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Estudo in silico da atividade biol6gica por docagem molecular da
desloratadina contra esquistossomose

In silico study of biological activity by molecular docking of desloratadine against
‘schistosomiasis

Estudio in silico de la actividad biol6gica mediante acoplamiento molecular de
desloratadina contra la esquistosomiasis

Joabe Lima Araujo'*, Alice de Oliveira Sousa!, Ruan Sousa Bastos!, Gardénia Taveira Santos?,
Jessé Lima Araujo?, Jefferson Almeida Rocha®.

RESUMO

Objetivo: Avaliar a atividade bioativa da desloratadina através de estudos in silico por docagem molecular
em organismos do género Schistosoma. Metodologia: Para o estudo foram coletadas proteinas em 3D dos
alvos cathepsin B1 (2cbl), purine nucleoside phosphorylase (pnp), thioredoxin glutathione reductase (tgr), e
uridine phosphorylase (up) no banco de dados Protein Data Bank (PDB). As analises de docagem foram
realizadas pelo software Autodock Tools (ADT) versdo ADT 1.5.6. Posteriormente o ligante desloratadina foi
obtido no banco de dados PubChem em estrutura 2D e desenhado no programa GaussView 5.0 e otimizado
pelo software Gaussian 09W em método Hartree-Fock na base Default Spin/3-21G. O restante dos
parametros foi definido de acordo com o método padrdo. Resultados: De todos os alvos analisados, a
desloratadina obteve os melhores resultados nos receptores up e 2cbl com energias de ligagdo de -8,49 e -
8,35 Kcal.mol respectivamente. Concluséo: Esses valores demonstram uma boa afinidade molecular em
interacdo dos organismos com a droga desloratadina, além de terem resultados elevados de constante de
inibicdo, demonstrando atividade bioativa da droga antiesquistossomose. Com 0s presentes resultados in
silico, a droga se torna uma alternativa em estudos bioativos antiesquistossomose, podendo dar continuidade
em ensaios in vitro e ex vivo.

Palavras-chave: Docagem molecular, desloratadina, esquistossomose.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the bioactive activity of desloratadine through in silico studies by molecular doping in
organisms of the genus Schistosoma. Methods: For the study, 3D proteins from cathepsin B1 (2cbl), purine
nucleoside phosphorylase (pnp), thiorredoxin glutathione reductase (tgr), and uridine phosphorylase (up)
targets were collected from the Protein Data Bank (PDB) database. The docking tests were performed by
Autodock Tools (ADT) software version ADT 1.5.6. Subsequently the desloratadine binder was obtained from
the PubChem database in 2D structure and designed in the GaussView 5.0 program and optimized by the
Gaussian software 09W in the Hartree-Fock method on the Default Spin/3-2G basis. The rest of the parameters
were set according to the standard method. Results: Of all the analyzed targets, desloratadine obtained the
best results in the up and 2cbl receptors with binding energies of -8.49 and -8.35 Kcal.mol?! respectively.
Conclusion: These values demonstrate a good molecular affinity in the interaction of the organisms with the
drug desloratadine, besides having high results of inhibition constant, demonstrating bioactive activity of the
drug antischistosomiasis. With the present in silica results, the drug becomes an alternative in
antischistosomiasis bioactive studies, being able to give continuity in vitro and ex vivo assays.
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RESUMEN

Objetivo: Evaluacion la actividad bioactiva de la desloratadina a través de estudios in-silicos por acoplamiento
molecular en organismos del género Schistosoma. Métodos: Para el estudio se recolectar proteinas en 3D
de los blancos cathepsin B1 (2cbl), purine nucleoside phosphorylase (pnp), thiorredoxin glutathione reductase
(tgr), y uridine phosphorylase (up) en la base de datos Protein Data Bank (PDB). Los andlisis de acoplamiento
molecular fueron realizados por el software Autodock Tools (ADT) version ADT 1.5.6. Posteriormente el ligante
desloratadina fue obtenido en el banco de datos PubChem en estructura 2D y dibujado en el programa
GaussView 5.0 y optimizado por el software Gaussian 09W en el método Hartree-Fock en la base Default
Spin / 3-21G. El resto de los parametros se definié de acuerdo con el método patron. Resultados: De todos
los blancos analizados, la desloratadina obtuvo los mejores resultados en los receptores up y 2cbl con
energias de enlace de -8,49 y -8,35 Kcal.mol! respectivamente. Conclusién: Estos valores demuestran una
buena afinidad molecular en la interaccién de los organismos con la droga desloratadina, ademas de tener
resultados elevados de constante de inhibicién, demostrando actividad bioactiva de la droga anti-schistosoma.
Con los presentes resultados in-silicos, la droga se convierte en una alternativa en estudios anti-
esquistosomiasis, pudiendo dar continuidad en ensayos in vitro y ex vivo.

Palabras clave: Acoplamiento molecular, desloratadina, esquistosomiasis.

INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doencga infecciosa conhecida comumente no Brasil como barriga d agua,
doenca do caramujo ou xistosa, causada por um parasita helminto do género Schistosoma, endémica que
ocorre nas Américas, Asia e Africa. Estima-se que a esquistossomose afeta 200 milhdes de pessoas em mais
de 74 paises. No Brasil ocorre na regido Nordeste e no estado de Minas Gerais, sendo relatado cerca de seis
milhdes de pessoas infectadas pelo parasito (KATZ N e ALMEIDA K, 2003).

No Brasil, foram identificados trés tipos de espécie de caramujos responsaveis por abrigar o hospedeiro,
sdo eles: B. glabrata; B. tenagophila; e B. straminea. Esses moluscos sdo abundantes em locais de agua
doce, como por exemplo, barragens, areas de irrigacéo, rios, lagos e lagoas (VITORINO RR, et al., 2012).

O ciclo de vida do invertebrado passa por dois hospedeiros, um sendo intermediario e o outro sendo o
hospedeiro definitivo. Os ovos do parasita quando eliminado das fezes do hospedeiro humano em locais
abundantes de agua, rompe liberando uma larva responsavel por infectar o hospedeiro intermediario, apos
seis semanas as larvas ficam livres na agua, na forma de cercaria, contaminando todas as pessoas que
tiverem contato com essa agua, com a penetracdo do parasito na pele e mucosa, se desenvolvem no
organismo humano, apds seis semanas, essa infec¢cdo pode ser transmitida & outras pessoas pelas fezes
contaminadas depositadas em locais inadequados, gerando um ciclo de manifestacio da doenga (PORDEUS
LC, et al., 2008).

Também existe a problemética da resisténcia dessas cepas aos atuais métodos de tratamento da doenga,
tendo em vista o desinteresse das indUstrias farmacéuticas em buscar novas alternativas de tratamentos
antiesquistossomose, pois se trata de uma doenca que atinge paises subdesenvolvidos e ndo possuem
retornos lucrativos as grandes industrias farmacéuticas (SAUCHA CVV, et al., 2015).

A desloratadina é considerada como um novo agente para o tratamento de doencas que afetam o sistema
respiratério tais como: prurido; prurido ocular; prurido do palato; congestao nasal; renite alérgica sazonal e a
urticaria cronica e, também por possui uma boa interagdo com a ligagdo do receptor Hi e a seletividade do
receptor (CRIADO PR, et al., 2009).

Caracterizada como um anti-histaminico-H1 de segunda geracédo, a desloratadina também possui acédo
antialérgica e antiinflamatdria, € antagonista ndo-sedante e nao interfere na conducéo cardiaca. Por obter alta
afinidade com os receptores H1, onde eles possuem meia vida prolongada entre 21-24 horas, podendo ser
usado como dose diaria (KALPAKLIOGLU F e BACCIOGLU A, 2012).

Essa atividade antiinflamatéria o torna atrativo para estudos antibacterianos e antiparasitarios, estudos
realizando por Cutrona N et al. (2019) mostra que a desloratadina ndo apresenta nenhuma atividade anti-S.
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aureus, todavia, quando tratadas com loratadina a bactéria apresentou 8 a 500 vezes mais sensiveis ao
referido antibiético. Esses estudos mostram que a desloratadina, um anti-histaminico-H1 aprovado pela FDA
ndo possui potencial bioativo antibacteriano, porém estudos antiparasitarios séo necessarios para analisar
sua acao inibitéria contra parasitos. Sendo assim, buscou-se avaliar a atividade bioativa da desloratadina
através de estudos in silico por docagem molecular em organismos do género Schistosoma.

METODOLOGIA

Para o estudo foram coletadas proteinas em 3D dos alvos 2cbl, pnp, tgr, e up no banco de dados que
fornece proteinas, PDB. As analises de docagem molecular foram realizadas pelo software Autodock Tools
(ADT) versao ADT 1.5.6. Um programa bastante citado na literatura para andlises de atividade bioativa
(MORRIS GM, et al., 2008). Posteriormente o ligante desloratadina foi obtido no banco de dados PubChem
em estrutura 2D e desenhado no programa GaussView 5.0 (DENNINGTON RD, et al., 2008) e otimizado pelo
software Gaussian 09W (FRISCH MJ, et al., 2010) em método Hartree-Fock na base Default Spin/3-21G
(WONG AT e HARRISON RJ, 1995).

Com o ligante e as macromoléculas preparadas, realizou-se as docagem molecular nas quais foram
calculadas apés o acréscimo de todos os hidrogénios. Havendo também uma mesclagem de atomos de
hidrogénio de proteinas e ligantes apolares. Foi criada uma caixa clbica de 60x60x60 pontos com qualidade
de resolugdo com 0,35 A. Tendo também como algoritmo genético o lamarckiano (LGA) (MORRIS GM, et al.,
1998). O pseudo-Solis e Wets foi realizado com procura local (SOLIS FJ e WETS RJB, 1981). As simulacgdes
consistiram em 100 corridas independentes (RAMOS RM, et al., 2012).

O restante dos parametros foi definido de acordo com o método padrdo. As analises foram realizadas a
partir dos resultados com menor energia de ligacdo, taxa da constante de inibicdo (ROCHA JA, et al., 2018).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Dentre os alvos analisados, constatou-se que a desloratadina obteve a melhor interagdo com a enzima
up, obtendo uma energia de ligacdo de -8,49 Kcal.mol! (Tab. 1). Essa interacdo ndo formou pontes de
hidrogénio, todavia, a interac¢éo no sitio de ligacdo do receptor foi satisfatéria. Em comparagéo com o alcal6ide
Epiis interagindo com o mesmo receptor, observamos que a desloratadina possui uma afinidade molecular
superior a Epiis que tem uma energia de ligacao de -7,68 Kcal.mol* com a macromolécula up, essa diferenca
também se mostra na constante de inibicdo dos complexos, onde a desloratadina possui uma constante de
inibicdo de 602,87 nM (Tab. 1) e a Epiis com 2,36 uM (ROCHA JA, et al., 2018).

Essa discrepancia esta relacionada a interagdo dos dois ligantes com o aminoacido GIn201, que esta
localizado no sitio ativo do receptor (Fig. 1a), onde a desloratadina possui afinidade molecular muito superior
a EPIIS nesse residuo, ambas interagem no residuo mais importante da macromolécula (GIn201), a qual,
guem possui mais afinidade molecular no residuo também possuird maior constante de inibicdo (NETO AMS,
et al., 2016). Também foi comparado com estudos de docagem molecular realizados por Silva MS (2016),
onde foi avaliado a atividade bioldgica da 7—epiclusianoma (7EPI) em uma enzima SOD do S. mansoni que
obteve uma energia de ligacédo de -4,07 Kcal.mol! interagindo nos aminoacidos His47, Thr57, Gli60, Ala61,
His62, His79, Leul32, Vall35, Thr136, Alal39, Gli140 e Argl42, essa baixa interacdo pode esta relacionada
com a incompatibilidade do volume da 7-epiclusianona no sitio ativo do receptor, diferentemente do que se
observa da desloratadina, que possui alta afinidade molecular com o receptor de S. mansoni.

O complexo desloratadina/2cbl também obteve uma energia de ligacédo superior & do complexo epiis/up
(ROCHA JA, et al., 2018) com uma taxa de energia de ligacdo de -8,35 Kcal.moll e também sua constante
de inibic&o foi maior, obtendo 753,56 nM (Tabela 1). Esta interacdo molecular se torna a mais eficiente dentre
todos os alvos analisados neste estudo. O complexo formou uma ligacdo de hidrogénio no aminoacido
Glul24, local onde a forca intermolecular do complexo € mais intensa. Os aminoacidos Alal68, Asn122,
Asnl166, Glyl61, Glyl69, Lys86, Serl62, Ser87, Thr160, Val123 realizam as intera¢des hidrofébicas na base
do sitio ativo do receptor (Figura 1b).
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Para que haja interacdo intramolecular entre o ligante e o receptor que formam e mantém estruturas
terciarias e quartandrias é essencial uma energia de ligacéo de 1 a 7 Kcal.mol%, o que define uma interacéo
molecular consideravel dos ligantes mencionados anteriormente (desloratadina, epiis e up) possuindo
atividade antiesquistossomose (NELSON DL e COX MM, 2011).

Figura 1 — Docagem molecular: a) Desloratadina acoplada no sitio ativo da enzima up e suas interacdes por
ligacbes hidrofdbicas; b) Desloratadina ligada no sitio ativo da 2cbl e suas interacdes por ligacGes
hidrofébicas e por ponte de hidrogénio entre seus aminoacidos.

a Lys86(A)
a) Q b)
Met93(A
@ Phe197(A) M
Vﬂ:::g & A sesen
130,
Glu234(A) - x
Phe272(A) | "
16 3 Asnl22(A) .
sl g 2!
Met233(A) g u Asnl66(A)
0 E

0 N

Thr124(A) o Nlal68(a)

Gly126(A) G'”“”“% W

Ser125(A) % e 18

Serl62(A)}

Argl21(4) GIn201(4) \M‘% e
Thrl60(A) W

Glu232(A) Glyl69(4)
Met231(A) X

(7 Glul?A(.\)

Fonte: autor préprio (2019).

A pnp ancorada ao receptor obteve uma energia de ligagdo de -7,65 Kcal.mol! e uma constante de inibi¢cao
de 2,49 uM (Tabela 1).

Essa afinidade com o receptor pnp demonstrou possuir mais afinidade molecular do que o alcaloide
epiisopiloturina (Epi) interagindo com o mesmo receptor, possuindo uma energia de ligagdo -7,18 Kcal.mol,
todavia, essa afinidade molecular superior da desloratadina ndo demonstra uma constante de inibicdo
superior & da Epi que possui uma constante de inibicdo 5,46 uM, isto esta relacionado a forte atividade
inibitéria dos alcaldides contra espécies de esquistossomose (ROCHA JA, et al., 2018).

A docagem molecular do complexo desloratadina/pnp formou uma ligacdo de hidrogénio no residuo
Tyr202, (Figura 2a) onde a forca intermolecular do complexo apresenta-se com maior intensidade. Os
aminoacidos que realizam as interagdes hidrofébicas estao localizados préximos ao sitio ativo composto pelos
aminoacidos Alal18, Alal19, Arg86, Asn245, Gly220, His259, His88, Met221, Tyr202, Tyr90, Val262 ilustrado
na Figura 2a.

A docagem molecular do complexo desloratadina/tgr obteve uma energia de ligacéo de -7,62 Kcal.mol?! e
uma constante de inibicdo de 2,62 pM (Tabela 1). Uma afinidade molecular maior em comparacdo com
Epiisopilosina (Epiis) interagindo com a tgr, onde possui uma energia de ligacédo de -7,46 Kcal.mol e uma
constante de inibicdo de 3,4 uM (ROCHA JA, et al., 2018).

Como no caso anterior, observamos que a atividade inibitéria dos alcal6ides sédo superiores a da
desloratadina, mesmo o farmaco possuindo melhor afinidade molecular com o receptor tgr, isso esta
relacionado as interagdes dos alcaldides Epi e Epiis no residuo Tyr296, que é o aminoacido mais ativo na
interacdo molecular dos alcaléides com a tgr e também observada na literatura (MAFUD AC, et al., 2018).
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A tgr é uma flavoenzima quimérica ativa no processo de desintoxicacao e importante para a sobrevivéncia
do parasita no organismo do hospedeiro, por isso ela se torna um alvo atrativo para estudos anti-
esquistossomose (ANGELUCCI F, et al., 2008). O complexo desloratadina/tgr resultou em uma ligacéo de
hidrogénio no aminoacido Vall57 (Figura 2b).

Figura 2 - Docagem molecular: a) Desloratadina acoplada no sitio ativo da enzima pnp e suas interacées por
ligacbes hidrofobicas e por pontes de hidrogénio; b) Desloratadina ligada no sitio ativo da tgr e sua interagao
por ponte de hidrogénio entre seus aminoacidos.
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Fonte: autor préprio (2019).

Tabela 1 - ParGmetros de afinidade molecular entre uridine phosphorylase (up), cathepsin B1 (2cbl), purine
nucleoside phosphorylase (pnp), e thioredoxin glutathione reductase (tgr) com o inibidor Desloratadina.

Complexo Gbing 2 KiP Aminoécidos que Aminoéacidos que Fazem
(proteina-ligante) (kcal.molt)  (uM) Interagem Através de InteracBes Hidrofdbicas
Ligacbes de Hidrogénio
Desloratadina/up -8,49 602,87 - Arg121, GIn201, Glu232,
nM Glu234, Glyl126, Met231,

Met233, Met93, Phel97,
Phe272, Ser125 Thr124

Desloratadina/2cb1 -8,35 753,56 Glul24 Alal68, Asnl22, Asnl66,
nM Glyl61l, Gly169, Lys86,
Serl62, Ser87, Thrl60,

Vall23
Desloratadina/pnp -7,65 2,49 Tyr202 Alal18, Alal1l9, Arg86,
UM Asn245, Gly220, His259,

His88, Met221, Tyr90,
Val262, Thr244
Desloratadina/tgr -7,62 2,62 Vall57 Arg393, Asp433, Cyslb4,
puM Cys159, GIn440, Gly158,
Leud4l, Lysl162, Serll?,
Thrl53, Thrd42, Tyr296,
Val297

Fonte: autor préprio (2019).
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Frente aos resultados apresentados e as problematicas de cepas de schistosoma mansoni estarem cada
vez mais resistentes a antibiéticos, chegando a infectar cerca de 200 milhées de pessoas no mundo por ano
(KATZ N e ALMEIDA K, 2003), a uma necessidade de novas alternativas no tratamento desta doenga, uma
vez que os atuais medicamentos estdo menos eficazes, além de provocarem diversos efeitos colaterais as
pessoas que se submetem ao tratamento, onde a desloratadina se apresenta como uma possivel alternativa
para novos tratamento anti-esquistossomose, apresentando afinidade molecular para todos os alvos de
schistosoma mansoni realizado neste estudo, além de possuirem constantes de inibicées elevadas, se
apresentando promissora em analises antiparasitaria diferentemente do que foi apresentado em analises
antibacteriana realizadas por Cutrona N et al. (2019).

CONSIDERAGOES FINAIS

De todos os alvos analisados, a desloratadina obteve os melhores resultados nos receptores putative
uridine phosphorylase e cathepsin B1 com energias de ligagéo de -8,49 e -8,35 Kcal.mol! respectivamente.
Esses valores demonstram uma boa afinidade molecular em interagdo dos organismos com a droga
desloratadina, além de terem resultados elevados de constante de inibicdo, demonstrando atividade bioativa
da droga antiesquistossomose. Com os presentes resultados in silico, a droga se torna uma alternativa em
estudos de drogas antiesquistossomose, podendo dar continuidade em ensaios in vitro e ex vivo.
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