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Resumo

MACHADO, Larissa Longaray. Triagem virtual de moléculas inseticidas: a busca
de potenciais analogos de agonistas da ecdisona. Orientador: Moisés Joao Zotti.
2022. 69f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacéo em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brasil.

Ferramentas de bioinformatica se tornaram uma abordagem racional e promissora
no campo da agroquimica. Os modelos in silico se mostram eficientes na predicao
de novos alvos. Dentro desse método promissor, destaca- se a técnica de triagem
virtual de moléculas e a realizacao da acoplagem (docking) das moléculas em
determinadas proteinas, formando o complexo proteina-ligante, por meio de
abordagens computacionais. Para a busca de novas moléculas na area agricola, o
receptor da ecdisona se revela como uma via promissora para novos inseticidas,
uma vez que faz parte dos reguladores de crescimento, 0os quais sado considerados
mais seguros para 0s inimigos naturais, insetos benéficos e organismos nédo-alvo.
Essa seguranca se d4, em partes, a auséncia de receptores de ecdisona em
mamiferos. Com base no exposto, a presente pesquisa teve o objetivo de utilizar a
tecnologia de triagem virtual para identificar moléculas com alta possibilidade de
ligacdo no sitio ativo do receptor de ecdisteroide (EcR), realizando a triagem de
analogos de moléculas referéncia (tebufenozida, agonista sintético e o horménio
natural de muda 20HE) e o docking molecular da proteina nos ligantes selecionados.
Foram analisados também caracteristicas quimicas e estruturais de um milhdo,
duzentos e setenta e seis mil, quatrocentos e setenta e seis (1.276.476) moléculas
triadas, que geraram cento e quarenta milhdes, setecentos e quarenta e quatro mil,
setecentos e sessenta e oito (140.744.768) conformers. Nos resultados dos
analogos de Tebufenozida, os compostos C22H15F2N303S (cddigo: ATDocl),
C23H17CLFN302(cédigo:ATDoc2) e C17H14F3N30S (codigo: ATDoc3;) mostraram
os melhores valores dedocking . Para os analogos de 20HE, os compostos
C22H2805 (cbdigo:A20HEDoc1), C21H3004 (c6digo:A20HEDoc2) e C22H29F0O4
(Codigo: A20HEDoc3) obtiveram as melhores pontuagfes. Por sua vez, para 0s
compostos analogos do agonista sintético BY06830, as moléculas C23H19N304
(codigo: AASDocl), C20H15N30S (cédigo: AASDocl) e C23H17N304S (cédigo:
AASDocl) resultaram em melhores valores de acoplamentos. Por fim, a molécula
C23H19N304 (codigo: AASDocl) demostrou melhor pontuacéao de docking.

Palavras-chave: Bioinformética. Receptor de ecdisona. Ecdise. Descoberta de
moléculas inseticida.



Abstract

MACHADO, Larissa Longaray. Virtual screening of insecticidal molecules: the
search for potential analogues of ecdysone agonists. Advisor: Moisés Joao Zotti.
2002. 69f. Dissertation. Postgraduate Program in Plant Health. Federal University of
Pelotas, Pelotas, Brazil.

Bioinformatics tools have become a rational and promising approach in the field of
agrochemistry. The in silico models are efficient in the prediction of new targets.
Within this promising method, the technique of virtual screening of molecules and
coupling (docking) of the molecules in certain proteins, forming the protein-ligand
complex, through computational approaches, stands out. In the search for new
molecules in the agricultural area, the ecdysone receptor is revealed as a promising
route for new insecticides, since it is part of the growth regulators, which are
considered safer for natural enemies, beneficial insects and non-target organisms.
This safety is due, in part, to the absence of ecdysone receptors in mammals. Based
on the above, the present research aimed to use virtual screening technology to
identify molecules with a high possibility of binding at the active site of the
ecdysteroid receptor (EcR), performing the screening of analogs of reference
molecules (tebufenozide, synthetic agonist and the natural molting hormone 20HE)
and the molecular docking of the protein in the selected ligands. Chemical and
structural characteristics of one million, two hundred and seventy-six thousand, four
hundred and seventy-six (1,276,476) sorted molecules were also analyzed, which
generated one hundred and forty million, seven hundred and forty-four thousand,
seven hundred and sixty-eight (140,744,768) conformers. In the results of
Tebufenozide analogues, the compounds C22H15F2N303S (code: ATDocl),
C23H17CLFN302 (code: ATDoc2) and C17H14F3N30S (code: ATDoc3;) showed
the best docking values. For the 20HE analogues, compounds C22H2805 (code:
A20HEDoc1), C21H3004 (code: A20HEDoc2) and C22H29F0O4 (Code: A20HEDoc3)
had the best scores. In turn, the analogous compounds of the synthetic agonist
BY06830, the molecules C23H19N304 (code: AASDocl), C20H15N30S (code:
AASDocl) and C23H17N304S (code: AASDocl) resulted in better coupling values.
Finally, the molecule C23H19N304 (code: AASDoc1) showed better docking scores.

Keywords: Bioinformatics. Ecdysone receptor. Ecdysis. Discovery of insecticide
molecules.
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1. Introducéo geral

O Brasil € um dos grandes produtores de alimentos do mundo, e, de acordo
com o Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada (Cepea), em 2020, o
agronegocio brasileiro obteve uma participacdo de 26,6% no Produto Interno Bruto
(PIB) no Brasil. Dentre os problemas que atingem a cadeia do agronegdcio, figuram
os danos causados por fatores bidticos, podendo chegar a perdas anuais de US$
314 bilhdes, considerando apenas Austrélia, Africa do Sul, Brasil, EUA, india, e
Reino Unido, conforme o relatério da Agéncia das Nac¢des Unidas para Alimentacao
e Agricultura (FAO, 2020).

Um importante inseto praga a nivel mundial desta ordem € a Spodoptera
frugiperda (Lepdoptera: Noctuidae), que faz com que, somente no Brasil, tenha se
atingido gastos de mais de 600 milhdes por ano para tentar controlar as infestacdes
(FAO, [sd]). Esta lagarta, além dos danos causados no Brasil e de estar presente no
continente Americano, segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacdo e Agricultura, estd em propagacdo mundial crescente desde 2016. No
inicio de 2016, S. frugiperda foi detectada pela primeira vez na Africa Central e
Ocidental, e posteriormente, relatada e confirmada em praticamente todo o
continente da Africa Austral e Subsaariana. Em julho de 2018, foi confirmada
também na india, no Iémen, em Bangladesh, no Sri Lanka e na Tailandia. Em 2019,
constatou-se a S. frugiperda em Mianmar, China, Indonésia, Laos, Malasia, Vietna,
Egito, Republica da Coreia, Japdo. Em 2020, observou-se a sua propagacdo na
Australia, na Mauritania e em Timor-Leste (FAO, 2020). Em razdo dessa expansao,
a lagarta-do-cartucho, como popularmente se conhece a S. frugiperda, tornou-se
uma praga de importancia mundial.

Espécies de mariposas podem gerar também grandes impactos em
hortalicas, dado que, em fase larval, broqueiam os frutos (Michereff Filho et al.,
2012), causando grandes danos na producéo. Neste grande grupo de noctuideos,
pode-se citar S. frugiperda, S. cosmioides e S. eridania, Chrysodeixis includens,

Helicoverpa zea, H. armigera, Chloridea virescens, além de outros lepiddpteros
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como Tuta absoluta, Neoleucinodes elegantalis (Michereff Filho et al., 2012; Souza
et al., 2016; Czepak et al., 2016; Michereff Filho et al., 2018).

Neste contexto, pode-se destacar o grupo 18 de modos de acdo, os
“Agonistas de receptores de ecdisteroides”, o qual possui apenas o grupo das
diacilhidrazinas como representante, altamente eficiente e seletivo no controle de
lagartas, com o0s seguintes ingredientes ativos: Cromafenozida, Halofenozida,
Metoxifenozida e Tebufenozida (IRAC, 2021), todos de crescimento e
desenvolvimento.

A busca por grupos cada vez mais seletivos de inseticidas € de suma
importancia, uma vez que os incorporar no Manejo Integrado de Pragas (MIP)
poderia minimizar os efeitos deletérios do controle quimico em organismos ndo- alvo
(FERREIRA et al., 2006). O impacto dos inseticidas néo seletivos na comunidade de
artropodes benéficos no ecossistema dificulta a combinag&o harmoniosa entre esses
inseticidas e o controle bioldgico; por sua vez, os inseticidas seletivos se mostram
bastante compativeis com o controle biolégico e podem ser utilizados no MIP
(MACHADO et. al, 2019).

Um dos fatores que demonstra a necessidade do desenvolvimento de novos
mecanismos de acao esté ligado a resisténcia de insetos a inseticidas (APRD, [sd]).
Ja foram documentadas cerca de 800 espécies de insetos e acaros resistentes a,
pelo menos, uma classe de composto (FRAGOSO, 2014). Cada vez mais, ha
maiores impulsos para descobrir e desenvolver meios e métodos mais seletivos de
controle de insetos que sejam compativeis com 0s requisitos bioldgicos,
toxicologicos, ambientais e sociais (ALTSTEIN et al., 1993).

A demanda das industrias e dos grupos de pesquisa por descobertas de
moléculas (farmacos ou agrotéxicos) € crescente, e por essa razdo, metodologias
mais rapidas, eficazes e de baixo custo mostram-se necessarias. Assim, a triagem
virtual (virtual screening) tem se destacado como uma importante ferramenta na
procura de compostos promissores (VERLI, et al., 2014). O grande avanco dessas
técnicas para o planejamento de farmacos se da devido ao fato de que a triagem
virtual representa um processo mais dindmico e eficiente na busca de substéancias
bioativas de interesse (RODRIGUES et, al. 2012).

O receptor de ecidsteroides (ECR) é um importante alvo na pesquisa e
desenvolvimento de novas moléculas e se divide em: agonistas da ecdisona,

agonistas de esteroides da ecdisona e as dibenzohidrazinas (DBHs) (HU et al,
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2017). Desta forma, pode-se afirmar que o0s inseticidas reguladores de crescimento
se assemelham aos horménios naturais e apresentam acao inibitéria seletiva, baixa
toxidade em mamiferos e baixa resisténcia, sendo seus principais grupos de
moléculas os inibidores da sintese de quitina, agonistas do horménio juvenil e
agonistas do horménio da muda (TUNAZ; UYGUN, 2004).

Nesse contexto, os ecdisteroides apresentam-se como candidatos atraentes
para inseticidas, pois possuem um bom potencial de seguranca em mamiferos,
incluindo seres humanos, uma vez que, embora os vertebrados tenham mecanismos
de transcricdo génica similar, os ecdisteroides nao perturbam esses sistemas
(HARADA et al., 2011). Mostram-se ainda mais adequados por serem 0s hormoénios
ecdisteroides os coordenadores dos principais estagios do desenvolvimento do
inseto, a muda e metamorfose, ligando-se ao receptor EcR. (BILLAS, et al., 2003).

Atualmente, o valor estimado de descoberta, desenvolvimento e registro de
um novo ingrediente ativo para o mercado agricola ultrapassa 180 milhdes de
dolares, nao incluindo o valor das instalacdes especializadas (WHITFORD et al.,
2009) e o tempo médio, para 0 mesmo processo, € de 10 anos. Devido ao alto valor
para descoberta de moléculas inseticidas, cresce exponencialmente a busca por
formas de reduzir custos e tempo. Assim, a triagem virtual de compostos, bem como
outras ferramentas de bioinformatica, mostra-se satisfatérias para este objetivo.

Assim, com base no proposto, o presente trabalho visou utilizar a tecnologia
de triagem virtual para identificar moléculas com alta possibilidade de ligacéo no sitio
ativo do EcR, realizar docking molecular das moléculas testadas e analisar suas

caracteristicas em comparacdo com as moléculas ja consagradas no mercado.



2. Capitulo | - Revisédo de Literatura

2.1. Ferramentas de bioinforméatica: da triagem ao encaixe da molécula
no receptor

2.1.1. Bioinformatica aplicada a Biologia molecular e estrutural

O inicio da bioinformatica ocorreu antes mesmo do sequenciamento do
DNA, ha mais de 50 anos, e sofreu grande mudancas no decorrer dos anos
(GAUTHIER, J. et al. 2019), com evolucéao a partir da década de 60, momento em
que se utilizaram métodos computacionais na eletroquimica (OAKLEY, M. B.;
KIMBALL, G. E. 1949; GAUTHIER, J. et al. 2019) e o primeiro banco de dados de
sequéncia de proteinas. Apos, entre 70 de 80, em paralelo com o salto de evolucéo
da biologia molecular, a andlise de genomas completos foi possivel e,com o advento
da internet, os anos 90 e 2000 demostraram um salto ainda maior com mais
ferramentas de bioinformatica sendo desenvolvidas e descritas (GAUTHIER, J. et al.
2019).

A bioinformatica pode ser definida como um estudo de dois eixos de
informacdo na éarea da biologia molecular. O primeiro esta relacionado com o
Dogma Central da Biologia, uma vez que DNAs s&o transcritos em sequénciasde
RNA, os quais sdo traduzidos em sequéncias de proteinas que, por sua vez, se
enovelam em estruturas tridimensionais de proteinas funcionais. O segundo é o
Método Cientifico, por meio de criagdo de hipoteses sobre atividades bioldgicas,
desenho de experimentos, avaliacdo dos dados, extensdo e modificacdo das
hip6teses em decorréncia dos dados (GU E BOURNE, 2009). Desta forma, ela é
uma aplicacdo de ferramentas computacionais para coleta, analise, manipulacéo,
apresentacdo e compartilhamento de dados (NCBI, [sd]). Nos ultimos anos, o0s
recursos de bioinformatica foram amplamente utilizados na area da biotecnologia,
da farmacologia e da medicina, destacando-se como uma das solu¢gbes para se
trabalhar os problemas mundiais. Desde adescoberta e vigilancia do SARS-Cov-2
(HU, T. et al, 2021), foi empregada no rastreamento de novas variantes

(HODCROFT, E. B. et al., 2021) e nadescobertas de potenciais alvos e caminhos
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para o desenvolvimento de medicamentos (AUWUL, M. R. et al., 2021).
Adotando conceitos parecidos, essas técnicas podem ser utilizadas para o
desenvolvimento e descoberta de moléculas a serem utilizadas em potenciais
trabalhos também no ramo agricola.A biologia computacional trata-se  de um
distinto conceito da bioinformatica, uma vez que € uma area de pesquisa
especifica com focoprincipal em problemas em biologia e, estes conceitos, apesar de
parecidos, ndo podem ser confundidos (NCBI, [sd]). Ocorre que, no Brasil e em
grande parte do mundo, apesar da distingdo mencionada, ambos conceitos séo
intercambiaveis, utilizados de forma indistinta, e denotam o mesmo sentido, de forma

gue, neste trabalho, utilizar-se-a o termo bioinformética em seu amplo sentido.

As ferramentas computacionais se tornaram uma abordagem racional e
promissora no campo da agroquimica com o rapido crescimento da biologia
molecular e estrutural (SCHERKENBECK et. al, 2009; GONG et al., 2013). Essas
ferramentas exploram grandes volumes de dados e utilizam bancos de dados que
sdo mantidos por consorcios internacionais, Nucleotide Sequence Database (EMBL-
Bank) no Reino Unido; o Banco de Dados de DNA do Japéo (DDBJ), e GenBank do
Centro Nacional de Informagbes sobre Biotecnologia (NCBI) (LESK, 2020), com o
objetivo que servir como armazenamento, producéo e organizacao destes dados.

A biologia estrutural € um ramo da molecular que explica e demonstra as
conformacdes de macromoléculas, principalmente das proteinas (SILVA et, al.
2020). Dessa forma, este ramo é essencial para o desenvolvimento de “modelosin
silico” que vem sendo utilizados para o design de farmacos desde os anos 70e para
auxiliar na descoberta de moléculas e suas conformacfes. Na década de 90,
comegcam a ser desenvolvidos e estimulados os sistemas de triagem de alto
desempenho, triagem com receptores especificos, quimica combinatoria utilizando a
biologia estrutural, entre outros conceitos que serviram como salto na época
(LAMBERTH et al., 2013).

Os modelos in silico se mostram eficientes na predicdo de novos alvos
moleculares, possibilitando uma otimizacdo no processo de descoberta, de modo
gue podem sugerir novas indicagcdes mais vantajosas que as propostas, possibilitar
uma possivel otimizacdo de compostos-lider e indica-los para alvos mais
especificos, entre outras inUmeras propostas (SILVA et, al. 2020).

Dentro desse cenario promissor, a técnica de triagem virtual € um exemplode
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técnica que possui alta capacidade de analisar compostos quantitativamente e
gualitativamente, podendo seleciona-los de acordo com critérios pré-definidosque se

mostraram ativos para determinado alvo escolhido, o receptor (VERLI, etal., 2014).

2.1.2. Relacéo proteina-ligante e Triagem de novas moléculas

O modelo chave-fechadura, que explica o atracamento entre proteina e
ligante, foi proposto por Emil Fischer em 1894. Nesse modelo, o receptorequivaleria
a “fechadura”, o sitio de ligacdo ou do receptor corresponderia ao “buraco da
fechadura” e o ligante se equipararia a possivel “chave”, sendo que a sua interacao
seria a “abertura” ou “fechamento” desta porta (Figura 1). No entanto, o modelo
proposto por Fischer acaba sendo limitado e pode gerar interpretacdes errdbneas em
relacdo ao fato de que a “fechadura” aparentementeé algo rigido e estatico, ao passo
gue, em meio bioldgico, tanto o ligante quantoa proteina sao flexiveis (VERLI, et al.,
2014).

Figura 1 - Representacdo do modelo de chave fechadura em comparacao com o docking.
Onde (a) a chave equivale a (d) moléculas ligantes, (b) fechadura e o “buraco da fechadura” como (e)
proteina e o sitio de ligacdo respectivamente e por fim a chave que consegue encaixar e abrir a
fechadura (c), esta representada como a molécula acoplada no receptor (o docking) (f).

Muitas técnicas estdo sendo desenvolvidas nesse campo, inclusive

computacionais (in silico), e entre elas, a triagem virtual € a experimentacdo
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gueconsegue selecionar provaveis moléculas para se ligar no receptor alvo. Essa
técnica afasta o problema de uma busca ampla no espaco quimico, na medida em
gue seleciona bibliotecas especificas e acessiveis, evitando assim sinteses
dispendiosas, com alto custo e tempo, e permite, ainda, a aplicacdo de filtros que
garantem que a biblioteca atenda a um alto padrdo de relevancia biolégica e
similaridade com compostos ja descobertos (SHOICHET, 2004).

Apesar das técnicas serem essenciais no auxilio para a descoberta de novas
moléculas, existem dois principais problemas a serem ultrapassados quando se trata
de atracamento molecular. O primeiro problema diz respeito a investigacdo e a
predicdo das conformacfes e orientagcdes de uma molécula ligante no seu sitio de
complexacao, e o segundo problema guarda relacdo coma predi¢do da afinidade em
um complexo receptor-ligante (energia livre de ligagao) (VERLI, et al., 2014).

Pode-se utilizar diversos softwares e ferramentas de modelagem molecular
com o intuito de otimizar o processo da busca e facilitar a solu¢do dosproblemas ja
citados. O virtual screening (ou triagem virtual) € uma abordagem bastante eficiente
guando utilizada na descoberta de medicamentos, por exemplo, na qual os provaveis
compostos ativos sdo selecionados com base empropriedades fisico-quimicas e/ou
na conformacdo molecular favoravel para a interagdo ligante-receptor, antecedendo
um bioensaio da atividade de interacdo(HARADA et. al, 2011).

A triagem pode ser realizada com diferentes metodologias, algumasiréo
depender de moléculas ja conhecidas (ligand-based) e outras irdo se basear em
informacdes da estrutura alvo (structure-based) (COURNIA et al., 2020).

Apesar de bastante interessante, quando nenhum ligante conhecido esta
presente no receptor, a técnica tomarda um tempo maior e exigira dados mais
precisos do receptor e um longo tempo de experimentacédo in silico(computacional).
Enquanto o outro, € baseado em um algoritmo mais simples, com menor velocidade
e maior precisdo no calculo quando ha um ligante conhecido para o receptor
(HARADA et al, 2011). Isso ocorre porque, os métodos de triagem baseados em
ligante vao utilizar as informagdes presentes em ligantes ativos conhecidos (HAMZA
et. al, 2012). A respeito desse método, explica VERLI (2014):
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O método baseado na estrutura é mais utilizado quando a estrutura
tridimensional da molécula receptora esta disponivel com boa qualidade.
Nesta metodologia, € realizado um estudo de atracamento molecular de
todos os ligantes previamente selecionados, ao invés de apenas uma
molécula. E possivel, assim como no estudo de atracamento molecular
tradicional, considerar a flexibilidade do receptor diretamente pelo programa
de atracamento ou utilizar um conjunto de conformagfes da molécula
receptora. Entretanto, o custo computacional aumenta significativamente ao
se incluir a flexibilidade do receptor em estudos de triagem virtual. Quando
ndo é possivel obtera estrutura tridimensional do receptor, ainda que por
técnicas sofisticadas de predicdo de estruturas de macromoléculas, entdo o
método baseado na estrutura do ligante é empregado. Esta abordagem consiste
na andlise de similaridade de propriedades estruturais e fisico- quimicas de
compostos ativos e inativos. (VERLI, et al., 2014 p. 206).

Assim, tanto métodos baseados na estrutura quanto no ligante, sédo 6timas
ferramentas que se encarregam na descoberta de novas moléculas e também para
compreender as relagbes entre estruturas e atividade entre eles (SAINI; KUMAR,
2014).

2.1.3. Teoriado encaixe: docking molecular

O docking molecular prevé a estrutura do complexo proteina-ligante
utilizando técnicas de bioinforméatica (MENG, et al. 2011). Dentre as diferentes
formas de realizar este encaixe por abordagens computacionais, pode ser (1)
realizando a comparacgéo do ligante e sua semelhangca com os compostos triados,
aplicando algoritmo e produzindo uma previsdo das posicoes, (2) realizando o
exame sistematico das posicdes possiveis e utilizando o encaixe derendimento ultra-
alto (> 1 milhdo de compostosto) triando via caracteristicas de pontuacdo e (3) o
encaixe por ser guiado pelo ligante, ou seja, reduz a busca com base em forma e
complementariedade quimica para as moléculas ja conhecidas (OPENEYE
SCIENTIFIC, 2022). Todas essas ferramentas resultardo em provaveis compostos
gue irdo encaixar no receptor, porém algumas focam em técnicas que ha um
receptor (proteina) jA conhecido e cristalografado e outras focadas em ligantes
(moléculas) ja utilizadas no mercado.

Quando ocorre a auséncia completa da proteina, utiliza-se metodologias
baseadas somente na similaridade da molécula que utilizam coeficientes como o
coeficiente de Tanimoto (OPENEYE SCIENTIFIC, 2022), uma vez que este indice €

identificado como um dos melhores métricos para célculos de similaridade (BAJUSZ,
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2015).

O desenvolvimento de trabalhos de previsdo de poses e triagem de
compostos dos ultimos anos demostra excelentes resultados (Tabela 1). Esses
trabalhos auxiliam na validagdo de ferramentas e fluxos de trabalho de encaixe
molecular. Abordando o docking, similaridade quimica entre compostos e desing,como

previsdes complementares para ferramentas de triagem virtual.
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Tabela 1 - Algumas publica¢des com ferramentas de bioinformatica sendo utilizadas como etapa inicial do Discovery de moléculas.

Titulo

Ano de publicacéo

Autores Assunto Geral

“‘Alchemical Free Energy Methods
Applied to Complexes of the First
Bromodomain of BRD4”
“Identification, Characterization, and
Synthesis of Natural Parasitic Cysteine
Protease Inhibitors: Pentacitidins Are
More Potent Falcitidin Analogues”
“EViS: An Enhanced Virtual Screening
Approach Based on Pocket-Ligand
Similarity”

“‘Ulotaront: A TAAR1 Agonist for the
Treatment of Schizophrenia”

“Discovery by Virtual Screening of an
Inhibitor of CDK5-Mediated PPARY
Phosphorylation”

“A Blueprint for High Affinity SARS-
CoV-2 Mpro Inhibitors from Activity-
Based Compound Library Screening
Guided by Analysis of Protein
Dynamics”.
“Lean-Docking: Exploiting Ligands’
Predicted Docking Scores to Accelerate
Molecular Docking”Computationally

2022

2022

2022

2022

2022

2021

2021

Guest, Ellen E., et al. Previsdo precisa e rapida da

afinidade de ligacéo
Brinkmann, Stephan, et al Caracterizacao e sintese de
analogos

Zhang, Wenyi, e Jing
Huang

Triagem virtual integrando o
encaixe de ligantes, pesquisa
de modelos de bolso de
proteinas e célculo de
similaridade de formas de
ligantes.

Heffernan, Michele L. R., Descoberta de analogos de

et al. agonista de receptor para o
tratamento de doencas

O’Mahony, Gavin, et al. Descoberta por triagem virtual

de um inibidor

Gossen, Jonas, et al. Abordagem computacional para

rastrear alvos de proteinas com
sitios de ligacao maleaveis

Berenger, Francois, et al Triagem virtual baseada em

estrutura
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Screened Inhibitors”.
“Identification of Phelligridin-Based
Compounds as Novel Human CD73

Inhibitors”

“Computational Graphics Software for
Interactive Docking and Visualization of
Ligand—Protein Complementarity”
“Efficient Exploration of Chemical Space
with Docking and Deep Learning”.

“XGraphBoost: Extracting Graph Neural
Network-Based Features for a Better
Prediction of Molecular Properties”.

“Identification of a Chlorogenic Ester as
a Monoamine Oxidase (MAO-B)
Inhibitor by Integrating ‘Traditional and
Machine Learning’ Virtual Screening
and In Vitro as Well as In Vivo

Validation: A Lead against
Neurodegenerative Disorders?”
“Molecular Simulation of Av6 Integrin
Inhibitors”.

“‘Augmenting Hit Identification by Virtual
Screening Techniques in Small
Molecule Drug Discovery”

2021

2021

2021

2021

2021

2020

2020

Lyu, Sifan, et al. Identificacéo de novos
inibidores para o

desenvolvimento de farmacos

Baskaran, Saravana G., et Ancoragem e
al complementaridade ligante-
proteina
Triagem virtual e exploracéo do
espaco quimico

Yang, Ying, et al.

Deng, Daiguo, et al. Rede neural para melhor
previsdo de propriedades

moleculares

Dhanabalan, Anantha Identificacdo de um inibidor por
Krishnan, et al triagem virtual e validacao in
vitro e in vivo

Guest, Ellen E., et al. Simulagdes virtuais e previsao
de afinidade de ligagao

Yan, Xin Cindy, et al. Triagem virtual para a

descoberta de drogas
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“Combining Docking Pose Rank and 2020
Structure with Deep Learning Improves
Protein—Ligand Binding Mode Prediction

over a Baseline Docking Approach”.

“Structure-Based Discovery of Novel 2020
Ligands for the Orexin 2 Receptor”.

Morrone, Joseph
A, etal.

Gunera, Jakub, et
al

Previsao de ligacéo proteina-
ligante

Descoberta de novas
moléculas baseada na
estrutura
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Os trabalhos de triagem virtual sdo o primeiro passo, 0 passo seguinte € a
selecdo in vitro para a descoberta de novas moléculas utilizando diferentes
linhagens de células (Figura 2), para além do organismo alvo. A partir disso, obtém-
se uma previsao de como sera a seletividade nos organismos in vivo e sedemostra a

ligacdo do alvo no receptor que foi determinada via parametros computacionais.

Luz

Figura 2 - llustragdo das linhagens mantidas em laboratério de entomologia molecular da
UFPel para a realizagdo dos testes, (a) SF9 e (b) S2, representando o docking da molécula no
receptorde ecdisona em experimentacao in vitro.

As linhagens celulares devem ser mantidas em laboratorio, e a sintese das
moléculas deve ser feita apos a triagem como em SMAIL, M. I. et al. (2020) que
realizou o trabalho de descoberta, sintese e avaliacdo biolégica dos novos
compostos. Para a realizagdo da etapa in vitro, € necessario também a verificacao
da viabilidade das linhagens celulares, além do ensaio propriamente dito e apos,
devem ser realizadas etapas in vivo como ocorreu em DHANABALAN, A. K. et al.
(2021) e SERAFINI, M. et al. (2020), trabalho em que a identificacdo do inibidor foi

validado in vitro e in vivo.
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2.2. Funcionamento do processo natural do organismo do inseto ea
acao do inseticida

2.2.1. Processo de muda e ecdise

Para o desenvolvimento de inseticidas, é importante ter a compreensao
plena dos processos envolvidos. O crescimento e desenvolvimento dos insetos, por
exemplo, requer a producdo periddica de um novo exoesqueleto cuticular, um
processo denominado ecdise (Figura 3). Entre os isentos, existe uma riqueza de
variagoes nos fatores que controlam este processo, e essas variagdes sado evidentes
tanto em nivel de espécie quanto de estagio. A ecdise é geralmente dividia em
fases: (1) Pré-ecdise, em que o inseto se fixa ao substrato, seguindode movimentos
gue rompem as conexdes musculares remanescentes entre o inseto e sua velha
cuticula. Nesta fase, o inseto absorve fluido e enche sua novatraqueia com ar. As
principais caracteristicas da fase inicial é que os padrées motores usados tém como
objetivo de se preparar para liberar um exoesqueleto (2) Ecdise, correspondente a
troca efetiva do exoesqueleto (3) Pos-ecdise: ocorre a expansao e o endurecimento
da nova cuticula. Nesta fase, ocorre uma mudan¢ca na atividade cardiaca e a
degluticdo de ar ou 4gua para expandir a cavidade do corpo (TRUMAN, 2005).

Todo esse processo é controlado por uma complexa cascata de hormonios
peptidicos de células enddcrinas e neuropeptideos no sistema nervoso (ZITNAN et
al., 2007), o que determina que a sequéncia de ecdise tenha sido bem sucedida.
Assim, as células produzem horménios desencadeadores depré-ecdise e ecdise que
ativam a sequéncia de ecdise por meio de acbes mediadas por receptores em
neurbnios especificos no sistema nervoso central (MESCE et al., 2002). Um
neuropepetideo, o hormonio protoracicotrépico, é o sinal que inicia a liberacdo do
precursos esteroide ecdisona das glandulas protoracicas (THUMMEL, 2001).

De modo, que os ecdisteroides sdo os hormdnios esteroides coordenam as
principais transicbes de desenvolvimento iniciais, e tanto aumentos quanto
diminuicdes nos niveis circulantes destes horménios sdo importantes para o tempo
dos eventos de desenvolvimento (THUMMEL, 2001). Assim, a primeira camada de
cuticula é depositada enquanto os niveis de ecfisteroides estdo em niveis altos. Ja a
eliminacdo da cuticula velha (fase intermuda) ocorre quando as concentracdes de

ecdisteroides atingem niveis mais baixos (CHARLES, 2010). No final do processo,
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ocorre 0 aumento dos niveis dos hormdnios juvenisque sdo aqueles que previnem a
metamorfose da cuticula (WILLIS, 1996). Estes horménios regulam, direta ou
indiretamente, a expressdo dos genes das proteinas das cuticulas em especificos
estagios da metamorfose (CHARLES, 2010).
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Estrutura

Epicuticula

Exocuticula
~—— Cuticula

Endocuticula

Epiderme

1

Processo de muda (Ecdise)

m

T

Estadio entre ecdise

Apodlise: separagao
da epiderme e cuticula

Secregao do fluido
da ecdise

Secregao da nova
cuticula

Atiivagao das enzimas

Rompimento da cuticula velha

—

Figura 3 - (a) Etapas do processo de muda (Ecdise), adaptado de SALGADO, V. L. (2013) e (b) imagem do processo de ecdise de cigarra por PHILIP, T (2017).
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2.2.2. Modo de acao dos inseticidas e receptores da ecdisona
A descoberta de novas moléculas com formulagdo quimica melhor vem

sendo pesquisada e desenvolvida cada vez mais, devido a necessidade de
encontrar caracteristicas como maior segurangca para 0 meio ambiente e
seletividade, ou seja, € necessario encontrar compostos ativos somente para o
inseto praga e ndo toxicos para os insetos benéficos, mamiferos e outros
organismos nédo-alvos. Isso é essencial para o futuro da agricultura, pois até osdias
atuais parte dos inseticidas ainda sado téxicos e sdo aqueles com mecanismos
descobertos ha mais de 50 anos, com dificil degradacdo ambiental(DELANEY et al.,
2006). Assim, descobertas de novas moléculas que semostrem ambientalmente
aceitaveis, inseticidas planejados de forma racional e o uso de novos métodos de
controle de pragas séo alguns dos grandes desafiosatuais enfrentados pelo Manejo
Integrado de Pragas (MIP) neste século (ZOTTI et al., 2013).

O crescimento do inseto € regulado por eventos orquestrados de
ecdisteroides e suas proteinas receptoras. Sendo assim, prevé-se que tanto
agonistas quanto antagonistas desse receptor tenham a capacidade de perturbar o
crescimento normal do inseto, e com base nessa afirmacg&o, esses seriam bons
candidatos a inseticidas (HARADA et al, 2011).

Os reguladores de crescimento sdo considerados mais seguros para 0S
inimigos naturais, insetos benéficos e organismos nao-alvo, quando comparados aos
inseticidas neurotoxicos de largo espectro de acdo, em funcéo de sua especificidade
nos alvos bioguimicos e seu planejamento racional (DARVAS; POLGAR, 1998). O
alto nivel de seguranca se da em partes a auséncia de receptores de ecdisona em
mamiferos (BILLAS, et al., 2003). No entanto, em que pese a suposta seguranca,
estes receptores devem ser testados e avaliados, bem como sua compatibilidade,
com testes de seletividade para o registro de novos produtos para sua utilizag&o
junto ao Manejo Integrado de Pragas (BUENO; FREITAS, 2004).

Os repetidos processos de muda e metamorfose sdo eventos de dois
horménios néo peptidicos periféricos, a muda e os hormdnios juvenis. 20-
hidroxiecdisona (20E) € o horménio de muda para a grande maioria dos insetos,
sendo a acao destes mediada pelo complexo proteico heterodimérico do receptor de
ecdisteroides (ECR) e o ultraspiracle (USP). A acdo desse complexo ira ativar a

traducédo dos genes associados a muda apos a ligacdo com a molécula de ligante a
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EcRs (HARADA et. al, 2011), sendo este ligante um campo a ser pesquisado e
explorado para o desenvolvimento de novas moléculas inseticidas.

Assim sendo, afora o seu papel natural de controle da expresséao de redesde
genes no desenvolvimento e reproducdo de artrépodes, ECR também podem ser
empregados como provaveis alvos para inseticidas mais ecoldgicos e nocontrole
de transgenes (por exemplo, genes terapéuticos) (BILLAS, et al., 2003).0s primeiros
antagonistas nao esteroides atuantes no receptor de ecdisteroides sao as
dibenzoihidrazinas (DBHs) (WING; ALLER, 1990). Apesardo fato ja citado de que
muitos insetos utilizam a 20-Hidroxiecdisonio como ohorménio natural de muda,
moléculas ligantes como  tebufenozida, methoxifenozida, cloromafenozida e
halofenozida (todas dibenzohidrazinas) sao inativos para Bemisia tabaci (Genn,
1889) (Hemiptera: Aleyrodidae), ou seja, estes seriam inativos para Hemiptera
(GRAHAM et. al, 2007) enquanto alguns sdo extremamente toxicos para
Lepidopteras. Assim, a suscetibilidade parainseticidas ndo esteroides agonistas do
ecdisbnio mostra determinadaespecificidade para espécies, e por esse motivo, 0s
inseticidas com moléculas dibenzohidrazinas podem ou ndo ser usados para o
controle de insetos-praga.Destaca-se, ainda, que as DBHs se mostraram inativas
para polinizadores, predadores e parasitbides (RETNAKARAN et al.,, 2003),

caracteristica muito importante ao Manejo Integrado de Pragas (MIP).



3. Capitulo II: Artigo 1 — Triagem virtual de moléculas inseticidas: a
buscade potenciais analogos de agonistas da ecdisona

Resumo do Capitulo

A técnica de Triagem Virtual (Virtual Screening) mostra ser uma possibilidade
eficiente, dindmica e bastante Util como instrumento para descoberta de novos
inseticidas. Isso porque utiliza ferramentas computacionais dentro da biologia
molecular e estrutural para descobrir moléculas potenciais que se ligam na estrutura
desejada. Somente essa técnica gerou dados precisos e reduziuconsideravelmente
0 tempo necessario para encontrar o ligante. Os objetivos dessa pesquisa
consistiram em utilizar a tecnologia de triagem virtual para identificar moléculas com
alta possibilidade de ligacdo no sitio ativo do receptor da ecdisona (EcR). Este
receptor nuclear € um importante alvo para a identificacao de inseticidas seletivos, na
medida que apresenta as caracteristicasde acéo inibitoria seletiva, baixa resisténcia
e se trata de um receptor que ndo éencontrado em mamiferos. A presente pesquisa
foi desenvolvida em duas etapas principais, a triagem de analogos de moléculas
referéncia e o docking molecular da proteina nos ligantes selecionados. Na primeira,
ferramentascomputacionais foram programadas para encontrar potenciais ligantes de
acordo com caracteristicas especificas (quimicas e estruturais) que 0s tornam
analogos das moléculas referéncia e, na segunda fase, os ligantes encontrados na
triagem virtual foram acoplados na proteina e apds, realizadas as modelagens
tridimensionais do composto. O screening de um milh&o, duzentos e setenta e seis
mil, quatrocentos e setenta e seis (1.276.476) e cento e quarenta milhdes,
setecentos e quarenta e quatro mil, setecentos e sessenta e oito (140.744.768)
conformers, resultou em seis mil, trezentos e setenta e cinco (6.375) analogos (hits)
de Tebufenozida e deste numero, quinhentos e cinquenta e quatro (554) docados na
proteina e trés (3) analisados suas propriedades e comparados a inseticidas. Para
0s analogos do agonista sintético, foram quatro mil, oitocentos e trés analogos
(4.803) hits e quinhentos e vinte docados e trés (3) analisados. E, por fim, a triagem
dos compostos comparados ao 20HE resultaram em vinte (20) hits e dezessete (17)
docados, com trés (3) compostos analisados. Os resultados mostram que o
composto C23H19N304 (codigo: AASDocl), demostrou maior destaque somando
potencial de similaridade quimica e estrutural com um inseticida do grupo estudado,
porém, sugere-se que futuras avaliacdes bioldgicas ndo devem descartar os demais
compostos que apresentaram bons resultados quimicos e estruturais

Palavras-chave: Bioinfomatica. Triagem virtual. Acoplamento molecular. Receptores
de nucleares. Descoberta de moléculas inseticida.
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3.1. Introducéo

A triagem virtual in silico (virtual screening ou triagem virtual de alto
rendimento -HTVS-) é uma técnica que tem se destacado como um excelente
complemento para outras experimentacfes que se tornam mais caras e demoradas
(BERRY, M. et al; 2015). Esta técnica pode ser baseada na estrutura(structure-based)
ou em moléculas ja conhecidas (ligand-based) (COURNIA et al.,, 2020) e a
aplicabilidade de alguma dessas metodologias ira depender das informacoes
disponiveis para a realizacao da triagem.

A disponibilidade de compostos e grandes bibliotecas para a triagem e
ensaio virtual cresceu nos ultimos anos e, com bibliotecas maiores e mais
diversificadas, que superam um bilhdo de compostos, ocorre a necessidade de
aprimorar cada vez mais 0s processos de ancoragem molecular, com exploracoes
eficientes do processo com docking (YANG, Y. et al; 2021). Este tipo de
experimentacdo pressupde que se pode descobrir o melhor posicionamento para
cada composto na proteina (BASKARAN, S. et al; 2021). Epara que esse fato ocorra
com sucesso, deve-se atender a diferentes desafios da triagem, como a comparacao
de ligantes com diferentes estruturas, propriedades quimicas e as conformacdes das
moléculas analisadas (PEROLAE., et al, 2005).

Para a realizacdo de uma boa triagem é necesséria uma pontuagdo com
critérios bem definidos, com a intencdo de ranquear os melhores compostos,
fornecendo uma classificagcdo quantitativa confidvel e a obtencdo correta das
coordenadas espaciais, para descrever a colocacao correta do ligante (WANG, J. et
al, 2001).

O acoplamento molecular (docking) foi descrito a primeira vez em 1982
(KUNTZ et al., 1982) e hoje é a ideia central da triagem virtual baseada na estrutura
(BERRY. M et al., 2015). As funcdes de pontuac¢des para o encaixe dasmoléculas séo
capazes de filtrar e classificar grandes bibliotecas de compostos, nas quais as
melhores classificadas correspondem a um potencial composto (PHATAK et al.,
20009).

Ensaios de acoplamento in silico possuem limitacdes e imperfeicdes nas
pontuacdes, podendo gerar falsos positivos e falsos negativos (LILL, 2011,
ALVAREZ, 2004). Tal ocorre, principalmente, quando nédo se estima a natureza

dindmica das estruturas biologicas, motivo pelo qual € necesséario pensar em
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métodos que compensem essa situacao.

Um bom método de desempenho é via enumeracdo exaustiva de todas as
torcOes rotativas, o qual gera um grande conjunto de conformacdes, reproduzindo
um ambiente ndo estético. Este modelo de predicdo apresenta umbom desempenho
na reproducdo de conformacgbes (HAWKINS, P. et, al. 2010), demostrando a
importancia da preparacdo dos bancos de dados e diminuindo o erro dos falsos
positivos e falsos negativos.

A identificagdo de compostos ativos por comparacdo de forma pode ser
também uma ferramenta importante na experimentacgéo in silico, demostrando uma
forma consistente e algumas vezes superior a abordagens centradas em encaixe
(HAWKINS, P. et, al. 2007).

Com base no exposto, buscou-se utilizar a unido das ferramentas
computacionais de torcdo rotativa, comparacdo de forma, encaixe da proteina e
ligante e andlise quimica do composto para a realizacao da descoberta de provaveis

novas moléculas que se demostrem analogos de compostos agonistasda ecdisona.

3.2. Materiais e métodos

3.2.1. Obtencédo e preparacdo das bibliotecas de compostos e do
receptor

As moléculas foram obtidas por meio de uma selecéo aleatéria, com o intuito
de permitir uma maior diversidade estrutural, por meio de sites especializados para a
obtencdo destas bibliotecas de compostos, somando o total de trinta e quatro
bibliotecas, das seguintes empresas: APExXBIO, Asinex, CHEMDIV, Life Chemicals,
Selleckchem.

A preparacdo das moléculas, obtidas por meio das bibliotecas de
compostos, foi feita a partir do programa OMEGA da OpenEye Scientific. Nesse
software, foram realizadas todas as possiveis conformacfes para as moléculas
bioativas (Figura 4), preparo que foi essencial para o trabalho, devido ao fato deque
moléculas ndo estdo estaticas na natureza, elas se mantém em movimento e em
ambiente aquoso. Desta forma, o preparo do OMEGA proporcionou essa simulacéo,
com alta velocidade e confiabilidade, permitindo maiores possibilidades de

acoplamento entre o receptor e o ligante, uma vez que cada molécula se mostrou
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com uma média superior a cem possiveis conformacdes, antecedendo 0 processo

de triagem virtual, ou screening dos compostos.

Figura 4 - Molécula Tebufenozida sendo representada em diferentes conformacoes.

O organismo alvo para a busca de novas moléculas inseticidas € a
Spodoptera frugiperda, e o receptor nuclear empregado para a realizagdo dos
experimentos in silico, foi o receptor da Ecdisona (EcR) da ordem Lepidoptera, no
organismo Chloridea virescens (Lepidoptera: Noctuidae), registrado no Protein Data
Bank (PDB) com o antigo género Heliothis. Para a obtencdo desta estrutura, a
macromolécula foi adquirida no banco PDB, validada pelo método experimental de
difracdo de raios X, por Billas e colaboradores (2003). O conjunto biolégico da
estrutura de cristal dos dominios de ligacdo ao ligante do heterodimero ECR/USP
ligado ao agonista sintético BY06830, foram registradoscomo “1R20” no PDB.

O Receptor da Ecdisona foi preparado no momento que antecedeu o
acoplamento das moléculas no receptor, ou seja, o Docking. Essa preparacao foi
feita com o programa MakeReceptor, também da OpenEye Scientific, que € um
utilitario grafico que foi programado para editar o receptor, retirando a cadeiaque nao
se mostrou interessante para docking e deixando a bolsa de liga¢cdo emevidéncia.
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3.2.2. Triagem virtual e acoplamento das moléculas

Apds a preparacdo das moléculas com o OMEGA, o procedimento foi
conduzido pelos pacotes OpenEye Scientific com os softwares ROCS para a
Triagem Virtual de analogos dos compostos referéncia selecionados e FRED para o
acoplamento das moléculas (Figura 5), ambos aplicados em linha de comando no
sistema operacional Linux. A metodologia foi conduzida com o software ROCS de
acordo com Rush et al., 2005; Hawkins et al., 2010 e FRED como o desenvolvido
por McGann 2003 e 2011.

Preparagdo das moléculas
Software OMEGA

Preparacao da proteina
Software Make Receptor

Triagem Virtual
Software ROCS

Docking Molecular
Software FRED

Figura 5 - Representacdo da Triagem Virtual de moléculas, onde as peneiras representam a
selecdo de moléculas (triagem) e no final a molécula selecionada acoplada com a proteina
(docking).
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Para a Triagem Virtual, foram utilizadas trés moléculas como referéncia: a
molécula inseticida agonista da ecdisona Tebufenozida, o agonista sintético
BY06830 e o hormonio 20-hidroxiecdisona (20HE) (Figura 6). Assim, todas as
moléculas e suas determinadas conformacdes foram analisadas em trés vezes,
buscando analogos para as trés moléculas referéncia, sendo realizada uma
comparacao de formas, gerando um resultado baseado no coeficiente de Tanimoto,
onde Tanimoto combo serd igual a soma de Tanimoto Color (semelhanca quimica
entre as moléculas referéncia com as moléculas analisadas) e Tanimoto Shape
(semelhanca estrutural entre as moléculas referéncia e as moléculas analisadas),

dentre outros parametros.
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Figura 6 - Moléculas referéncia utilizadas: Tebufenozida (a), BY06830 (b), 20HE (c).
Representacdo em 2D.

ROCS foi a ferramenta escolhida para a realizacdo da triagem virtual, que
serviu na etapa de identificacdo dos compostos que poderdo se mostrar ativos, uma
vez que as moléculas referéncia sdo aquelas que acoplam no receptor, logo,
presume-se que todas aquelas semelhantes, ou seja, seus analogos, terdo maiores
chances que realizarem o acoplamento também. Esse software realizou
sobreposicdes com base na estrutura 3D das moléculas com todas as conformacodes
possiveis. A consulta foi realizada com a combinacédo dos parametros pré-definidos
de geometria e similaridade quimica (Tanimoto), que aumentaram a probabilidade de
acerto.

Apbés a comparacdo entre formas, o programa ROCS gerou bancos
estruturais que considerou semelhante, ou seja, os chamados hits. Utilizando o
arquivo dos hits gerados, que sao todas as moléculas que se mostraram

semelhantes de acordo com a soma entre geometria e similaridade quimica, foi
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realizado o préximo passo, consistente no procedimento de docking ou acoplamento
molecular.

O software FRED foi utilizado no processo de acoplamento molecular e
assim foi testado o encaixe entre o receptor e as moléculas que passaram pela
triagem. Todas as moléculas que encaixaram no receptor receberam pontua¢cdescom
base no parametro Chemgauss4, realizando uma andlise de todas as possiveis
posicdes da proteina com os ligantes. Além das pontuacdes com baseno parametro
também foi gerado uma andlise de docking por &omo e a comparagcdo entre as
moléculas dentro de cada biblioteca, visando uma melhor selecdo, além dos
residuos (aminoacidos) interagindo. A referéncia para este programa sera o agonista
sintético BY06830, uma vez que é ele que esta ligadopor cristalografia de raio X na
macromolécula que foi adquirida no banco PDB.

Por fim, foi realizado uma nova andlise e com 0os compostos selecionadosde
acordo com as melhores pontuagdes de docking, sendo avaliados de acordocom
‘Lipinski's Rule of Five’ (TICE, 2001). As propriedades fisico-quimicas foram

calculadas por SwissADME.

3.2.3. Modelagem tridimensional

As representacdes gréficas e modelagens tridimensionais foram a Ultima
etapa da fase de experimentacgéo in silico, a qual foi construida utilizando os pacotes
Discovery Studio e PyMol, gerados por meio das coordenadas atdmicas dos
complexos do EcR de Chloridea virescens em complexo com ligantes selecionados
apos o screening e docking molecular. As modelagens em 3Dforam representadas
em diferentes formas para uma melhor visualizacdo da proteina (Figura 7) e

performance de acoplamento.



40

Figura 7 - Diferentes formas de representar a proteina com a molécula acoplada, sendo da
esquerda para direita: (a) em linhas com coloragdo em de acordo com o elemento — carbono emverde,
hidrogénio cinza, nitrogénio azul, oxigénio vermelho, etc.*-, (b) em esferas com coloragdo por
elemento*, (c) em superficie, (d) em fita com coloracédo por espectro e (e) com fita e colorindoa hélice
em vermelho e o ciclo em verde.

3.3. Resultados

3.3.1. Validacdo do preparo antecedendo o screening e diminuicdo
significativa do numero de compostos aserem testados in vitro

Na fase de preparagcdo das moléculas, o numero analisado de
conformacdes obteve um aumento em decorréncia da preparacdo inicial, porém,
sequencialmente, todos os softwares auxiliaram na triagem e selecdo do namerototal,
demostrando uma diminuicdo do nimero de compostos e auxiliando na orientacao
das moléculas a serem selecionadas para futuros testes. Para as trinta e quatro
bibliotecas de compostos analisadas com um milhdo duzentos e setenta e seis mil

guatrocentos e trinta e sete compostos, o programa OMEGA gerou cento e quarenta
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milhdes, setecentos e quarenta e quatro mil, setecentos e sessenta e oito
conformacdes diferentes, obtendo diferentes resultados no programa ROCS e FRED
para as trés moléculas ligantes referéncia: Tebufenozida, agonista sintético BY06830
e 20HE (Tabela 2).
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Tabela 2 - Dados da Triagem Virtual de moléculas semelhantes a Tebufenozida, ao agonista sintético e a 20HE.

Fase Software Informagdes geradas Resultados
utilizado
Moléculas Referéncia
Escolha das bibliotecas - Bibliotecas — n° total de Moléculas 34 bibliotecas
1.276.437
c
(2] )
5 moléculas
@ Preparacao das moléculas Omega Conformacdes 140.744.768
Screening virtual ROCS Hits (analogos) 6.375
© Docking molecular FRED Dockados (acoplados) na proteina (ou 554
2 receptor)
o
Escolha das bibliotecas - Bibliotecas — n° total de Moléculas 34 bibliotecas
- 1.276.437
2 g moléculas
<8(> § Preparacédo das moléculas Omega Conformacgdes 140.744.768
E Screening virtual ROCS Hits (analogos) 4.803
o
2 Docking molecular FRED Dockados (acoplados) na proteina (ou 520
‘O
2 receptor)
=
Escolha das bibliotecas - Bibliotecas — n° total de Moléculas 34 bibliotecas
1.276.437
moléculas
% Preparacdo das moléculas Omega Conformacdes 140.744.768
o
Screening virtual ROCS Hits (analogos) 20
Docking molecular FRED Dockados (acoplados) na proteina (ou 17
receptor)

Os dados foram gerados nos softwares Omega, Rocs e Fred. A média de conformacgdes por molécula ficou em torno de 158,5.
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3.3.2. Coeficientes de docking entre a proteina e o ligante que
demostraram melhores acoplamentos

Foi selecionado os trés melhores ligantes para analogos de Tebufenozida
(apéndice 1,2 e 3), agonista sintético BY06830 (apéndice 4,5 e 6) e 20HE (apéndice
7,8,9) e apb6s comparados entre si onde o composto C23H19N304 (codigo:
AASDocl), se mostrou superior na comparacgao geral, demostrando umcoeficiente de
Chemgauss (FRED) de -16,88. Dos analogos do Tebufenozida os compostos
C22H15F2N303S (codigo:
TDocl;SMILE:clcc(cncl)CN(clnc2c(cc(cc2sl)F)F)C(=0)clcec2e(cl)OCCO2)

,C23H17CLFN302(cbdigo:ATDoc2;SMILE:clccc2c(cl)c(=0)n(c(clccc(c(cl)
C)C)n2)NC(=0)clccc(cclClF) e C17H14F3N30S (cddigo: ATDoc3;
SMILE:c1cc(CC(=0)Nc2c(c3cce(cc3)C(F)(F)F)n[nH]c2C)scl) mostraram 0s
melhores valores de docking. Para os analogos de 20HE, os compostos C22H2805
(codigo:A20HEDoc1;SMILE:C1=C[C@]2(C(=CC1=0O)CC[C@@H]1[C@@H]2C(

=0)C[C@]2([C@H]1C[C@@H]([C@@]2(C(=0)C 0)0)C)C)C),

C21H3004
(codigo:A20HEDoc2,SMILE:C1=C2CC[C@ @H]3[C@H](CC[C@]4([C@H]3CC]|
C@@]4(C(=0)CO)O)C)[C@]2(CCC1=0)CC21H3004) e C22H29FO4 (Cadigo:
A20HEDo0C3;SMILE:C1=C[C@]2(C(=CC1=0)CC[C@H]1l[C@@H]3C[C@H]([C

@H](C(=0)CO)[C@]3(C[C@@H]([C@]21F )O)C)C)C) obtiveram  as
melhores pontuacbes. E para 0s compostos analogos do agonista sintético

BY06830, as moléculas C23H19N304 (codigo:

AASDocl; SMILE:
clcc(c(cclele(/N=C/c2ccec3c(c2)OC0O3)n2¢c(cc(cc2)C)nl)0C)0), C20H15N30S
(codigo:  AASDocl; SMILE: clccc(ccl)nlc(=0)c2ccecc2neclSCeleencecl) e
C23H17N304S (codigo: AASDocl; SMILE:

clcc(cncl)CN(clnc2cc3c(cc2s1)OCO3)C(=0)clcec(ccl)C(=0)C) mostraram
melhores valores de acoplamentos. Estes compostos, que se mostraram as
melhores moléculas acopladas na proteina, estdo representados na Figura 8 com
corte em 3D com a proteina representada em surface e as moléculas em sticks.



44

Figura 8 - Representacéo da proteina em Surface com a molécula acoplada e em corte transversal (a), bem como o corte transversal com zoom no ligante da
bolsa de ligagdo mostrando as moléculas analogas acopladas no receptor sendo (b) analogos da Tebufenozida, (c) analogos do 20HE e (d) analogos do ligante
de 1r20, com as melhores pontuacdes de docking da esquerda para a direita, dentro de cada grupo.
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Na andlise dos residuos, ou seja, dos aminoacidos presentes na ligacao,
realizado pelo programa FRED, podemos perceber que, ao comparar os doadores e
receptores de hidrogénio presentes nas ligagbes das moléculas triadas como
potenciais, com o0s inseticidas “receptores de ecdisteroides” liberados no Brasil,
obteve-se semelhanca nos aminoacidos envolvidos (Figura 9), além de semelhanca

estrutural e do local de ligacédo da proteina com a molécula (Figura 10).

Tirosina (TYR QU Y)

(a) (b)

Tirosina (TYR QU Y)

Figura 9 - (a) A estrutura molecular dos aminoacidos envolvidos ligacdo nas principais moléculas
identificadas e (b) estrutura molecular dos aminoacidos envolvidos na ligagdo nos inseticidas
Tebufenozide, Metoxyfenozide, Cromafenozide, Halofenozide, segundo a simulagcdo virtual de
docking, gerados pelo software FRED.

Figura 10 - No detalhe, a bolsa de ligacdo da proteina com Tebufenozide (a) e uma molécula analoga
(b) e duas moléculas analogas na bolsa de ligagao da proteina (c).
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3.3.3. Propriedades fisico-quimicas (regra dos 5), coeficiente de
Tanimoto (ROCS) e ChemGauss4 (FRED)

As melhores pontuagbes de acoplamento foram triadas, de acordo com a
regra dos 5, que demostrou que os melhores compostos triados estavam dentrodos
valores de das regras (Tabela 3, 4, 5). Um analogo de Tebufenozida cometeu uma
violacdo, mostrando-se superior ao valor do coeficiente de particdo octanol/agua
médio para moléculas inseticidas e todos os inseticidas liberados no Brasil, que
agem no receptor de ecdisona os “agonistas de receptores de ecdisteroides”, estao

dentro dos valores da regra dos 5 (Tabela 6).



Tabela 2 - Analogos Tebufenozide com melhores pontuacdes de docking.
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Parametro

1° molécula
(céd: ATDocl)

2° molécula
(céd: ATDoc?2)

3° molécula
(céd: ATDoc3)

Imagem Modelo:
Tebufenozide

Peso molecular
mLogP
N° doadores H

N° aceitadores (receptores) H

Ligacdes rotativas

Coeficiente Chemgauss

(FRED)

Coeficiente Tanimoto combo

(ROCS)
Férmula

Imagem 2D

C22H15F2N303S

421,85
5,37

1

4

4
-16,37

1,245

C23H17CLFN302

365,37
2,91

2

5

6
-16,28

1,074

C17H14F3N30S

<)
N

As propriedades fisico-quimicas foram calculadas por SwissADME e sinalizadas em vermelho as viola¢g8es dos indices médios para inseticida de TICE

(2001) e em azul, os indices do coeficiente de Tanimoto menor que 1,00.




Tabela 3 - Anadlogos 20HE com melhores pontua¢des de docking
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Parametro

1° molécula
(c6d: A20HEDoc1)

2° molécula
(c6d: A20HEDoC?2)

3° molécula
(c6d: A20HEDoc3)

Imagem modelo:
20HE

Peso molecular

372,45

346,461

376,462

mLogP 1,43 2,22 2,35 o
N° doadores H 2 2 2
N° aceitadores (receptores) H 5 4 5 . _aOH
LigacOes rotativas 2 2 2 )
Coeficiente Chemgauss (FRED) -13,43 -12,58 -12,08 Hom
Coeficiente Tanimoto (combo) 1,006 1,012 1,023 N
Formula C22H2805 C21H3004 C22H29F0O4 or ! { ) j
Imagem 2D 1’ i 1 :

. Ho? I‘ ﬂ

. OH 0

As propriedades fisico-quimicas foram calculadas por SwissADME e sinalizadas em vermelho as violagdes dos indices médios para inseticida de TICE
(2001) e em azul, os indices do coeficiente de Tanimoto menor que 1,00.



Tabela 4 - Andlogos do Agonista Sintético BY06830 com melhores pontuacdes de docking.
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Parametro

1° molécula
(cod: AASDocl)

2° molécula
(co6d: AASDoc?2)

3°molécula
(c6d: AASDoc3)

Imagem modelo:
Agonista Sintético
BY06830

Peso molecular
mLogP
N° doadores H

N° aceitadores

(receptores) H
Ligacdes rotativas

Coeficiente Chemgauss

(FRED)
Coeficiente
combo (ROCS)
Formula

Imagem 2D

Tanimoto

401,41
2,73

1

6

4
-16,88

1,034

C23H19N304

o]
o]

345,42
3,13

0

3

4
-16,79

0,931

C20H15N30S

431,46
1,58

-16,66

1,057

0 —‘» o)
H
; |
/é\ N

C23H17N304S

As propriedades fisico-quimicas foram calculadas por SwissADME e sinalizadas em vermelho as violagdes dos indices médios para inseticida de TICE
(2001) e em azul, os indices do coeficiente de Tanimoto menor que 1,00.




Tabela 5 - Inseticidas que agem

no receptor de ecdisona os “agonistas de receptores de ecdisteroides” de acordo com IRAC 2022.
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Parametro Cromafenozide Halofenozide* Metoxyfenozide Tebufenozide Intervalo Média
Peso molecular 394,51 330,81 368,47 352,47 330,81~394,51 361,56
mLogP 4,05 4,17 4,01 4,57 4,01~4,57 4,2
N° doadores H 1 1 1 1 1 1
N° aceitadores 3 2 3 3 2~3 2,75 apox~3
(receptores) H
Ligacdes rotativas 3 2 3 2 2~3 2,5 aprox~2
Formula C24H30N203 C19H19CIN202 C22H28N203 C22H28N202
Imagem 2D ‘
PeShs
N o _ ‘J
- 7 S — © Lo A o)
A | YU Ty
N HN. X S T
t N\ [ | N
2 - HN A

As propriedades fisico-quimicas foram calculadas por SwissADME. A molécula Halofenozide*, apesar de estar presente na tabela do IRAC, ndo tem

nenhum registro de produto no Ministério da Agricultura.
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3.4. Discusséao

3.4.1. Validacdo do preparo antecedendo o screening e diminuicdo
significativa do niumero de compostos a serem testados in vitro

O software OMEGA da OpenEye, como descrito em Hawkins, et al., 2010,
cumpriu satisfatoriamente seus objetivos. O programa OMEGA realizou a
preparacao das bibliotecas para geracdo de conformadores (GUNERA, et al, 2020)
resultando em um banco de dados conformacional utilizado posteriormente para
célculos de similaridade de forma (CHEN, et al. 2021). OMEGA demostrou
capacidade de validar o espaco conformacional das moléculas as quais buscaram-se
ser semelhantes (HAWKINS, et al, 2010), alémde um bom desempenho ao analisar
os critérios de precisdo e velocidade (HAWKINS, et al., 2020).

Todas as conformacdes analisadas e seus respectivos compostos
resultaram em uma diminui¢&o significativa para o prosseguimento do discoveryde
compostos, 0 que é um resultado bastante positivo, uma vez que gerou dados que
sugerem que 0s compostos destacados, apoés a finalizacdo do docking, representam
candidatos promissores para a descoberta de moléculas, assim como discutido em
BRUS, et. al 2014, estudo em que foi avaliada a estrutura deum novo inibidor seletivo
na descoberta de alvos promissores na industria farmacéutica.

Na busca de compostos derivados ou analogos de compostos ja bem
dotados de bons resultados, seja na industria farmacéutica ou agricola, a triagem
virtual se mostra uma 6tima ferramenta para diminuir custos e tempo em relagdo a
outros métodos. Assim, o método demostrou as interacdes de nivel atdbmico e
ofereceu oportunidades para o desenvolvimento dos compostos encontrados, como
o encontrado em DIGHE e colaboradores (2016). E, assim como a validacéo
realizada na presente pesquisa, o design dos novos derivados se mostrou uma
importante etapa em Bortolami, et. al. 2021. A técnica fornece diversos estudos para

o discovery de novos compostos (MILES e ROSS, 2021).
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3.4.2. Coeficientes de docking entre a proteina e o ligante que
demostraram melhores acoplamentos

Os compostos que mostraram os melhores resultados, demostraramtambém
caracteristicas parecidas com os compostos referéncia que foramutilizados na busca
de analogos. Esse resultado demostra a relevancia de ter utilizado um programa de
similaridade estrutural e quimica antecedendo o docking dos compostos e néao
somente um método de docagem.

Em comparacdo de Shape-matching, métodos que, assim como o ROCS,
utilizam a similaridade como ferramenta de triagem, podem se mostrar superiores
em relacdo a eficacia, que métodos que utilizam o acoplamento do ligante e proteina
como triagem. Por essa razédo, foram levados em comparagdoambos coeficientes na
presente pesquisa, uma vez que alguns resultados mostraram que uma abordagem
centrada em ligantes baseada em forma é mais consistente e superior que uma
centrada em proteinas adotada pelo encaixe (HAWKINS et. al, 2007). Porém, em
MCGAUGHEY e colaboradores (2007), foi mostrado resultados bastante positivos no
programa FRED, caracterizando-se como um dos melhores programas de encaixe
analisados.

Em relagdo aos residuos, utilizou-se o mesmo software de docking para
identifica-los, onde mostrou-se os principais aminoacidos envolvidos nas ligagdes.
As ligacfes de pontes de hidrogénio sao importantes meios de ficar a molécula na
proteina, assim como outras ligagdes. O dado de “Residue” gerado no programa,
mostra que os aminoacidos que podem estar envolvidos nessas ligacdes, segundo a
simulacado virtual, e a localizacdo espacial deste. Com isso, obteve-se que, os 3
compostos andlogos de Tebufenozida analisados mostraram 0s aminoacidos
Treonina e Tirosina; os 3 compostos analogos de 20HE mostraram os aminoacidos
Treonina e Tirosina e 0os 3 compostos analogos do agonista sintético BY06830
mostraram Treonina como residuo.

Ao analisar as moléculas inseticidas cromafenozida, halofenozida,
metoxyfenozida e tebufenozida com o mesmo programa e utilizando os mesmos
parametros de programac&o, os aminoacidos foram Treonina e Tirozina em sua
grande maioria e apenas a molécula inseticida Metoxifenozida ndo apresentou
Treonina, e sim aspargina e tirosina como residuos, segundo a analise do software
FRED. A natureza dos residuos ao redor da cavidade pode conferir especificidade

ou preferéncia para diferentes ligantes, podendo esses aminoacidos definir a
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cavidade de ligacdo (SIERRA, et. al. 2021), justificando a importancia da
compatibilidade de residuos das moléculas selecionadas com as moléculas

inseticidas ja registradas no pais.

3.4.3. Propriedades fisico-quimicas (regra dos 5), coeficiente de
Tanimoto (ROCS) e ChemGauss4 (FRED)

De todas as moléculas analisadas, a molécula descrita com o cdédigo
AASDocl apresentou o melhor acoplamento se comparado com todas as moléculas
aqui avaliadas e as melhores pontuac¢6es ranqueadas por Chemgauus dos analogos
do horménio 20HE, apresentaram pontuagdo maior que -15,81 (referéncia agonista
sintético) definido pelo software FRED, o que demostra um acoplamento inferior ao
definido como parametro para a presente pesquisa. Apenas uma violacao foi
encontrada na molécula ATDoc2, no parametro mlogP e duas moléculas
demostraram similaridade relativamente baixa com a molécula modelo, a molécula
AASDoc2 em relacdo ao agonista sintético e a molécula ATDocl em relagdo a
tebufenozida.

As propriedades fisico-quimica analisadas foram selecionadas através de
parametros que demostraram correlagcdo com biodisponibilidade oral de drogas por
Lipinski. 2000 e ap0s revisadas especificamente para inseticidas comerciaisem Tice
2001. Os intervalos de parametros simples utilizados foram: peso molecular, log P,
doadores e receptores de ligacSes de hidrogénio e ligacfes rotativas com a média
utilizada por Tice. Verificou-se também através do programa SwissADME os valores
destes parametros para os inseticidas registrados como “agonistas de receptores de
ecdisteroides” de acordo com IRAC 2022 e foi realizada a média simples destes
parametros e o intervalo dos valores.

Coeficiente de ChemGauss (FRED) foi analisado de acordo com a molécula
de referéncia agonista sintético BY06830, uma vez que ele foi considerado a
testemunha para este parametro, pois a molécula se encontra noPDB encaixada na
proteina 1R20, utilizada para a realizacdo dos experimentosin silico, via cristalografia
de raio X. A cristalografia de raio X nos demostra exatamente onde a molécula esta
encaixada na proteina e € uma referéncia de que o docking desta molécula com

aconteceu fora das experimentagdes in silico,
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por isso, a referéncia deste coeficiente foi feita a partir de dados de
cristalografia de raio X. Esse coeficiente foi de 15,81. E, para o coeficiente de
Tanimoto (ROCS) foi utilizado o combo, onde € somado a molécula sobre valores
estruturais (1 ponto) e quimicos (1 ponto).

Os anédlogos de Tebufenozida obtiveram valores dentro do intervalo de
inseticidas determinado por Tice (2001), exceto o composto homeado de ATDoc2
(C20H15N305), que demostrou um logP superior ao intervalo, constatando assim
uma violagédo da regra. Dentre os analogos de Tebufenozida,o melhor acoplamento
(menor coeficiente de ChemGauss, ranqueado pelo software FRED) nao foi do
composto com maior semelhanca estrutural com a molécula referéncia, o que nos
mostra que utilizar o coeficiente de Tanimoto € uma importante orientacdo, mas
somente a analise dele nem sempre nos demostrard os melhores encaixes entre a
molécula e a proteina.

Ao analisar os parametros obtidos para os analogos de Tebufenozida em
relacdo aos valores dos inseticidas agonistas de receptores de ecdisteroides, temos
alguns valores préoximos as meédias destes. Obteve destaque a molécula 3 ATDoc3
(C17H14F3N30S) que apresentou peso molecular bastante préximo ao dos
inseticidas agonistas de receptores de ecdisteroides. Esse é um importante dado,
uma vez que, no decorrer dos anos, observa-se que o aumentodo peso molecular
pode ser correlacionado com menor solubilidade e menor penetracdo pelas
membranas (RAO et. al. 2015; LIPINSKI et. al, 2012).

Os analogos do horménio 20HE demostraram os valores de docking menos
interessantes, todos superiores a -15, porém, ndo demostraram nenhumaviolacdo da
regra de inseticidas de Tice (2001) e, ainda, apresentaram bons valores de peso
molecular, bastante proximos a média de inseticidas agonistas de receptores de
ecdisteroides e dentro do intervalo analisado nesta pesquisa destas moléculas. Os
resultados mostraram ainda uma similaridade estrutural ao hormoénio 20HE, com
todos os valores do coeficiente de combo Tanimoto superior a 1, resultado de
extrema relevancia ao considerar que a bolsa de ligacdo teve um raio definido por
meio de estimativa e que, segundo Hawkins et. al, 2007, parametros estruturais,
como o utilizado, podem apresentar superioridade em relacdo a parametro

centrados no encaixe da proteina e ligante.
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Os anélogos do agonista sintético BY06830, ndo demostraram violacdes a
regra, obtiveram resultados bastante inferiores a -15, o que resulta em bons
acoplamentos de acordo com o programa FRED. Porém, a molécula AASDoc2
mostrou-se um pouco inferior a 1, no coeficiente de combo Tanimoto, por outro lado,
apesar de todas as moléculas analisadas estarem no intervalo dos inseticidas
registrados para Tice (2001), a molécula 2 foi a que se posicionou de forma mais
proxima para o intervalo inseticidas agonistas de receptores de ecdisteroides.

E essencial salientar ainda que todos os parametros auxiliam em uma
orientacdo de uma possivel molécula que se tornara um bom inseticida, levandoem
consideracdo parametros similares a maior parte dos inseticidas registrados,
semelhancas quimicas e estruturais, compatibilidade de encaixe da proteina e
ligante e provavel penetracdo de membrana, porém, existem compostos que irdo ir
contra os parametros citados, mas que in vivo, funcionam de forma exemplar. Um
modelo, bastante referéncia no mercado agricola e de importancia econdmica é a
molécula herbicida glifosato, que se mostra fora dos limites estabelecidos por Tice
(2001), esse fato pode ocorrer devido a maneira que o herbicida penetra na folha,
entre outros provaveis motivos.

Um parametro bastante estudado é o coeficiente de particdo octanol agua,
uma vez que ele auxilia na previsao da toxicidade dos produtos, via bioacumulacéo
ou capacidade de atravessar na barreira hematoencefélica (LIPINSKI et al, 2000;
TICE 2001). E em estudos como Webb e colaboradores (2022) este parametro é
utilizado para auxiliar na determinacao da sorc¢ao.

A partir das regras de Lipinski para medicamentos, outros diversos estudos
analisaram e discutiram os parametros fisico-quimicos (HAO et al. 2011GANDY et
al. 2015; HUANG, et al. 2021; SUKHOVERKOV, et al. 2021),

apesar de haverem falhas nas aplicacdes, as regras sdo uma ferramenta
bastante util ao usar abordagem de alto rendimento (SUKHOVERKOQV, et al. 2021).
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3.5. Conclusao

O screening de um milh&do, duzentos e setenta e seis mil, quatrocentos e
setenta e seis (1.276.476) e cento e quarenta milhdes, setecentos e quarenta e
guatro mil, setecentos e sessenta e oito (140.744.768) conformers, resultou emseis
mil, trezentos e setenta e cinco (6.375) andlogos (hits) de Tebufenozida e deste
namero, quinhentos e cinquenta e quatro (554) docados na proteina e trés (3)
analisados suas propriedades e comparados a inseticidas. Para os analogos do
agonista sintético, foram quatro mil, oitocentos e trés analogos (4.803) hits e
quinhentos e vinte docados e trés (3) analisados. E, por fim, a triagem dos
compostos comparados ao 20HE resultaram em vinte (20) hits e dezessete (17)
docados, com trés (3) compostos analisados. Os resultados mostram que o
composto C23H19N304 (codigo: AASDocl), demostrou maior destaque somando
potencial de similaridade quimica e estrutural com um inseticida do grupo estudado,
porém, sugere-se que futuras avaliagfes bioldgicas ndo devemdescartar os demais
compostos que apresentaram bons resultados quimicos e estruturais

Com base nos fatores analisados, demostrou-se que a molécula com o
melhor acomplamento entre todas as analisadas foi a AASDocl. Porém outras
também demostraram bons resultados para uma provavel penetragdo de membrana.
A similaridade residual entre as moléculas analisadas e o0s inseticidas
comercializados do grupo “receptores de ecdisteroides”, foi um resultado bastante
favoravel também.

Os dados que geraram semelhancas quimicas e estruturais com as
moléculas de referéncia, o encaixe entre a proteina e ligante e provavel penetracdo
de membrana, geraram importantes orientagdes para realizar a testagem in vitro e in
vivo e direcbes que demostram 0s provaveis compostos que se demostrardo
bioativos. Porém as violagbes analisadas nos compostos, ndo podem ser
excludentes, uma vez que moléculas de agrotoxicos com grande importancia
econdmica, como o herbicida glifosato, mostraram intervalos fora daregra.

Este exemplo, auxilia na justificava da necessidade de ndo descartar as
moléculas que estavam fora dos parametros avaliados como a molécula ATDoc2,
pois 0s parametros orientam, mas ndo descartam os passos deavaliacdo in vitro e in

Vivo.



4. Consideracdes Finais

Os maiores desafios do projeto giram em torno do entendimento de areas
gue, no geral, se distanciam de alunos da &rea agricola: bioinforméatica, linguagem
de programacado e conceitos moleculares e fisico-quimicos aplicados. Deste modo,
para realizacdo de um projeto deste tipo, 0 primeiro passo, ndo constado na
dissertacdo é o0 estudo do assunto e as primeiras experiéncias com linha de
comando e linguagens de programagcao.

Através da presente pesquisa, confirmou-se que as técnicas de
bioinformatica podem auxiliar na descoberta de novas moléculas inseticidas. Dentro
da bioinformatica, para esse processo, os programas ROCS e FRED revelaram-se
ferramentas Uteis e eficazes. Do mesmo modo, constatou-se que a utilizagdo de um
s6 parametro pode nao ser tdo satisfatério, quanto a associacao deles.

Existe uma crescente necessidade de prever de forma precisa e racional as
provaveis novas moléculas na industria agroguimica e a utilizacao de ferramentas de
bioinformatica sdo um instrumento em potencial para atingir esse objetivo com um
menor preco e de forma mais precisa. Ainda que algumas moléculas estejam fora
dos parametros quimicos e estruturais ja pré-definidos as regras sdo uma ferramenta
eficaz ao usar abordagem de alto rendimento, ou seja, realizar a analise de mais de
um milhdo de moléculas em um curto periodo de tempo. Desta forma, as técnicas se
mostraram bastante satisfatérias para o seu objetivo, porém para ocorrer uma

validagdo ainda mais forte, é preciso a realizacdo de mais testes além do in silico.



58

Referéncias

AUWUL, M. R. et al. Bioinformatics and machine learning approach identifies
potential drug targets and pathways in COVID-19. Briefings in Bioinformatics,v.
22,n. 5, p. bbab120, 2 set. 2021.

BAJUSZ, D.; RACZ, A.; HEBERGER, K. Why is Tanimoto index an appropriate
choice for fingerprint-based similarity calculations? Journal of Cheminformatics, v.
7,n.1, p. 20, 20 maio 2015.

BASKARAN, S. G.; SHARP, T. P.; SHARP, K. A. Computational Graphics Software
for Interactive Docking and Visualization of Ligand—Protein Complementarity.
Journal of Chemical Information and Modeling, v. 61, n. 3,p. 1427-1443, 22 matr.
2021.

BERENGER, F. et al. Lean-Docking: Exploiting Ligands’ Predicted Docking Scores to
Accelerate Molecular Docking. Journal of Chemical Information andModeling, v.
61, n. 5, p. 2341-2352, 24 maio 2021.

BILLAS, I. M. L. et al. Structural adaptability in the ligand-binding pocket of the
ecdysone hormone receptor. Nature, v. 426, n. 6962, p. 91-96, nov. 2003.

BILLAS, I. M. L. et al. The Structure and Function of Ecdysone Receptors. In:
SMAGGHE, G. (Ed.). . Ecdysone: Structures and Functions. Dordrecht Springer
Netherlands, 2009. p. 335-360.

BIOVIA Discovery Studio» EDC. EDC, [s.d.]. Disponivel em:
<https://edctecnologia.com.br/solucoes/biovia-discovery-studio/>. Acesso em: 24 abr.
2022

BORTOLAMI, M. et al. New Pyrimidine and Pyridine Derivatives as Multitarget
Cholinesterase Inhibitors: Design, Synthesis, and In Vitro and In Cellulo Evaluation.
ACS Chemical Neuroscience, v. 12, n. 21, p. 4090-4112, 3 nov.

2021.

BRINKMANN, S. et al. Identification, Characterization, and Synthesis of Natural
Parasitic Cysteine Protease Inhibitors: Pentacitidins Are More Potent Falcitidin
Analogues. ACS Chemical Biology, v. 17, n. 3, p. 576-589, 18 mar. 2022.

BRUS, B. et al. Discovery, Biological Evaluation, and Crystal Structure of a Novel
Nanomolar Selective Butyrylcholinesterase Inhibitor. Journal of Medicinal
Chemistry, v. 57, n. 19, p. 8167-8179, 9 out. 2014.

CHEN, W. et al. Structure-based virtual screening of highly potent inhibitors of the
nematode chitinase CeChtl. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry, v. 36, n. 1, p. 1198-1204, 1 jan. 2021.

CHARLES, Jean-Philippe. The regulation of expression of insect cuticle protein
genes. Insect biochemistry and molecular biology, v. 40, n. 3, p. 205-213, 2010.

COURNIA, Z. et al. Rigorous Free Energy Simulations in Virtual Screening.
Journal of Chemical Information and Modeling, v. 60, n. 9, p. 4153-4169, 28
set. 2020.



59

DENG, D. et al. XGraphBoost: Extracting Graph Neural Network-Based Featuresfor a
Better Prediction of Molecular Properties. Journal of Chemical Informationand
Modeling, v. 61, n. 6, p. 2697-2705, 28 jun. 2021.

DHANABALAN, A. K. et al. Identification of a Chlorogenic Ester as a Monoamine
Oxidase (MAO-B) Inhibitor by Integrating “Traditional and Machine Learning” Virtual
Screening and In Vitro as well as In Vivo Validation: A Lead against
Neurodegenerative Disorders? ACS Chemical Neuroscience, v. 12, n. 19, p. 3690—
3707, 6 out. 2021.

DIGHE, S. N. et al. Discovery and Structure—Activity Relationships of a Highly
Selective Butyrylcholinesterase Inhibitor by Structure-Based Virtual Screening.
Journal of Medicinal Chemistry, v. 59, n. 16, p. 7683—-7689, 25 ago. 2016.

GAUTHIER, J. et al. A brief history of bioinformatics. Briefings in Bioinformatics, v.
20, n. 6, p. 19811996, 27 nov. 2019.

GLAAB, E.; MANOHARAN, G. B.; ABANKWA, D. Pharmacophore Model for SARS-
CoV-2 3CLpro Small-Molecule Inhibitors and in Vitro Experimental Validation of
Computationally Screened Inhibitors. Journal of Chemical Information and
Modeling, v. 61, n. 8, p. 4082-4096, 23 ago. 2021.

GOSSEN, J. et al. A Blueprint for High Affinity SARS-CoV-2 Mpro Inhibitors from
Activity-Based Compound Library Screening Guided by Analysis of ProteinDynamics.
ACS Pharmacology & Translational Science, v. 4, n. 3, p. 1079- 1095, 11 jun.
2021.

GUNERA, J. et al. Structure-Based Discovery of Novel Ligands for the Orexin 2
Receptor. Journal of Medicinal Chemistry, v. 63, n. 19, p. 11045-11053, 8 out.
2020.

GUEST, E. E. et al. Molecular Simulation of av6 Integrin Inhibitors. Journal of
Chemical Information and Modeling, v. 60, n. 11, p. 5487-5498, 23 nov. 2020.

GUEST, E. E. et al. Alchemical Free Energy Methods Applied to Complexes of the
First Bromodomain of BRD4. Journal of Chemical Information and Modeling, v.
62, n. 6, p. 1458-1470, 28 mar. 2022.

GUNERA, J. et al. Structure-Based Discovery of Novel Ligands for the Orexin 2
Receptor. Journal of Medicinal Chemistry, v. 63, n. 19, p. 11045-11053, 8 out.
2020.

HAWKINS, P. C. D. et al. Conformer Generation with OMEGA: Algorithm and
Validation Using High Quality Structures from the Protein Databank and Cambridge
Structural Database. Journal of Chemical Information and Modeling, v. 50, n. 4, p.
572-584, 26 abr. 2010.

HAWKINS, P. C. D.; SKILLMAN, A. G.; NICHOLLS, A. Comparison of Shape-
Matching and Docking as Virtual Screening Tools. Journal of Medicinal
Chemistry, v. 50, n. 1, p. 74-82, 1 jan. 2007.

HAWKINS, P. C. D.; WLODEK, S. Decisions with Confidence: Application to the
Conformation Sampling of Molecules in the Solid State. Journal of Chemical
Information and Modeling, v. 60, n. 7, p. 3518-3533, 27 jul. 2020.



60

HEFFERNAN, M. L. R. et al. Ulotaront: A TAAR1 Agonist for the Treatment of
Schizophrenia. ACS Medicinal Chemistry Letters, v. 13, n. 1, p. 92-98, 13 jan.
2022.

HODCROFT, E. B. et al. Want to track pandemic variants faster? Fix the
bioinformatics bottleneck. Nature, v. 591, n. 7848, p. 30—33, mar. 2021.

HU, T. et al. Bioinformatics resources for SARS-CoV-2 discovery and
surveillance. Briefings in Bioinformatics, v. 22, n. 2, p. 631-641, 22 mar. 2021.

INETIS. Home page. Disponivel em: <https://www.sib.swiss/>. Acesso em: 24abr.
2022.

ISMAIL, M. I. et al. Design, Synthesis, and Biological Evaluation of Novel 7 H -
[1,2,4]Triazolo[3,4- b ][1,3,4]thiadiazine Inhibitors as Antitumor Agents. ACS Omega,
v. 5,n. 32, p. 20170-20186, 18 ago. 2020.

LIPINSKI, C. A. et al. Experimental and computational approaches to estimate
solubility and permeability in drug discovery and development settings. Advanced
Drug Delivery Reviews, MOST CITED PAPERS IN THE HISTORY OF ADVANCED
DRUG DELIVERY REVIEWS: A TRIBUTE TO THE 25TH ANNIVERSARY OF THE
JOURNAL. v. 64, p. 4-17, 1 dez. 2012.

LYU, S. et al. Identification of Phelligridin-Based Compounds as Novel Human CD73
Inhibitors. Journal of Chemical Information and Modeling, v. 61, n. 3, p. 1275—-
1286, 22 mar. 2021.

MCGANN, M. FRED and HYBRID docking performance on standardized datasets.
Journal of Computer-Aided Molecular Design, v. 26, n. 8, p. 897- 906, 1 ago.
2012.

MCGANN, M. R. et al. Gaussian docking functions. Biopolymers, v. 68, n. 1, p.76—
90, 2003.

MCGAUGHEY, G. B. et al. Comparison of Topological, Shape, and Docking Methods
in Virtual Screening. Journal of Chemical Information and Modeling,v. 47, n. 4, p.
1504-1519, 1 jul. 2007.

MENG, X.-Y. et al. Molecular Docking: A powerful approach for structure-based drug
discovery. Current computer-aided drug design, v. 7, n. 2, p. 146-157, 1
jun. 2011.

MILES, J. A.; ROSS, B. P. Recent Advances in Virtual Screening for Cholinesterase
Inhibitors. ACS Chemical Neuroscience, v. 12, n. 1, p. 30-41,6 jan. 2021.

MORRONE, J. A. et al. Combining Docking Pose Rank and Structure with Deep
Learning Improves Protein—Ligand Binding Mode Prediction over a Baseline Docking
Approach. Journal of Chemical Information and Modeling, v. 60, n. 9, p. 4170—-
4179, 28 set. 2020.

MESCE, Karen A.; FAHRBACH, Susan E. Integration of endocrine signals that
regulate insect ecdysis. Frontiers in neuroendocrinology, v. 23, n. 2, p. 179- 199,
2002.

OAKLEY, M. B.; KIMBALL, G. E. Punched Card Calculation of Resonance Energies.
The Journal of Chemical Physics, v. 17, n. 8, p. 706-717, 1 ago. 1949.


http://www.sib.swiss/

61

O’MAHONY, G. et al. Discovery by Virtual Screening of an Inhibitor of CDK5-
Mediated PPARy Phosphorylation. ACS Medicinal Chemistry Letters, v. 13, n.4, p.
681-686, 14 abr. 2022.

OPENEYE SCIENTIFIC. Cheminformatics Software | Molecular Modeling
Software | OpenEye Scientific. Disponivel em: <https://www.eyesopen.com>.
Acesso em: 23 jan. 2022.

PEROLA; WALTERS, ; CHARIFSON. An Analysis of Critical Factors Affecting
Docking and Scoring. In Virtual Screening in Drug Discovery; Alvarez, J., Shoichet,
B., Eds.; CRC Press, 2005.

PyMOL | pymol.org. Disponivel em: <https://pymol.org/2/>. Acesso em: 24 abr.
2022.

RAO, H. et al. Physicochemical Profiles of the Marketed Agrochemicals and Clues for
Agrochemical Lead Discovery and Screening Library Development. Molecular
Informatics, v. 34, n. 5, p. 331-338, maio 2015.

RUSH, T. S. et al. A Shape-Based 3-D Scaffold Hopping Method and ItsApplication
to a Bacterial Protein—Protein Interaction. Journal of Medicinal Chemistry, v. 48, n.
5, p. 1489-1495, 1 mar. 2005.

SERAFINI, M. et al. Discovery of Highly Potent Benzimidazole Derivatives as
Indoleamine 2,3-Dioxygenase-1 (IDO1) Inhibitors: From Structure-Based Virtual
Screening to in Vivo Pharmacodynamic Activity. Journal of Medicinal Chemistry, v.
63, n. 6, p. 3047-3065, 26 mar. 2020.

SIERRA, I. et al. Transcriptomic analysis and molecular docking reveal genes
involved in the response of Aedes aegypti larvae to an essential oil extracted from
Eucalyptus. PLOS Neglected Tropical Diseases, v. 15, n. 7, p. e0009587, 16 jul.
2021.

SOFTWARE, O. S. Cheminformatics Software | Molecular Modeling Software |
OpenEye Scientific. Disponivel em: <https://www.eyesopen.com>. Acesso em: 24
abr. 2022.

THUMMEL, Carl S. Molecular mechanisms of developmental timing in C. elegansand
Drosophila. Developmental cell, v. 1, n. 4, p. 453-465, 2001.

TICE, C. M. Selecting the right compounds for screening: does Lipinski’s Rule of5 for
pharmaceuticals apply to agrochemicals? Pest Management Science, v. 57, n. 1, p.
3-16, jan. 2001.

TRUMAN, J. W. Hormonal control of insect ecdysis: endocrine cascades for
coordinating behavior with physiology. Vitamins & Hormones, v. 73, p. 1-30, 2005.


http://www.eyesopen.com/
http://www.eyesopen.com/
http://www.eyesopen.com/
http://www.eyesopen.com/

62

WANG, J.; MORIN, P.; WANG, W.; KOLLMAN, P. A. Use of MM-PBSA in
Reproducing the Binding Free Energies to HIV-1 RT of TIBO Derivatives. J. Am.
Chem. Soc. 2001, 123, 5221-5230.

WHITFORD, F. et al. The Pesticide Marketplace. Purdue University, 2009.
Disponivel em: <https://edustore.purdue.edu/>. Acesso em: 22 maio. 2022.

WILLIS, JUDITH H. Metamorphosis of the cuticle, its proteins, and their genes. In:
Metamorphosis. Academic Press, 1996. p. 253-282.

YAN, X. C. et al. Augmenting Hit Identification by Virtual Screening Techniques in
Small Molecule Drug Discovery. Journal of Chemical Information andModeling, v.
60, n. 9, p. 4144-4152, 28 set. 2020.

YANG, Y. et al. Efficient Exploration of Chemical Space with Docking and Deep
Learning. Journal of Chemical Theory and Computation,v. 17,n. 11, p. 7106—
7119, 9 nov. 2021.

ZHANG, W.; HUANG, J. EVIS: An Enhanced Virtual Screening Approach Basedon
Pocket—Ligand Similarity. Journal of Chemical Information and Modeling,v. 62, n.
3, p. 498-510, 14 fev. 2022.

ZITNAN, D. et al. Complex steroid—peptide—receptor cascade controls insect ecdysis.
General and comparative endocrinology, v. 153, n. 1-3, p. 88-96, 2007.



Apéndices

Apéndice A._Analogo Tebufenozida com o melhor docking

Total Score -16.55

Shape -19.19 Hydrogen Bond -3.40

F F

s 2
D (D

I\ .
—aa _—

218 a1z 21m oom 120

Protein Desolvation  2.64 Ligand Desolvation 3.40

-\ Protein Contact

"‘l‘ Protein Cavity Q Q
= = g
EHED
y

amo 1o 2um

63

Apéndice B._Analogo Tebufenozida com o sequndo melhor docking
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Apéndice F._Analogo _do agonista_sintético_com o0 terceiro_melhor
docking
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Apéndice G._Analogo do 20HE com o melhor docking
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Apéndice H._Analogo do 20HE com o sequndo melhor docking
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Anexos

Anexo A — Resultados do software OMEGA

Origem Biblioteca

Nome Biblioteca

Numero de moléculas

Média de conformagdes
por molécula

Asinex

Asinex

Lifechemicals

Lifechemicals
Lifechemicals
Lifechemicals
Lifechemicals

Lifechemicals

lifechemicals

lifechemicals

Apexbt

Apexbt
Selleckchem
Chemdiv
Chemdiv
Chemdiv
Chemdiv
Chemdiv
Chemdiv
Chemdiv
lifechemicals
lifechemicals
lifechemicals
lifechemicals
lifechemicals
lifechemicals
lifechemicals
lifechemicals
lifechemicals
lifechemicals
lifechemicals
lifechemicals

lifechemicals

Asinex BioDesign
Library

Asinex Gold &
Platinum Collections

Screening receptor
based_approach

Nuclear Receptors
Similarity
Nuclear Receptors
Docking

Insecticides Library

Bioactive compound

Natural product
(similarity)

Natural product
(chemoinformatics)

STING Target

L1022 Discovery
probebioactive

Discovery
Probebioactive ?

Bioactive compound
library

3D Diversity
Agro
CDI BMS DivSet_300
Div_150
Div_set_50
Div_set_100
RNA-V
Focused by Machine
1
Focused Similarity 2
Focused Rule of four
Focused Similarity 4
Antifungal
Screening targeted
Epigenetic targeted
Fungicides

Herbicides

Hormone related
focused

Microbiocides
RNA Focused

Veterinary Focused

150.440

263.557

87.883

6.107
4.969
1.831
8.000

913

2.029

1.602

3.216

2.909
7.534
21.703
46.346
300.521
150.000
50.000
100.000
2111
6865
3014
3368
14396
3912
9864
7019
1237
7744
749
1912
4450

236

154.573

157,756

122,937

118,487
139,187
127,672
121,106

92,131

113,54

157,95

108,676

107,983
102,448
159,608
117,834
154,758
154,054
132,861
139,59
101,705
190,77
133,946
177,882
133,6741
103,899
111,383
147,639
132,474
140, 466
99,24
113,974
108,546

98,495

Conformers

23.223.068

3.799.238

1.079.758

723.484

691.623

233.768

968.853

84.116

230.377

253.038

349.503

314.123

771.850

3.465.541

5.461.171

46.508.039

23.009.581

6.622.901

13.911.820

214.701

1.309.639

403.714

598.932

1.924.240

406454

1.098.683

1036380

163.871

1.087.769

74.338

217.920

483.030

23.245
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Anexo B — Resultados do software ROCS

Agonista sintético

Nome Biblioteca Tebufenozida HITS HITS 20HE HITS
Asinex BioDesign Library 500 500 0
Asinex Gold & Platinum
Collections 180 446 0
Screening receptor
based_approach 399 190 0
Nuclear Receptors Similarity o8 121 0
Nuclear Receptors Docking 0 0 0
Insecticides Library 58 23 o
Bioactive compound 197 150 0
Natural product (similarity) 5 2 0
Natural product
(chemoinformatics) 12 12
STING Target 19 28
L1022 Discovery
probebioactive 19 17 2
Discovery Probebioactive ? 17 16 2
Bioactive compound library 85 39 12
3D Diversity 500 0 0
Agro 500 500 0
CDI BMS DivSet_300 500 500 0
Div_150 500 223 0
Div_set_50 500 500 0
Div_set 100 500 500 0
RNA-V 19 7 0
Focused by Machine 1 9 14 0
Focused Similarity 2 20 19 0
Focused Rule of four 3 10 33 0
Focused Similarity 4
299 246 0
Antifungal 126 80 0
Screening targeted
500 297 0
Epigenetic targeted 119 134 0
Fungicides 20 11 0
Herbicides 151 141 0
Hormone related focused 1 0 1
Microbiocides 9 6 0
RNA Focused 500 48 0
Veterinary Focused 3 0 0




