticidas com diferentes modos de aca
0.} Estes novos inseticidas devem apresentar alta especificidade
para a espécie alvo e baixa toxicidade para animais de grande
porte, em especial mamiferos.> Uma via metabélica importante em
mosquitos é a via das quinureninas, responsavel pela desintoxicaca
o de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em insetos (Figura

1).
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Figura 1 - Via das quinureninas em mosquitos.

A via das quinureninas é também a principal via de degradacao do
triptofano em organismos vivos, onde o triptofano é oxidado a
quinolinico, acido quinurénico ou a acido xanturénico, dependendo
do organismo estudado.*® Mecanismos que levem ao acimulo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em insetos constituem
uma poderosa arma no combate ao Ae. aegypti. O acimulo de um
dos intermediarios da via das quinureninas, a 3-hidroxi-
quinurenina, leva a formacao de “radicais livres” (espécies reativas

de oxigénio e nitrogénio), o que resulta em apoptose das células
neuronais e distUrbios motores nos insetos. A 3-hidroxi-quinurenina
(3-HK) provém da quinurenina e leva a formacao do acido xanturé
nico. Este ultimo metabdlito é atdxico para o inseto, provando que
a reacdo que leva a sua formacdo consiste numa via de
desintoxicacao da 3-HK nos mosquitos.*® Portanto, o uso de
antagonistas competitivos da enzima 3-hidroxi-quinurenina
transaminase (HKT) inibe a conversdo da 3-HK em acido xanturé
nico, gerando acimulo da 3-HK, potente agente neurotoxico para o
A. aegypti.

Recentemente, 0s nossos grupos de pesquisa sintetizaram e
avaliaram a atividade inibidora de acidos de 1,2,4-oxadiazol contra
a enzima HKT.” Os calculos de docking molecular indicaram que
estes compostos heterociclicos poderiam se ligar a HKT de forma
analoga ao inibidor cristalografico.” Estes compostos foram
testados utilizando larvas de quarto estadio de A. aegypti.
Verificou-se que os efeitos da substituicao do anel heterociclico na
0 eram tao relevantes, mas os acidos e ésteres contendo halogé
nios no anel aromatico presente em C-3 do heterociclo eram mais
potentes.” No entanto, estes compostos requerem co-solventes
para serem solubilizados, o que dificulta a sua utilizacdo como
larvicida. Ainda recentemente, o nosso grupo mostrou ser possivel
a expressao da HKT de A. aegypti recombinante em Escherichia
coli, e a obtencédo além de novos derivados de acidos butanoicos de
1,2,4-oxadiazol solGveis em agua com resultados promissores
frente A inibicdo da HKT.® A partir da expressdo da enzima em E.
coli em grande quantidade, iniciamos a realizacao de ensaios
enzimaticos e experimentos de cristalizacdo da HKT para obtencao
de estrutura cristalografica (apenas a estrutura 3D da HKT de An.
gambiae estad disponivel na literatura). O presente projeto busca
expandir a colecao de compostos 1,2,4-oxadiazol solUveis em agua
através da sintese dirigida por calculos de docking molecular, e
mais especificamente, simulagées de metadinamica para estimar o
perfil de enregia livre de ligacdo dos novos compostos a enzima
HKT. Estes calculos serdo futuramente validados por ensaios
enzimaticos da capacidade inibitoria destes compostos contra a
enzima HKT de Ae. aegypti recombinante expressa em sistema
heterélogo.

MATERIAIS E METODOS

A etapa inicial do projeto, apresentada neste trabalho, é o
desenvolvimento de modelos atomisticos computacionais da HKT e
dos derivados de acidos butandicos de 1,2,4-oxadiazol de modo a
observar através de dindmica molecular como se desenvolve a
interacdo entre essas moléculas e qual derivado tem a interacao
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mais efetiva de modo a ser classificado como potencial substituto
competitivo para o inibidor cristalografico da enzima HKT. O
modelo de agua utilizado nas simulacées foi o SPC/E. O algoritmo
utilizado nas etapas de minimizacao de energia foi o Steepest
Descent. O algoritmo foi empregado até que a maior forca
encontrada sobre as particulas do sistema tenha menor que 10
kJmol'nm™ . O raio de corte utilizado para otimizar o calculo das
interacoes eletrostaticas e de van der Waals foi de 1,4 nm. Nas
simulagdes, as quais fizeram uso do campo de reagao como
tratamento eletrostatico de longa distancia, foi utilizado um valor
de 66,6 para a constante dielétrica do campo de reacdo'. O
algoritmo de restricao LINCS foi utilizado a fim de manter o
comprimento das ligagdes dos solutos e da geometria das molé
culas de agua constantes. Com a aplicacdo dessa metodologia, foi
possivel utilizar um passo temporal para as dinamicas de 2 fs. O
acoplamento foi realizado separadamente para diferentes grupos.
Nas simulagbes em agua, os grupos foram representados pela
proteina e pelo solvente com adicdo dos ions. A pressao do sistema
foi mantida constante, através da utilizacdo do barostato de
Berendsen, no valor de 1 bar, com uma constante de acoplamento
de 1 ps. A pressao foi corrigida separadamente para os mesmos
grupos definidos no banho térmico. O acoplamento de pressao para
as simulacdbes em solucdo aquosa foi isotropico. A
compressibilidade isotérmica foi definida como 4,5 x 10° bar™,
correspondendo ao valor proprio para o solvente escolhido na
temperatura da simulacao em questao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Calculos de docking molecular determinaram as principais interaco
es entre diferentes variantes do acido butanodico de 1,2,4-oxadiazol
e a enzima HKT tendo como referéncia a estrutura cristalografica
do complexo HKT e inibidor competitivo acido 4-(2-aminofenil)-4-
oxo-butirico (40B) (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura cristalografica do complexo enzima HKT e inibidor competitivo 40B
mostrando em detalhe o cofator PLP e os residuos envolvidos no processo de
reconhecimento e inibicao molecular

No presente trabalho realizamos calculos de docking molecular
para novos compostos 1,2,4-oxadiazol com maior solubilidade, e
iniciamos a construcdo das topologias e obtencdo de parametros
atdmicos para os seguintes compostos (Figura 3): o cofator
piridoxal fosfato (PLP), o inibidor cristalografico (40B) e alguns
compostos 1,2,4-oxadiazol com alta e baixa atividade inibidora da
enzima HKT. Simulacdes de dinamica molecular foram realizados
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para cada um destes compostos, € no momento estao sendo
expandidas para quatro novos sistemas simulados em solvente expli
cito: 1. HKT, 2. HKT-40B, 3. HKT-OXA1 e 4. HKT-OXA2. Em todos os
sistemas simulados, a enzima é tratada no estado de holoenzima.
Subsequentemente, calculos de metadindmica serdo realizados
para avaliar o perfil de energia de ligacao entre de cada potencial
inibidor e a enzima, Discutimos através das similaridades
estruturais entre as variantes do acido butandico de 1,2,4-
oxadiazol e o inibidor cristalografico, e de valores de energia de
ligacdo entre cada variante e a enzima qual delas tem maior
potencial para ser utilizada em trabalhos de controle contra a
proliferacao do mosquito. Esses resultados sao comparados com
trabalhos anteriores a fim de validar a metodologia e confirmar
tendéncias experimentais.
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Figura 3 - Representacdo das topologias desenvolvidas para os compostos A) piridoxal
fosfato (PLP), B) o inibidor cristalografico (40B) e acido 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)
propidnico (protétipo para as modificagées quimicas objetivando desenvolvimento de
moléculas com maior atividade larvicida).

CONCLUSOES

No presente projeto foram desenvolvidas novas topologias para os
compostos derivados do acido butandico de 1,2,4-oxadiazol,
piridoxal fosfato (PLP) e para o inibidor cristalografico (40B), assim
como foram calculados parametros atémicos de carga para os
referidos sistemas. Simulagées de dinamica molecular para cada
um dos compostos em solucao atestam a adequabilidade dos novos
parametros em solucdo. Uma vez tendo em méos topologias para
moléculas inexistentes no campo de forca GROMOS utilizado em
nossas simulacoes, estamos dando andamento as simulagdes da
holoenzima na auséncia e na presenca de diferentes inibidores. As
trajetorias resultantes destas simulacdes serdao analisadas para
comparar a dinamica estrutural da enzima em presenca de
diferentes inibidores, e tendo como referencia a enzima na forma
livre. As informacoes sobre possiveis mudancas conformacionais de
pequena ou grande amplitude serdo utilizadas para novos calculos
de docking molecular e para a otimizacdao dos compostos 1,2,4-
oxadiazol ja sintetizados em nossos grupos.
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