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RESUMO

A Babesia Caballi e Theileria Equi sao doencgas conhecidas de parasitas do filo
apicomplexa e que compartilham estratégias de invasao de células de globulos vermelhos. A
alicina pura ¢ uma molécula derivada do alho fresco esmagado e possui propriedades
antifingicas, antiparasitarias e antioxidantes. Desta maneira, realizamos experimentos de
docking e dindmica molecular com objetivo de verificar as propriedades farmacologicas da
alicina para ser usada no tratamento e prevencdo da 7. equi e B. caballi, ¢ observar sua
permanéncia em complexo sob condi¢des de temperatura, movimento, tempo, pressdo € em
ambiente solvatado, para tal, foram utilizadas a alicina e as proteinas PDB Id 3SRI Plasmodium
falciparum PfRON2 com 29 aa, PDB Id 4APM AMAI1/Babesia Divergens, ¢ a proteina
construida por homologia model 0/Babesia Caballi, dos residuos de aminoacidos que
interagiram com o ativo alicina, varios sdo pertencentes a sequéncia conservada e comum entre
os integrantes do filo apicomplexa, e amplamente descritos em trabalhos anteriores, assim
forneceram importantes informagdes sobre a dindmica do complexo ligante-proteina. Nos
experimentos de acoplamento molecular predominaram as interacdes com residuos de
aminoacidos apolares, com resultados de alteragdes na estrutura da proteina de acordo com a
disposi¢ao espacial dos grupos funcionais e pela sua taxa de insercdo na cavidade proteica,
realcando a importancia das interagdes ndo covalentes para o estudo de candidatos & farmacos.
A hidrofobicidade observada nas interagdes proteina-ligante apresentaram a tendencia de
estabilizacdo da estrutura proteica na dire¢do de um gradiente de energia menor em relagao ao
ambiente de solvatacdo externo ao bolso hidrofobico, onde ¢ o local de acoplamento do ligante.
Entre os resultados dos experimentos a diferenca de RMSD da melhor configuracio de ajuste
do ligante alicina caracterizou sua afinidade pela sequéncia de aminoacidos da babesia. As
energias de van der Waals, que representam as interagdes de curto alcance para moléculas em
meios solvatados, e as energias eletrostaticas de longo alcance ou de coulomb, juntamente com
a energia de afinidade esclareceram as interagdes, a topologia e o carater energético do ligante.
Com os resultados dos experimentos foi possivel estabelecer a relagao das propriedades anti
protozodarios da alicina dos resultados dos experimentos in silico e in vitro, a andlise dos

resultados de acoplamento e dinamica molecular das interagdes ligante-proteinas permitem



apontar a alicina como um novo potencial ativo para a prevengao e tratamento da 7. equi ¢ B.
caballi.
O qual oferece condig¢des para a fabricacdo de um produto novo em biotecnologia, com o

respectivo registro de patente, e para ser integrado a dieta alimentar de equinos.

Palavras-chave: Piroplasmose, Babesia, Alicina, Babesia Caballi, Theileria Equi,

Acoplamento, Dinamica Molecular, Interagdes, Farmacos, Equinos.
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ABSTRACT

Babesia Caballi and Theileria Equi are known diseases of parasites of the phylum
apicomplexa that share strategies for invasion of red blood cell cells. Pure allicin is a molecule
derived from crushed fresh garlic and has antifungal, antiparasitic, and antioxidant properties.
In this way, we carried out docking and molecular dynamics experiments in order to verify the
pharmacological properties of allicin to be used in the treatment and prevention of 7.equi and
B. caballi, and to verify its permanence in complex under conditions of temperature, movement,
time, pressure and solvated environment, for this, allicin and the proteins PDB Id 3SRI
Plasmodium falciparum PfRON2 with 29 aa, PDB Id 4APM AMAI1/Babesia Divergens, and
the protein constructed by homology model 0/Babesia Caballi, Of the amino acid residues that
interacted with the active allicin, several belong to the conserved and common sequence among
the members of the phylum apicomplexan and have been extensively described in previous
works, thus providing important information on the dynamics of the ligand-protein complex. In
the molecular docking experiments, interactions with nonpolar amino acid residues
predominated, with results of changes in the protein structure according to the spatial
arrangement of the functional groups and their insertion rate in the protein cavity, highlighting
the importance of noncovalent interactions for the study of drug candidates. The hydrophobicity
observed in the protein-ligand interactions showed the tendency of stabilization of the protein
structure in the direction of a lower energy gradient about the solvation environment external
to the hydrophobic pocket, where the ligand coupling site is. Among the results of the
experiments, the RMSD difference from the best adjustment configuration of the allicin ligand
characterized its affinity for the amino acid sequence of babesia. The van der Waals energies,
which represent the short-range interactions for molecules in a solvated medium, and the long-
range electrostatic or Coulomb energies, along with the affinity energy, topology and energetic
character of the ligand. With the results of the experiments, it was possible to establish the
relationship of the anti-protozoan properties of allicin from the results of the in silico and in

vitro experiments, the analysis of the docking results and molecular dynamics of the ligand-



protein interactions allowed to point out allicin as a new active potential for the prevention and
treatment of Babesia Caballi and Theileria Equi.
Which offers conditions for the manufacture of a new product in biotechnology, with the

respective patent registration, to be integrated into the diet of horses.

Keywords: Piroplasmosis, Babesia, Allicin, Babesia Caballi, Theileria Equi, Docking,

Molecular Dynamics, Interactions, Drugs, Horses.
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Aa aminoacido
A Angstrém
AMA1 Antigeno merozoite apical 1 (do inglés, Apical Merozoite Antigen 1)
Bd Babesia divergens
DM Dinamica molecular
DMSO Dimetilsulféxido ou sulféxido de dimetilo
DNA Acido desoxirribonucleico
ELISA (do inglés, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
ERE Espécie reativa de enxofre
fs femtossegundo
GOLD Genetic Optimization of Ligand Docking
GPI Glicofosfato inositol
HB Ligacao de hidrogénio (do inglés, Hydrogen Bond)
IFAT teste de imunofluorescéncia de anticorpos
JM juncao movel
K Kelvin
Kg Quilograma
Kcal/mol Quilocal por mols
LP Par isolado de elétrons (do inglés, Lone Pair)
MMFF94S Merck molecular force field 94S
M Molaridade
uM Micromol
MIC Concentracao Minima Inibitoria (do inglés, Minimal Inhibitory Concentration)
MICso Concentracdo minima que inibe o crescimento de 50% da colonia de
microrganismos
ms milissegundos
ns nanossegundo
NCI Interagdes nao-covalentes (do inglés, Non-Covalent Interactions)
Nc Neospora caninum
NVE ntimero constante de particulas, volume e energia
NPT numero constante de particulas, pressao e temperatura
NVT nimero constante de particulas, volume e temperatura

pg/mL Microgramas por mililitro



uM  Micromol

PBD Banco de Dados de Proteinas (do inglés, Protein Data Bank)

PCR Reacgao da cadeia de polimerase (do inglés, polymerase reaction chain)
PDB ID Codigo identificador da estrutura no PDB

Pf Plasmodium falciparum

PH Potencial hidrogenidnico

PKA Cologaritimo da constante de ionizagao do acido

PME Malha de Particulas Ewald (do inglés, Particle Mesh Ewald)

PBMCs células mononucleares do sangue periférico (do inglés, periferic blood
monuclears cells)

RBCs Hemacias, globulos vermelhos, (do inglés, red blood cells)

RMSD Raiz quadrada do desvio quadratico médio (do inglés, Root Mean Square Deviation)
RMSF Raiz quadrada da flutuacdo quadratica média (do inglés, Root Mean Square
Fluctuation)

RNA Acido ribonucleico

RON?2 Proteina pescoco de roptria 2 (do inglés, Rophtry Neck Protein 2)
SARM Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Tg Toxoplasma gondi

TIP3P Agua tipo trés pontos, com pardmetros de carga para os trés 4tomos
vdW vandervals

Ala Alanina

Arg Arginina

Asn Asparagina

Asp Aspartato

Cys Cisteina

Gln Glutamina

Glu Glutamato

Gly Glicina

His Histidina

Ile Isoleucina

Leu Leucina

Lys Lisina

Met Metionina

Phe Fenilalanina



Pro prolina
Ser Serina

Thr Treonina
Trp Triptofano
Tyr Tirosina

Val Valina
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1 INTRODUCAO

A Piroplasmose ¢ uma doenga parasitaria intra-eritrocitaria transmitida por carrapatos de
cavalos, o piroplasma pequeno de cavalos, conhecido ha muito tempo como babesia equi, ¢
associado com febre, anemia hemolitica e hemoglobinuria, perda de desempenho atlético e pode
levar a morte, causada por Babesia Caballi ou Theileria Equi (FONSECA, 2012).

B. caballi e T. equi sdo apresentados tanto em regides temperadas como tropicais,
quatorze espécies de carrapatos ixodeos dos géneros Dermacentor, Amblyomma cajennense
(carrapato estrela) e Rhipicephalus foram identificadas mundialmente como vetores de B.
caballi o primeiro, e os dois Ultimos associados a 7. equi.

O diagnostico da babesiosis conta com diferentes testes soroldgicos tais como: ELISA-
ensaio imunoenzimatico e o teste de imunofluorescéncia de anticorpos, também a identificagdo
do parasito pelo método microscdpico, e os métodos moleculares como a PCR (single round
PCR, multiplex PCR e real time PCR) (PITEL et al., 2010).0 filo apicomplexa abriga mais de
cinco mil espécies de protozodrios parasitas, muitos dos quais causam séria morbidade e
mortalidade em humanos e animais em todo o mundo.

A Babesiose ¢ uma das doencas mais prevalentes em infec¢des de animais de vida livre,
particularmente bovinos, enquanto neospora ¢ um importante patégeno veterinario causando
aborto prematuro em bovinos e doencas neurologicas fatais e defeitos em caes. Apesar da
diversidade de hospedeiros e resultados de doengas, uma caracteristica Unica de todos
apicomplexas ¢ seu estilo de vida intracelular obrigatério (VULLIEZ-LE NORMAND et al.,
2012).

Assim, considerando a importancia da doenca no meio equestre, este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de esclarecer as propriedades farmacologicas da alicina, através
de experimentos e analises a nivel molecular em proteinas invasoras de eritrocitos, das seguintes
patologias: Babesia Caballi e Theileria Equi. Caracterizando suas interagdes entre ligante e
proteina para posteriormente propor a criagdo de um novo produto biotecnologico a base de

alicina, para que seja acrescentado a dieta alimentar de equinos.
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2  REVISAO DA LITERATURA

O periodo de incubacao da piroplasmose equina associada a 7. equi ¢ de 12 a 19 dias e
10 a 30 dias quando causado por B. caballi, os sinais clinicos da piroplasmose equina sdo muitas
vezes inespecificos, e a doenga pode ser facilmente confundida com outras condi¢des
hemoliticas semelhantes apresentando febre, anemia e ictericia, 7. equi tende a causar doenca
mais grave do que B. caballi. A piroplasmose pode ocorrer de maneira pré-aguda, aguda,
subaguda e formas crdnicas, as taxas documentadas de letalidade variam de 10% a 50%, a
maioria dos animais em areas endémicas sobrevivem a infecgao.

Alguns dos apicomplexos (Fig.1) mais prevalentes sao plasmodium, toxoplasma, babesia,
e neospora, agentes etioldgicos da malaria, toxoplasmose, babesiose e neosporose,
respectivamente. Mais de 250 milhdes de casos de malaria todos os anos resulta em pelo menos
1 milhdo de mortes de seres humanos, e até¢ um ter¢o da populacdo mundial de pessoas esta

cronicamente infectada com toxoplasma(PAULO; GRUBER, [s.d.]).

Filo Apicomplexa
Classe Aconoidasida
Ordem Haemosporida (haemosporidias)
Género Haemoproteus

Ordem Pircplasmida (Piroplasmidas)
— Familia Babesiidae
Familia Th idae
Classe Coccidia
Ordem Agamococcidiorida

Familia Rhytidocystidae
OrdemEucoccidiorida

Figura 1 - Classificacao do filo apicomplexa - Classifica¢ao taxondmica dos protozoarios

da piroplasmose. Fonte: (BACKX NORONHA MADEIRA, 2007)

Devido ser resistente a acdo fisica e quimica, este agente o qual ndo sobrevive fora de seu
hospedeiro, s6 pode ser transmitido através do vetor carrapato, portanto, parametros associados
a resisténcia a agoes fisicas e quimicas (temperatura, desinfetantes quimicos e sobrevivéncia

ambiental) ndo sdo significativos no seu combate. Esta doenga ¢ transmitida por carrapatos de
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equideos e sua presenca requer um artrépode como vetor competente. Os animais infectados

podem permanecer portadores desses parasitas sanguineos por longos periodos e agir como
fontes de infeccdo para outros carrapatos. A introdu¢do de animais transportadores em areas
onde os vetores de carrapatos sdo prevalentes podem levar a uma disseminagdo epizooética da
doenga, seus hospedeiros sdo os cavalos, mulas, burros e zebras. Estudos sobre a possibilidade
de transmissao transplacentaria dos agentes da piroplasmose comprovaram que potros nascidos
de cinco éguas positivas, apresentaram também esfregacos positivos para Theileria equi,
contudo nao foi possivel comprovar a mesma situacao para B. caballi (LISBOA, 2008).

Os esporozoitos de babesia invadem os globulos vermelhos e se transformam em
trofozoitos que crescem e dividem-se em dois merozoéitos redondos (Fig.02), ovais ou em forma
de pera que por sua vez sdo capazes de infectar novos globulos vermelhos, e o processo de

divisdo ¢ entdo repetido sucessivamente.

—
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Figura 2 — Babesia Caballi - esfregagos de sangue equino, um eritrécito no centro

e

contém dois grandes merozoitos intracitoplasmicos azulados alongados em forma de pera, ou
células filhas (seta), tipicos de B. caballi), (Manchas de - Grunwald-Giemsa) Fonte: (WISE et
al., 2013).

Desta maneira, os esporozoitos de 7. equi sdo inoculados em cavalos através de uma
picada de carrapato e invadem os linfocitos, as formas intralinfociticas desenvolvem-se e
eventualmente formam esquizontes semelhantes a babesia; merozoitos liberados a partir desses
esquizontes invadem os globulos vermelhos, se transformam em trofozoitos que crescem e se

dividem em quatro merozditos em forma de pera ("cruz maltesa") (Fig.3).



e
-

Figura 3 - Theileria Equi — esfregagos de sangue equino, poucos eritrocitos contém
pequenos merozoitos intracitoplasmaticos azulados de 7. equi, posicionados numa formagao
tipica de "cruz de malta" por quatro merozoéitos agrupados (seta), (Manchas de - Grunwald-
Giemsa), Fonte: (WISE et al., 2013).

A piroplasmose (Fig.4) causa inimeras perdas econdmicas com a perda de desempenho
dos cavalos, seu diagnostico, tratamento e medicacdo sdao fatores imprescindiveis para sua
erradicacgdo, ¢ classificada como zoonose € uma ameaga para a saide do componente humano

utilizado em atividades hipicas (TARSO et al., 2005).

Diagnasticos Tratamento
Febre
Anemia Hemolitica —  CEUsA ' Imidocarb
‘hemoglobiniiria
PIROPLASMOSE —_— R
(Babesia, Theileria) N S
:::m W PCR -~ Diaminazeno
Y
Perda de
wﬁueﬁmhﬂ IFAT PH*eMm‘)m
)
L | Mucosas = Exame
Micro hemorragias Microscépico

Figura 4 — Manifestacdo clinica, caracteristicas e medicamentos existentes para o

tratamento da B. caballi e T. equi. Figura elaborada pelo autor.



Sendo assim, a exportacdo de cavalos de paises onde a doenga ¢ endémica enfrenta
problemas, pois a maioria dos paises exige exames de piroplasmose para a entrada de animais,
ao contrario do Brasil. Cavalos atletas tém sido cada vez mais exportados, tanto para venda,
quanto para participacdo em competicoes e, nestes casos, € comum serem impedidos de entrar
em outros paises.

A prevengdo da babesiose consiste numa medida importante, principalmente em regides
endémicas, entretanto, nao ¢ um procedimento facil e de rapido resultado. A principal forma de
erradicagdo desses carrapatos ¢ a aspersao de carrapaticidas periodicamente, coma finalidade
de interromper o ciclo de vida (Fig.5) até que a incidéncia de casos seja menor(J.G. BERNARDI

SOARES; F. M. ARAUJO - MOREIRA, 2023).

b Babesia caballi

;,q"‘ﬂ Salvary gland: i
| alrvary glands
‘:-‘?0 /’ ", i
(Y
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poli

A Therleria equi —

. A

Merogony

i L g N L
o rha.;“ N @
— e as-};ij,’ 4—-""){\ REC

e,
%-‘I} Midgut

Figura S — Ciclo de vida de T. equi no vetor carrapato e cavalo (a). (b) Desenvolvimento
de B. caballi no vetor carrapato e cavalo. Abreviaturas: PBMCs (células mononucleares do
sangue periférico); RBCs (Hemacias, globulos vermelhos). Fonte: (SCOLES; UETI, 2015) .

As babesiosis sdo consideradas endémicas em 90% de todo o mundo, com apenas o
Canada, Estados Unidos, Australia, Japao, Inglaterra e Irlanda a ndo serem considerados
endemicamente afetados (RICHTER, 2017).

A localizagdo do parasita da babesia (Fig.6) na sua forma periférica € nos eritrocitos dos
vasos sanguineos, chamada de alta parasitemia, causando hemoglobinuria e anemia hemolitica.

Ja na forma viscerotrdpica os eritrocitos infectados adentram aos capilares de diferentes
orgdos: figado, bago e cérebro, temos a chamada baixa parasitemia associada a formacao de

trombos frequentemente associados a forma cerebral, os trofozoitos medem 2,5um a 5,0 um.



Anel polar

Conoide

icronema

Microporo

Granulo denso

. Mitocondria
Nucleo

Reticulo
endoplasmatico

Anel posterior

Local da exocitose

Figura 6 - Estrutura do parasita do filo apicomplexa. Fonte: (TONKIN, 2014).

Esses organismos (Fig.7) sdo chamados de apicomplexas porque os estdgios moveis,
infecciosos portam um complexo apical anterior que se prende ou que penetra no interior da
célula hospedeira.

Este complexo apical, ¢ bem desenvolvido porque consiste em um conoide anterior, em
um ou dois anéis polares, em duas ou vinte estruturas glandulares na forma de garrafas
(roptrias), além de numerosos tubulos derivados da membrana do complexo de
golgi (micronemas). O conoide esta aberto em ambas as extremidades e também ¢ envolvido
pelos anéis polares que se conectam com microtubulos subpeliculares. Os micronemas
possuem enzimas que sdo utilizadas para penetrar na célula hospedeira, porém as fungdes dos
outros componentes celulares ainda ndo estdo bem claras para a ciéncia. Os apicomplexos tem
flagelos que ocorrem nos seus microgametas, mas sao carentes de cilios e pseudopodes

(VOMMARO; ATTIAS; DE SOUZA, 2014).
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Figura 7 - Adesdo do parasita a membrana da célula hospedeira pelo polo apical. Fonte:

(VOMMARO; ATTIAS; DE SOUZA, 2014).

A atuacdo do parasita ocorre também em varias células de mamiferos (Fig.8). Entrada
(A) Taquizoita com o conoide protuberante (seta) aderido a uma célula em cultivo. (B) a (F)
Aspectos da invasdo da célula hospedeira. (B) A porc¢do apical do parasita ja ndo € visivel.
Expansdes filiformes da membrana da célula hospedeira envolvem o parasita progressivamente,
engolfando-o (setas). (C) Dois parasitas sendo internalizados por um macréfago através de
expansoes tubulares (setas). Em pelo menos um deles, o conoide, ¢ visivel (cabeca de seta),
indicando que a invasdo ndo € ativa neste caso. (D) Taquizoita com metade do corpo celular ja
dentro da célula hospedeira. O estreitamento do corpo celular no ponto de passagem pela juncao
movel (setas) confere ao parasita a forma de ampulheta. (E) Parasita quase completamente
internalizado por uma célula fagocitica onde as expansodes filiformes da membrana envolvem a
por¢do ainda exterior do parasita (seta). (F) Toxoplasma penetrando uma célula epitelial em
cultura. O estrangulamento na regido da juncdo modvel ¢ nitido (setas). Barras: 1

um.(VOMMARO; ATTIAS; DE SOUZA, 2014)



Figura 8 - Sequéncia de imagens em microscopia eletronica de varredura da interagao e
desenvolvimento de Toxoplasma gondi em diferentes células de mamiferos, barras de escala: 1

um. Fonte: (VOMMARO; ATTIAS; DE SOUZA, 2014)

O tratamento da babesiose se baseia no uso de uma babesicida e terapia de suporte. As
drogas babesicida mais utilizadas em todas as espécies sdo o dipropionato de imidocarb e o
diminazeno (Tab. 1); como a terapia de suporte usa-se terapia fluida, transfusdo sanguinea e
tetraciclinas, quando ha coinfec¢do com anaplasma ou ehrlichia. O mais recomendado em uso
no mercado ¢ o dipropionato (um derivado carbanilide) (BATIHA et al., 2020) deve ser
administrado a uma dosagem de 2 mg / kg de peso corporal por 2 dias em casos de infec¢ao B.
caballi, e numa dosagem de 4 mg / kg de peso corporal em quatro dosagens no prazo de 72

horas em casos de infecc¢ao por T. equi (FRITZ, 2010).



Tabela 1 - Descri¢do dos Farmacos mais usados contra a Piroplasmose e sua agao.

Familia Farmacos Mecanismo de Ac¢ao

em Piroplasmose
DIMINAZINE B12
Atua anivel de DNA

Antiparasitarios no nucleo paralisando o
parasita para posterior
fagocitacdo pelo sistema
imune

IMIZOL

Antiparasitarios Acdo da carbanilida

na glicdlise do parasita

IMIDOCARB
Atua na sintese de

Antiparasitarios acidos nucleicos

provocando desnaturagao
do DNA
HEP VET

hematoprotetor Recuperacdo

Metabdlica

Consequentemente, esses parasitas engenhosos desenvolveram mecanismos altamente
sofisticados para invadir uma ampla gama de células hospedeiras. A invasdo das células
hospedeiras pelos parasitas apicomplexos intracelulares ¢ um processo obrigatorio, incluindo
plasmodium (maléria) e toxoplasma (toxoplasmose), € requer um mecanismo passo a passo
unico entre as interagdes patdogeno-hospedeiro conhecidas. Um passo fundamental ¢ a formacao
do complexo jungdao mével (JM), uma constricao circunferencial entre a ponta apical do parasita
e a célula hospedeira na membrana, que atravessa em dire¢ao posterior, para envolver o parasita
em um vacuolo protetor essencial para a sobrevivéncia intracelular. A montagem da JM propoe
que o a proteina Rophtry Neck Protein 2 (RON2) seja secretada na célula hospedeira e integrada

na membrana (Fig. 9), onde serve como o receptor para o antigeno de membrana apical 1
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(AMAT1) na superficie do parasita, portanto a interacio AMA1-RON2 ¢ um alvo eficaz para

inibir a invasao pelo parasita apicomplexa (MONTERO et al., 2009).

A

Hydrophobic

Hydrophobic

AMA1

Figura 9 - Interagoes AMA1/Ron2 - Modelos alternativos da interagdo RON2-AMA1 no
MJ. (A) com o dominio TgRON2 C-terminal exposto dentro do hospedeiro/célula; (B) com o
dominio C-terminal do TgRON2 exposto externamente Fonte: (LAMARQUE et al., 2011).

Portanto, 0 modelo de montagem da JM (jungao movel) propde que a proteina 2 (RON2)
¢ secretada na célula hospedeira e integrada na membrana onde serve como receptor do antigeno
de membrana apical 1 (AMA1) (Fig.10) na superficie do parasita, e que a interagio AMA1-

RON2 ¢ um alvo efetivo para inibir a invasdo de parasitas do filo apicomplexa.

Figura 10 - Estrutura cristalografica da Proteina PBD Id 4APM AMAI1/Babesia

Divergens em amarelo destaque dos sitios ativos. Figura obtida no aplicativo DS Visualizer 2.0.
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Recentes avangos na caracterizacdo da AMAI1 dos parasitas apicomplexos babesia

divergens (BAAMA1) e neospora caninum (NcAMA1) por cristalografia de raios x. oferecem
informagdes sobre o sulco superficial de ligacdo de RON2 no dominio apical AMAIL, que
mostra evidéncias claras de coevolucdo receptor-ligante e hiper variabilidade proximal do
dominio da membrana, que no plasmodium ¢ responsavel pela ligagdo direta aos eritrocitos
(LAMARQUE et al., 2011).

Incorporando a andlise estrutural de BAAMA1 e NcAMA1 com estruturas e complexos
AMAI1 existentes foram capazes de definir bolsdes de residuos conservados no sulco apical
AMAT1 que poderiam ser direcionadas para o desenho de farmacos(Tab.2) (TONKIN et al.,
2013).

Estes residuos formadores dos bolsdes de AMA1 sdo extremamente importantes, pois

fazem interagdo com RON2 para posterior formacao da jungao moével e invasao do eritrocito.

Tabela 2 - Residuos conservados de aminoacidos que formam a superficie dos bolsdes
apicais, importantes na interagdo com RON2 para a formag¢ao da jungdo movel, os residuos com
equivalente composicdo estdo horizontalmente alinhados, (-) inexisténcia de residuo de

aminoacido. Figura obtida pelo autor. Fonte: (TONKIN et al., 2013).

TeAMA1 NcAMAL BdAMAL1 PfAMAL1 PvAMA1
Bolsdo 1

Val 105 Val 104 Val 126 Val 137 Val 82
Tyr 110 Tyr 104 His 131 Tyr 142 Tyr 87
Ala 203 Ala 197 Pro 225 Pro 226 -

Tyr 213 Tyr 207 Tyr 233 Tyr 234 Tyr 179
Tyr 215 Tyr 209 Tyr 235 Tyr 236 His 181
Bolsao 2

Val 142 Ile 136 Ile 157 Val 169 Val 114
Pro 143 Pro 137 Ser 158 Ala 170 Ala 115
Tyr 230 Ser 224 Phe 250 Tyr 251 Tyr 196
Bolsdo 3

Leu 161 Met 155 Phe 169 Phe 183 Phe 128
Phe 163 Phe 157 Pro 170 Thr 186 Ala 131
Thr 165 Thr 159 - Phe 188 His 134
lle 171 Ile 165 Leu 195 Met 190 Ile 135
Thr 201 Thr 195 Ile 223 Met 224 Phe 169
Met 204 Met 198 Ala 226 Asp 227 -
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Tyr 215 Tyr 209 Tyr 235 Tyr 236 His 181
Ile 228 Ile 222 Tle 248 Ile 249 Met 194

A ligacdo do peptideo RON2 ao bolsdo hidrofobico de AMAI1 ¢ necessaria para
desencadear a formagdo da jungdo movel. A juncdo fornece uma ancora firme para o parasita
se puxar para dentro do eritrocito usando seu motor de actina-miosina. Ao contrario das outras
etapas da invasao que usam proteinas funcionalmente redundantes, hd apenas um AMAI e
RON2 no plasmodium e ndo ha vias alternativas. Além disso, a regido correspondente ao
peptideo RON2 e os residuos-chave no bolsdo hidrofébico de AMAT1 estd a Phel69 que ¢
necessaria para a ligagdo RON2, este residuo ¢ conservado entre todos os organismos isolados
de P. falciparum e B. divergens isso indica uma restricdo funcional que governa uma etapa
essencial na invasao e representa um novo alvo que pode ser potencialmente explorado para a
terapia antimaldrica.

As ligacdes de hidrogénio desempenham um importante papel nas interacdes Proteina-
ligante AMA1-RON2, bem como a ligacao dissulfeto presente.

Estudos anteriores identificaram uma ligagao dissulfeto com 13 residuos de aminoacidos
em RON2 (Cys, Trp, Tyr, Tyr, Arg, Met, Ser, Pro, Pro, Met, Glu, Ile, Cys), sendo que a ligacao
dissulfeto de RON2 esta voltada para o centro da fenda hidrofébica de AMA1 que foi
identificada como o principal ponto de acesso para ligagao de moléculas pequenas. A ligagao
dissulfeto altamente conservada entre Cys2037 e Cys2049 ajuda a estabilizar a estrutura
antiparalela b-hairpin do polipeptidio (VULLIEZ-LE NORMAND et al., 2012).

A alicina (dialiltiosulfinato) ¢ uma molécula de defesa do alho (A/lium Sativum L.) com
uma ampla gama de atividades bioldgicas. A alicina ¢ produzida apos dano tecidual do
aminoacido nao proteinogénico aliina (sulfoxido de S-alilcisteina) em uma reacdo que ¢€
catalisada pela enzima alinase.

A alicina ¢ uma espécie reativa de enxofre (ERE) com propriedades oxidantes, e ¢ capaz
de oxidar tiois em células, e também residuos de glutationa e cisteina em proteinas. Um
conjunto de glutationa mais oxidado leva a um maior potencial redox celular (Fig.11).

A oxidacdo de tiois proteicos pode levar a alteragdes na estrutura da proteina, por
exemplo, através da formacdo de ligacdes dissulfeto, acionado por redox as mudancas
estruturais nas proteinas podem levar a perda ou ganho de fungdo. Tais efeitos ja sdo conhecidos
pela proteina vegetal NPR1, que ¢ uma proteina chave na imunidade desencadeada por
patogenos em leveduras (S. cerevisiae) (BORLINGHAUS et al., 2014).

Sendo um tiosulfinato, a alicina ¢ um enxofre reativo (EER) e sofre uma reacao redox

com grupos tiol em glutationa e proteinas que ¢ considerado essencial para sua atividade
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biologica. A alicina ¢ fisiologicamente ativa em células microbianas, vegetais e de mamiferos.

De maneira dependente da dose, a alicina pode inibir a proliferagdo de bactérias e fungos que
matam células imediatamente, incluindo resisténcia a antibidticos e cepas como
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM). Além disso, em linhas celulares de
mamiferos, incluindo células cancerigenas, a alicina induz a morte celular e inibe a

proliferacdo (BORLINGHAUS et al., 2014).
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Figura 11 — Propriedades quimicas e biologicas da alicina Fonte: (BORLINGHAUS et
al., 2014).

Quando a alicina entra em contato com uma bicamada lipidica, como uma membrana
celular, ela pode interagir com os lipidios de varias maneiras:

Em primeiro lugar, a alicina ¢ um composto hidrofobico, o que significa que € solivel em
solventes apolares, como lipidios, como resultado, a alicina pode particionar-se na regiao
hidrofébica da bicamada lipidica. Uma vez dentro da bicamada, a alicina pode interromper a
organiza¢ao dos lipidios e causar alteracdes na fluidez e permeabilidade da membrana.

Em segundo lugar, a alicina pode interagir com os grupos de cabeca polar dos lipidios e
o atomo de enxofre na alicina pode formar ligagdes de hidrogénio com os grupos polares dos
lipidios, como os grupos fosfato dos fosfolipidios, e residuos de aminoéacidos polares, essa
interagdo também pode afetar a organizagao e fluidez da membrana.

Além desses efeitos, a alicina demonstrou induzir danos a membrana e lise em células
bacterianas. Acredita-se que isso seja devido a capacidade da alicina de gerar espécies reativas
de oxigénio (ROS), que podem causar danos oxidativos aos lipidios e proteinas na membrana
(LOTI et al., 2019).As propriedades antimicrobianas da alicina foram sugeridas devido a sua

interferéncia especifica com as enzimas que contém sulfidrila.
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As cisteino proteases sdao proteinas presentes nos diferentes organismos € possuem um

residuo de cisteina em seu sitio ativo, nos patdgenos agem no desiquilibrio das fun¢des
bioldgicas do hospedeiro (regulagcdo bioquimica e fisiologica), e estdo envolvidas em vdrias
doengas e por esta razao sao alvos de grande interesse (SANTOS, 2007).

O presente relato apresenta evidéncias do efeito inibitério que a alicina pura tem sobre
a capacidade de inativar trofozoitos amebianos que destroem as monocamadas de células renais
de hamster, e na inativacdo das vdrias cisteina proteases, enzimas que demonstraram serem
contribuintes importantes para a viruléncia amebiana e para a degradacao de particulas de
alimentos dentro dos vactiolos amebianos(ANKRI et al., 1997).

Em geral, a interacdo da alicina com a bicamada lipidica ¢ complexa e multifacetada,
envolvendo intera¢des hidrofobicas e polares e danos oxidativos. Essas interacdes podem ter
uma série de efeitos sobre a membrana, incluindo fluidez, permeabilidade e alteragdes de
integridade. Uma vez que a alicina rompe a membrana, pode causar vazamento de contetdo
celular, o que leva a morte celular. Este mecanismo de ag¢do nao se limita a um tipo particular
de organismo e ¢ eficaz contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, bem como outros
tipos de organismos, como protozoarios.

Em resumo, a capacidade da alicina de romper membranas ¢ devido a sua interagdo com
a bicamada lipidica, que causa alteragdes na estrutura e fluidez da membrana, levando a danos
na membrana e morte celular. Esse mecanismo de agdo faz da alicina um potente agente
antimicrobiano com atividade de amplo espectro.

A nivel de DNA e RNA (Fig. 12) a alicina interfere no enovelamento das proteinas que
contem residuos de enxofre, alterando sua estrutura e por consequéncia sua funcdo

(BORLINGHAUS et al., 2014).
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Figura 12 - Atuacdo da alicina no DNA.RNA e Proteinas. Fonte: (BORLINGHAUS et
al., 2014).
A alicina ¢ um ingrediente ativo do alho que tem atividade antibacteriana, antifingica,

antiviral e antiprotozodria.

Segundo Salama et All 2014, a alicina foi testada como um potente inibidor contra o
crescimento in vitro de parasitas da babesia em bovinos e equinos e o crescimento in vivo de
babesia microti em um modelo de camundongo. O crescimento in vitro de babesia bovis,
babesia bigemina, B. caballi ou T. equi foi inibida pela alicina, com os valores de IC50: de
818, 675, 470 e 742 uM, respectivamente. Além disso, a alicina inibiu significativamente (P
<0,001) invasao de B. bovis, B. bigemina, B. caballi e T. equi no eritrocito hospedeiro.

A alicina foi documentada no inicio como um agente terapéutico contra uma ampla gama
de doengas infecciosas tendo como alvo a patogénica cisteina protease, pois sdo essenciais para
os processos de invasdo ¢ mediam a clivagem de proteinas de micronemas(SALAMA et al.,
2014).

Os valores de IC50 de alicina para os parasitas da babesia foram menores do que os do
metronidazol contra B. gibsoni, B. bovis e B. bigemina.

Portanto, os potenciais efeitos inibitorios da alicina sobre merozoitos livres foram
avaliados em um ensaio de invasdo, a alicina inibiu significativamente o eritrocito do
hospedeiro de parasitas em taxas de 59 % a 75 %. Consistentemente, a alicina com uma
concentragdo de 50 uM inibiu a invasdo de esporozoitos de Plasmodium em hepatocitos
hospedeiros.

Em estudos de (SALAMA et al.,, 2014), testes de viabilidade subsequentes nao
mostraram recrescimento de parasitas em concentragdes de alicina de 4.000uM para B. bovis

e B. caballi, 2,000 uM para B. bigemina, ¢ 5.000 uM para T. equi.
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Babesia tratada com alicina mostrou alteragdes morfoldgicas, incluindo formas

degenerativas ou pontilhadas em contraste com parasitas controles ndo tratados.
Pré-tratamento de altas concentragdes de alicina com bovinos e hemacias equinas nao
apresentaram diferenca no padrao de crescimento de hemécias pré-tratadas com alicina quando
comparadas com DMSO ou nao pré-tratadas, isso indica que a alicina nao tem efeito hemolitico
nas hemacias bovinas ou equinas.
Experimentos /n Vitro com parasitas de babesia tratados com alicina, no terceiro dia do
experimento. B. caballi: a. controle b.100 uM de alicina; 7. equi: C. controle d. 50 uM de

alicina; as culturas tratadas apresentam um alto numero de parasitas degenerados.(Fig. 13)

Fonte: (SALAMA et al., 2014).

Figura 13 - Lamina de esfregaco sanguineo de cultura In Vitro de parasitas de B. caballi
e T. equi. Barra de escala 10 pm. Fonte: (SALAMA et al., 2014).

As interagdes ndo covalentes, também conhecidas como interagdes fracas, desempenham
um papel fundamental em varios processos bioldgicos, quimicos e fisicos (Fig.14). Ao contrario
das ligacdes covalentes, que envolvem o compartilhamento de elétrons entre atomos, as
interagdes ndo covalentes surgem de forcas eletrostaticas, forcas de van der Waals, ligacdes de
hidrogénio e outras forcas relativamente mais fracas e também incluem a presenca de metais e
ions. Essas interagdes sdo essenciais para manter a estrutura, estabilidade e funcionalidade de

moléculas e materiais.
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Figura 14- Frequéncia de distribui¢do das interagdes nao covalentes mais comuns
observadas em Proteina-Ligante extraidas do PDB (Protein Data Bank) Figura obtida através

do site: https.://www.cambridgemedchemconsulting.com/

Entretanto, as interagdes nao-covalentes correspondem a regides entre atomos proximos
no espaco onde as nuvens eletronicas interagem, a distancias inferiores a soma dos raios de van
der Waals, mas superiores a soma dos raios covalentes dos atomos (ou sistemas
ninteragindo(SILVA.RUI, 2019).

As interagdes ndo covalentes contribuem coletivamente para o dobramento de proteinas,
a ligacdo de enzimas a substratos, a automontagem de estruturas supramoleculares e muitos
outros fendmenos biologicos e quimicos. Compreender essas interagdes ¢ essencial para
campos como biologia molecular, design de medicamentos, ciéncia de materiais e
nanotecnologia.

Cientificamente a quimica medicinal define que o evento de reconhecimento molecular ¢
aquele em que uma molécula hospedeira ¢ capaz de formar um complexo com uma molécula
héspede, e assim tal evento € geralmente categorizado como quimica supramolecular. Qualquer
processo de reconhecimento molecular ocorre através de uma série de interacdes entre as duas
moléculas, ou seja, proteina (= receptor) e ligante (DAVIS; TEAGUE, 1999).

Uma variedade de ligantes interagem com proteinas em muitos processos biologicos;
complementaridade de forma, forgas eletrostaticas e hidrofobicas sdo os principais fatores que
governam essas interagoes.

Sendo assim, as interacdes entre um ligante ¢ uma biomolécula sdo de natureza
eletrostatica e chamadas de interagdes ndo-covalentes, em abordagem da mecanica classica

podem ser caracterizadas por uma fun¢do potencial entre duas entidades carregadas ou com
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dipolo. Algumas, como as ligagdes de hidrogénio, sdo interacdes direcionais, facilitando a sua

determinagdo e o calculo da respetiva energia (ERMONDI; CARON, 2006).

Uma liga¢ao de hidrogénio (HB, do inglés Hydrogen Bond) corresponde a associagdo
entre um par de elétrons ndo-ligados de um atomo eletronegativo e um atomo de hidrogénio
(Fig.15), que se encontra covalentemente ligado a outro atomo relativamente eletronegativo
(IUPAC, 1997). A energia de ligagdo numa HB ¢ tipicamente inferior a 25,0 kcal/mol
(SILVA.RUI, 2019).
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Figura 15 - Ligacdo de Hidrogénio - Descritores geométricos de uma ligagdo de
hidrogénio (HB): d1 — distancia da ligagdo D-H; d2 — distancia da ligacdo de hidrogénio (H-A);
d3 — distancia D-A; @ — angulo entre D-H e H-A. H = atomo de hidrogénio; A — atomo aceptor
da ligacao de hidrogénio; D — atomo doador do hidrogénio para a ligagdao de hidrogénio. Raios

de van der Waals de cada atomo representados em sobra cinzenta. Fonte: (SILVA.RUI, 2019).

Em 1894, Emil Fischer escreveu: "Para usar uma imagem, eu gostaria de dizer que enzima
e glicosideos tém que caber uns aos outros como uma fechadura e chave, a fim de exercer um
efeito quimico um no outro." Naquela época, a visdo predominante era a de que as enzimas
eram carboidratos e nada se sabia sobre o sitio ativo.

O poderoso modelo de Fischer explicou as observagdes experimentais produzidas por
pesquisadores na €poca e a teoria permaneceu aceita por 60 anos. Novas Técnicas experimentais
permitiram aos pesquisadores sondarem mais a a¢do enzimatica de perto, surgiram varias
observagdes experimentais que ndo se encaixavam com o modelo 'fechadura e chave'.

Em prosseguimento, outros trabalhos na década de 1930, de J.B.S. Haldane,
desenvolveram a ideia de que a catdlise da enzima estava confinada a uma pequena regidao

chamada sitio ativo. Ele sugeriu que a maior parte da enzima ndo tinha outra finalidade sendo
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manter os grupos de sitios ativos na posi¢do correta. Foi também nessa época que os cientistas

descobriram que todas as enzimas eram proteinas € que eram responsaveis por todas as
substancias quimicas reacdes dentro das células.

Mais tarde, no final da década de 1950, o bioquimico, chamado Daniel Koshland,
comegou a pensar que o modelo 'Fechadura e Chave'(Fig.16) exigia algumas modificagdes. Ele
percebeu que a observagdo da inibicdo ndo competitiva ndo se coadunava com a teoria existente.

Segundo Koshland, como poderia uma molécula que se liga a um local longe do local
ativo interferir na ligagdo do substrato?

Sendo assim, ele propos uma nova teoria — o modelo de "ajuste induzido"(Fig.16). Seu
modelo previu que a a¢do enzimatica requer a orientacdo precisa dos grupos cataliticos no site
ativo. Quando o substrato se liga, provoca uma mudanga perceptivel na posicao tridimensional
dos aminodacidos no sitio ativo. Isso traz os grupos cataliticos na posi¢do necessaria para que a
catalise ocorra. Um nao-substrato a molécula, mesmo que pudesse se ligar, ndo traria a

necessaria mudanca na forma da enzima (KOSHLAND, 1994).
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Figura 16 - Modelos de Interagdo Enzima- Substrato. Fonte: (PEDRO, 2022).

Embora, contudo, inicialmente, Koshland teve dificuldade para publicar as suas ideias em
periodicos cientificos. Mais tarde, com mais evidéncias experimentais outros cientistas
gradualmente viram o poder explicativo da teoria e o apoio as observagdes que vieram de seus
experimentos. As evidéncias foram inicialmente indiretas; por exemplo: certos produtos
quimicos, conhecidos por ndo se ligarem ao sitio ativo, alteraram a ligagdo e a catalise do

substrato.
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Porém a evidéncia direta da flexibilidade das enzimas teve que esperar o refinamento de

uma nova técnica experimental — A cristalografia de raio -x em proteinas.

Em 1957, Kendrew usou cristalografia de raios x para produzir o primeiro modelo de
baixa resolu¢do de uma proteina, a mioglobina. Como esta nova tecnologia melhorou, permitiu
que os cientistas medissem os movimentos muito pequenos de grupos quimicos no sitio ativo.
Com a pesquisa se tornando mais técnica, envolvendo conhecimentos especializados de ramos
outrora separados da ciéncia, a colaboragdo entre quimicos, bidlogos, matematicos, fisicos e
engenheiros foi essencial (KENDREW, 1963).

A metodologia de acoplamento molecular com seus varios programas de uso, sao
mundialmente empregados, e visam prever os modos de ligacdo e afinidades de pequenas
moléculas dentro do sitio de ligacdo de alvos de receptores especificos, e ¢ atualmente usado
como uma ferramenta computacional padrdo no desenho de drogas para otimizagdo de
compostos ¢ em estudos de triagem virtual para encontrar novas moléculas biologicamente
ativas. As ferramentas basicas de uma metodologia de acoplamento molecular inclui um
algoritmo de busca e uma funcdo de pontuacdo de energia para gerar e avaliar o ligante e suas
poses (GUEDES; DE MAGALHAES; DARDENNE, 2014).

Desta forma, o acoplamento molecular consiste em trés objetivos principais conectados:
previsdo de pose, triagem virtual e estimativa de afinidade de ligagdo. Uma metodologia de
docagem bem-sucedida deve ser capaz de prever corretamente a pose do ligante nativo dentro
do local de ligagdo do receptor (ou seja, para encontrar a geometria do ligante
experimentalmente dentro de um certo limite de tolerancia) e interagdes moleculares fisico-
quimicas associadas.

No acoplamento molecular, algoritmos de busca sdo usados para explorar a disposicdo e
uso de energia livre para encontrar as melhores poses de ligantes. Se a termodinamica do
sistema, ou seja, a entalpia e entropia, ¢ corretamente modelada pela fungdo de energia, o
minimo global do panorama energético correspondera a conformacdo receptor-ligante
experimental, ou seja, o modo nativo de ligagdo e os minimos locais corresponderdo aos modos
de ligacao alternativos.

Trés estratégias principais em relacao a flexibilidade de proteinas e ligantes sdo
empregados por métodos de ancoragem: (1) a proteina ¢ considerado rigida, e apenas os graus
de liberdade translacional e rotacional do ligante sdo explorados (ou seja, o ligante ¢
considerado como um corpo rigido sem graus de liberdade internos), (2) a proteina ¢
considerada rigida e todos os graus de liberdade do ligante sdo exploradas (ou seja,
translacional, rotacional conformacional), e (3) a proteina ¢ considerada totalmente ou

parcialmente flexivel, e todos os graus de liberdade do ligante também sdo investigados.
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A maioria dos algoritmos considera a proteina como uma entidade rigida, enquanto o

ligante ¢ considerado flexivel, ou seja, as ligacdes sp3 sdo capazes de girar, mas os
comprimentos e os angulos de ligagdo sdo mantidos fixos.

Os algoritmos de busca sao usados para selecionar os complexos em que um composto
tem maior afinidade de ligacdo por um determinado sitio de uma biomolécula. Existem trés
diferentes algoritmos usados em acoplamento molecular: algoritmos de busca sistematica;
métodos estocasticos; e abordagens de simulagao.

Na busca sistematica, os ligantes sao desconstruidos e o acoplamento ¢ realizado por
fragmentos, que sdo acrescentados em etapas sequenciais, comeg¢ando pelas por¢gdes mais
rigidas. Nos métodos estocasticos, o ligante completo ¢ posicionado no sitio de ligagdo e sdo
aplicadas mudangas torcionais a pose (designacao dada ao conjunto de posi¢ao, conformacao e
orientagdo de um ligante) inicial, resultando numa nova pose, o composto testado devera sofrer
alteragdes torcionais numa etapa seguinte, € assim, sucessivamente, em busca do melhoramento
das interagdes com a biomolécula. Um exemplo deste tipo de algoritmo sdo os algoritmos
genéticos, onde o acoplamento comec¢a com uma populacdo de poses, que recebem uma
pontuagdo (score) de uma fungdo de fitness. Em seguida, os modos de ligagao menos favoraveis
sdo substituidos por novas poses, geradas por operadores computacionais. E assim,
sucessivamente, em busca do encaixe mais favoravel do ligante no sitio, isto €, o complexo de
mais baixa energia (SILVA.RUI, 2019).

Portanto para validar os protocolos usados em um processo de acoplamento molecular
se utiliza um procedimento chamado redocking, o qual ¢ feito sobre uma estrutura ja conhecida
e a validacdo do protocolo de acoplamento se d4 através do RMSD (raiz quadrada do desvio
quadratico médio) entre a sobreposicdo da pose dos ligantes no complexo, ou seja: retira-se o
ligante do complexo e novamente o processo de acoplamento ¢ realizado, quanto menor ¢ o
RMSD mais validado sera o processo, geralmente é aceito um desvio em torno de 2 A
(angstrons).

A dindmica molecular (DM) ¢ uma técnica computacional usada para estudar o
comportamento de atomos e moléculas (Fig.17) ao longo do tempo, ela simula o movimento de
particulas em um sistema resolvendo as equacdes de movimento de Newton numericamente.
As simulacdes de DM fornecem informagdes valiosas sobre varias propriedades e
comportamentos de nivel molecular e atdmico (NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008),
seguem abaixo algumas das principais caracteristicas e aspectos das simulag¢des de dindmica

molecular.
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Figura 17- Dindmica molecular. Fonte: (FILHO, 2022).

As simulagdes de DM podem cobrir uma ampla gama de escalas de tempo, de
femtossegundo (fs,1071° segundos) a milissegundos (ms,10 segundos) ou até mais. A escolha
da escala de tempo depende do sistema a ser estudado e dos recursos computacionais
disponiveis, geralmente sdo incorporados termostatos e barostatos para controlar a temperatura
e a pressdo dentro do sistema, permitindo que os pesquisadores explorem varias condi¢des
termodinamicas.

Campos de forca sdo usados para descrever as interagdes entre atomos e moléculas, e
normalmente incluem termos para interagdes ligadas (potenciais ligados) como ligagdes,
angulos e diedros, bem como interacdes nado ligadas (potenciais nao ligados) como forgas de
van der Waals e interagdes eletrostaticas.

Comecam com uma configuragdo inicial de &tomos e moléculas. Esta configuracdo pode
ser baseada em dados experimentais ou gerada através de varios métodos, incluindo modelagem
molecular ou configuragdes aleatorias, algoritmos de integragdo numérica, como o algoritmo
de Verlet ou o método leapfrog, sao usados para calcular as posi¢des e velocidades das
particulas em cada passo de tempo. Esses algoritmos garantem a propagacao precisa do sistema
ao longo do tempo.

Geralmente usam condi¢des periddicas de contorno, que permitem que uma pequena
célula de simulacao represente um sistema maior. Isso evita efeitos de borda e imita um sistema

infinito, tornando computacionalmente viavel simular grandes sistemas.
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Diferentes tipos de conjuntos sao usados em simulagdes DM para descrever as condigdes

termodindmicas. Os conjuntos mais comuns sdo os conjuntos NVE (numero constante de
particulas, volume e energia), NVT (niimero constante de particulas, volume e temperatura) e
NPT (numero constante de particulas, pressao e temperatura).

Em geral, as simula¢des de dinamica molecular s3o uma ferramenta poderosa para obter
insights sobre o comportamento dindmico de moléculas e materiais, permitindo que os
pesquisadores entendam e prevejam suas propriedades e comportamentos em nivel atdmico e

molecular (NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008).
3 JUSTIFICATIVA

E crescente o uso de compostos de origem natural para a fabricagéo de farmacos.

Testar suas propriedades e esclarecer sua forma de atuagao ¢ de suma importancia para
o seu emprego efetivo e o aproveitamento de suas propriedades farmacologicas.

A Piroplasmose ¢ uma ameaca real, e causa perdas na area da sautde humana e prejuizos
financeiros e sanitarios ao agronegocio.

Portanto, empregar os recursos de bioinformatica para o melhor entendimento das
interacdes proteina-ligante, € necessario, tendo como instrumento as estratégias de acoplamento
e dinamica molecular na busca de novos farmacos com a finalidade de erradicar as patologias

tais como: Babesia Caballi e Theileria Equi.

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivos Gerais

Caracterizar as interagdes nao covalentes da alicina com proteinas de protozodarios do filo
apicomplexa, visando entender seu desempenho como candidato a farmaco, e propor a
implementa¢do de um produto biotecnologico a ser usado no tratamento e prevencdo de
afecgOes causadas por B. caballi, T. equi e verminoses em equinos.

4.2 Objetivos Especificos

Esclarecer as propriedades farmacologicas da alicina, através de experimentos e analises
a nivel molecular em proteinas invasoras de eritrocitos, das seguintes patologias: 7. equi e B.
caballi caracterizando suas interagdes entre ligante e proteina.

Aplicar as técnicas de acoplamento e dindmica molecular com a finalidade de analisar os
padrdes de interagdo no bolso hidrofobico proteina-ligante, e caracterizar os residuos de
aminoacidos envolvidos bem como as alteracdoes na topologia de ajuste do ligante com a

proteina..
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Recursos Computacionais

Para o Acoplamento Molecular foi usado o programa DockThor- Docking program
(versdo 2.0) (https://dockthor.Ilncc.br/v2/)(GUEDES; KREMPSER; DARDENNE, 2017); para
a visualiza¢do e calculos de RMSD os programas :BIOVIA Discovery studio®, Dassault
Systems (versdao 2021);PYMOL- Molecular Graphics System, Schrodinger, LLC, (Versao 2.0);
(com licenga académica), Marvin Sketch 22.22, foi usado para desenhar, exibir e caracterizar
estruturas quimicas, Marvin 22.22, Chemaxon (https://www.chemaxon.com), Avogadro: uma
ferramenta de arranjo e visualizagdo, construtor molecular de codigo aberto, Versdo 1XX

http://avogadro.cc/. (Fig. 18).

Gromacs
LigPlot

Discovery Biovia

Avogadro
Pymol
PDB | Marvin Sketch
Uniprot Dockthor
Swissmodel CHARMM GUI

GenBank

Figura 18 - Plataformas de banco de dados, servidores, programas e aplicativos usados

nos experimentos. Figura elaborada pelo autor.
5.2 Redocking

Foi realizado redocking com a proteina PBD Id 3SRI PfRON2 — Crystal Structure, para
validagdo de uso do protocolo. Neste processo, o acoplamento foi realizado com o ligante
Alicina utilizado na rodada 14.log (Tab.3), acoplamento na proteina PFRON2. Apos o processo,
o RMSD foi compativel com o experimento modelo do redocking. O ligante foi removido
através do programa BIOVIA Discovery Studio ®, Dassault Systems (versao 2021), e as
coordenadas e os parametros utilizados foram os da Tabela 4.

Afinidade /(Kcal/mol) é usada para classificar diferentes ligantes em experimentos de
triagem virtual considerando a posi¢ao de energia superior de cada composto (de acordo com a
energia total). T. energia /(Kcal/mol) — E usado para classificar diferentes modos de ligagdo do
mesmo composto. VDW Energia (Kcal/mol) - E uma interacio dependente da distincia entre

atomos ou moléculas. For¢ca de Coulomb / Energia Eletrostatica (C) - A lei da atragdo e repulsao
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eletrostatica, ou Lei de Coulomb, descreve a forga exercida sobre um objeto carregado Rotores

— Numero de angulos de rotacdo dos ligantes. RMSD (A) -RMSD ¢ a sigla para Root Mean
Square Deviation que significa a raiz quadrada do desvio quadratico médio, ele deve ser
calculado entre estruturas que possuem sobreposi¢ao (tridimensionalmente alinhadas) e logo
estdo no mesmo sistema de coordenadas.

Tabela 3 - Resultados do redocking com a proteina PDB Id 3SRI Pf RON2, que teve
como base a rodada 14.log da mesma proteina com a alicina — Figura obtida através do

programa DockThor.

@ Analyze your docking results:
Table

Rank  File ID Compound Affinity @ Total Energy @ vdWEnergy  Flec Energy  RMSD®

1 3dZb7faf3b W ligond ! -6.805 -7982 -B677 -8518 2077
Omnwe 6805 -7.982 -8.677 -8.518 201
Orunis 4337 -7833 0578 -16.830 13.645

®wuny  ATH -1437 -8407 -8.033 0.000

As estratégias empregadas neste trabalho foram que a proteina ¢ considerada rigida,
todos os graus de liberdade do ligante sdo explorados (i.e. translacional, rotacional e
conformacional), e os algoritmos de busca foram os métodos estocasticos, alterando
aleatoriamente todos os graus de liberdade do ligante a cada passo, gerando uma grande
diversidade de solu¢des (BROOIIMANS; KUNTZ, 2003).

As fungdes de pontuagao em fungdes baseadas em campo de forca sdo derivadas de um
campo de forca classico e consistem em uma soma de termos de energia ((HALGREN;
NACHBAR, 1996).

Este tipo de funcdo de pontuagdo geralmente considera as energias de interagdo proteina-
ligante (termos nao ligados) e a energia interna do ligante (termos ligados e nao ligados).

Exemplos de programas de acoplamento que implementaram fungdes de pontuagao
baseadas em campo de forca (SANTOS et al., 2020) incluem GOLD (VERDONK et al., 2003),
Auto Dock (MORRIS et al., 1998) e DockThor ((MORRIS et al., 1998) que implementa
termos diedros e nao ligados usando o campo de forca MMFF94S (GUEDES et al., 2021)
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Os resultados do Redocking (Tab.3) e do RMSD de 2,077 A obtido em referéncia com a

pose do ligante, indica que o protocolo e os parametros empregados para esta validagao estao
dentro dos requisitos dos processos de acoplamento molecular.
5.3 Obtencao do Ligante e Caracteristicas

O codigo SMILES canénico e a estrutura da molécula de alicina (C= CCSS (= O) CC =
C) (Fig.19) foram obtidos da base de dados PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Os
detalhes da alicina  foram  carregados no servidor web SWISS-ADME
(http://www.swissadme.ch/) e SWISS Target Prediction (http://www.swisstargetprediction.ch/)
para toda a caracterizacgao fisico-quimica, teste de verossimilhanga de drogas e identificacao do

alvo da alicina (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).
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Figura 19 - Visualizacdo do Ligante Alicina (estrutura de Lewis), pares de elétrons
isolados nos atomos de enxofre e oxigénio. Figura obtida através do codigo Smiles no site

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/, e desenho no aplicativo Marvin Sketch 22.22.

5.4 Obtencao da Proteina

Para aquelas proteinas cuja estrutura cristalina tridimensional PDB entrada 3SRI, de
Plasmodium Falciparum AMAT (antigeno merozoito apical) em complexo com 39 aa peptideo
PfRON2 (complexo de proteinas do pescoco de roptria de plasmodium falciparum),
classificagdo de invasdo celular. O Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/) forneceu
as estruturas proteicas necessarias para os estudos empiricos atuais. A maldria, doenca
endémica em muitas regides tropicais e subtropicais, € causada pela infec¢ao do eritrocito pelo
parasita apicomplexa no plasmodium. Como na babesia e theileria, o antigeno de membrana

apical 1 (AMAL1) e o complexo Protein Rhoptry Neck (RON2), desempenham um papel
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fundamental na invasao celular. A proteina AMAI, presente na superficie do parasita, liga-se

firmemente ao componente RON2 do complexo proteico RON, que ¢ inserido na membrana
eritrocitaria durante a invasdo. O bloqueio da interagdo AMAI1-RON2 com anticorpos ou
peptideos inibe a invasao, refor¢gando sua importancia no ciclo de vida do plasmodium e como

alvo para estratégias terapéuticas.(NORMAND et al., 2017).

5.5 Preparacio do Sistema para o Acoplamento Molecular

Com as estruturas tridimensionais de ligantes e proteinas, experimentos de acoplamento
molecular foram realizados em busca de um complexo proteina-ligante. Para a realizagado desses
experimentos, utilizou-se o software DockThor (Genetic Optimization of Ligand Docking)
(GUEDES; KREMPSER; DARDENNE, 2017) foi utilizada na versdo 2.0, que utiliza um
algoritmo genético na busca do melhor encaixe do ligante no sitio de ligagdo, e utiliza o Merck
Molecular Force Field 94S-MMFF94S, (HALGREN, 2000).

O programa DockThor, desenvolvido pelo grupo GMMSB/LNCC (Molecular Modeling
Group in Biological Systems / Laboratorio Nacional de Ciéncia da Computacdo - Brasil), tem
obtido resultados promissores em estudos comparativos com outros programas de acoplamento
bem estabelecidos para a predicdo de modos experimentais de ligacdo, considerando diversos
alvos moleculares e classes quimicas de ligantes (GUEDES; KREMPSER; DARDENNE,
2017).

5.6 Construcio de Proteina por Homologia

Também foram feitos experimentos com a proteina PBD 4APM de Babesia Divergens,
por motivo de ser a com mais dados disponiveis e sua estrutura estar cristalizada, as regides de
acoplamento foram escolhidas de acordo com os aminoécidos mais conservados e participantes
das interacdes de reconhecimento do patogeno e devido a estrutura cristalizada da 7. equi e B.
caballi ndo estarem disponiveis nos bancos de dados.

Escore global do QMEANDIsCo, (Fig.20) ¢ o escore médio por residuo, a estimativa de
erro fornecida ¢ baseada nos escores globais do QMEANDIsCo estimados para um grande
conjunto de modelos e representa a diferenga quadratica média raiz (ou seja, desvio padrdo).

Fonte:(WATERHOUSE et al., 2018).
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babCaballi/l4aAPM1Bdivergens created May 11, 2023
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Figura 20 - Estimativa Qualitativa de Alinhamento Molecular, GMQE (Global Model
Quality Estimate) ¢ uma estimativa de qualidade que combina propriedades do alinhamento do
modelo de destino e da estrutura modelo. Figura obtida através do site swissmodel.com

Desta maneira, foi realizada a montagem de uma proteina por homologia(Fig.19) tendo
como esqueleto a proteina PBD Id 4APM Babesia Divergens ¢ a sequéncia de aminoacidos da
Babesia Caballi GenBank: G1X62373.1 do "transcrito_id: BcabD6B2 18080.t1", com o uso do
banco de dados Swiss Model (WATERHOUSE et al., 2018).

Para tal, foi feito um alinhamento global (Fig. 21) das sequéncias no aplicativo T-Coffee

version_11:00 Cedric-Notredame (NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000).

T-COFFEE, Version 11.00 (Version 11.00)
Cedric Notredame ~ -

IN | HEL [OUTH
4APM 1
modeTl  ------
. e R RN e e R . RO . REE K - R . RHR MORCR A R AR . A . EEE R 2
4APM 1 =
modeTl e
o N AR M- - Ears 3 —ren HARA Ao K AR N WAENCHAAA WK - KK -
4APM 1
modeTl
N NN RCOE HCNCNC . R CMCRC . K .« MCRCCNONC N0 NN RO N - ool CROROIOR O - MG ek MR R R KK SOI O - oo ek ok
4APM_1
modeT1
N A - WAENKCH | HRNARAI AR N R AHR R - M HORAC . RN e s MKMW LR M
4APM 1
modeTl
ERNE SR e = = o N . NN o M e MOKCINENOR . O CORIC . MORCOR R ICHNCRON . ENCNC « . 3. MO EOR O X
4APM_1
modeTl  PCHIDTNGYVNPRPRGASKMRDSDFEVTTALNMKTIKCSKYVHSKHSESCGTYYYCSEEKNDY - - ---- - - -
Wk KRN e R c MEAACRA NI xowm RAAKAA | B o RN RN A R
4APM_ 1 RALVPR
modeTl  ------

Figura 21 - Alinhamento de sequéncias, um asterisco (*) significa que as sequéncias sao

idénticas naquela posicao; dois pontos (:) indicam substituigdes conservativas (grupo da mesma
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cor); um ponto final (.) refere-se a substituigcdes semiconservativas (formas semelhantes).

Figura obtida através do site 7-COFEE.
Logo apds a construcao da Proteina denominada model 01Babesia Caballi e juntamente
com a proteina da babesia divergens foi feito um alinhamento da sequéncia de aminoacidos no

programa PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrodinger, LLC (“Pymol”, 2023)

onde também foi obtido 0 RMSD (Root Mean Square Deviation) entre as proteinas que foi de

0.16 A (angstrons)(Fig.22).

&8 pyvioL = X
Edit  Build ing Scene Mouse Wizerd Plugin Help

Figura 22 - RMSD de 0.16 A (angstrons) no alinhamento de estruturas de aminoacidos
das proteinas model 01 e PDB Id 4APM Babesia divergens, Figura obtida através  do

aplicativo Pymol.

5.7 Preparacao do Sistema para Dinimica Molecular

As estruturas receptoras e o ligante foram pré-processados no programa Marvin Sketch
22.22, apos a verificagdo ndo foram encontrados problemas em valores, carga, estrutura de
geometria, ou estado de protonagdo (PKA) nao ha micro espécies, € 0 método de tautomerizagao
busca a distribui¢ao tautdmero dominante considerando o efeito do PH em um PH de 7.4.
encontrar um tautdmero dominante com um nimero maximo de 1000 estruturas. No software
Avogadro foram adicionados os atomos de hidrogénio, realizada a parametrizacdo dos
MMFF94s, a otimizagdo de energia e a busca de conformeros.

Todos os complexos proteina-ligante foram inicialmente preparados usando a ferramenta

CHARMM-GUIL (https://www.charmm-gui.org/)  (SUNHWAN JO, 2008) para ajustar os

estados de protonagdo de aminoacidos em PH 7,2 e seus nomes de atomos. Os candidatos a
ligantes foram preparados usando o programa Avogadro 1.2.0 (HANWELL et al., 2012), para

adicao de hidrogénios e salvos no formato mol2, assim como foi utilizada a ferramenta CGenF'F
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(https://cgenff.umaryland.edu/) para parametrizag¢ao do ligante e geracao dos arquivos str. Cada

complexo foi submetido ao médulo gmx do pacote GROMACS 2023 para geracao dos arquivos
de coordenadas e topologia usando o campo de forca CHARMM36(K. VANOMMESLAEGHE
AND A. D. MACKERELL JR, 2012) e o modelo de agua TIP3P.

Nas etapas seguintes, os complexos foram solvatados e neutralizados, seguidos de um
calculo de minimizacdo de energia com 5,0000 passos e usando um tratamento do tipo PME
coulomb, com 1,2 A para ambos os raios de corte de Coulomb e Van der Waals.

A interagdo dos ligantes foi restrita aos atomos nao-hidrogénio antes das etapas de
equilibrio, e os grupos de acoplamento de temperatura para proteina-ligante e 4gua e ions foram
criados. Além disso, cada complexo foi submetido a uma dindmica de equilibrio para
estabilizacdo de volume (NVT) com esquema de Verlet, 1,2 A para raio de corte de coulomb e
Van der Waals, para 1 nanossegundo (ns), seguido de uma dinamica de estabilizacdo de pressao
isotropica (NPT) com esquema de Verlet, 1,2 A para raio de corte de coulomb e Van der Waals,
para 1 ns.

Uma dindmica final de produgdo de 100 ns usando volume e pressdo constantes, e
temperatura de 300 K, para avaliagao da estabilidade do complexo proteina-ligante. As mesmas
etapas descritas acima, excluindo o ligante, foram realizadas para cada proteina em sua forma
de APO (Parte proteica de uma proteina sem sua parte funcional ndo proteica).

Em seguida, graficos de flutuagdo de aminoacidos (RMSF) foram gerados para

comparagao com seus respectivos sitios ativos nos complexos proteina-ligante.

Além disso, graficos RMSD (raiz quadrada do desvio quadratico médio) foram gerados
para avaliar as mudancgas de ligantes dentro do sitio ativo da proteina durante a dindmica de
produgdo, bem como RMSF de aminoacidos, nimeros de ligacdes de hidrogénio (HB) e
graficos de energia de Coulomb e Lenard-Jones. Todos os graficos foram gerados no formato

xvg e lidos no programa Grace (https://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/).
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6 RESULTADO E DISCUSSAO

6.1 Acoplamento Molecular
6.1.1 Acoplamento do Ligante Alicina com P. falciparum RON2, PBD 1d 3SRI.

As poses obtidas em todas as rodadas do algoritmo sdo agrupadas pelo programa DT
Statistic e classificadas de acordo com a energia total (denominada 7. Energy) do campo de
forca MMFF94S, que ¢ composto pelas interacdes intermoleculares e intramoleculares de
acordo com os potenciais eletrostatico e VAW e a energia torcional do ligante. Para cada rodada
do algoritmo, apenas os lideres mais bem classificados de cada cluster serdo usados para a
analise final de clusterizacdo, o processo de acoplamento foi realizado como os parametros
padrao Dockthor.

Uma posi¢dao média, entre as Cys 2037 e Cys 2049, foi levada a efeito como local de
medida das coordenadas translacionais (Tab.4) para o acoplamento molecular da alicina com
Pf RON2.

De acordo com a metodologia anteriormente descrita e protocolos de acoplamento
Molecular foram realizados com o ativo alicina e a proteina PDB Id 3SRI Plasmodium

falciparum PfRON2 com 29 aa, obtida através do banco de dados PDB (Protein Data Bank).

Tabela 4 - Parametros usados no acoplamento do complexo alicina/PfRON2

PARAMETROS DO ALGORITMO

PARAMETROS DA GRADE '
GENETICO
Centro x = 12.00 Numero de validagdes = 1000000
Centroy = 5.00 Tamanho da Populagdo = 750
Centro z=-9.00 Numero de Rodadas = 24
Tamanho Total x =20 Semente da rodada #1 = -1985
Data de Submissdo = 2023-08-23
Tamanho Total y = 20
20:04:02
Nome do Trabalho=
Tamanho Total z =20
testl 64e69062b2b34
Discretizagdo = 0.25 ID= Dock@Dock.CBRISKIJ54N
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As melhores trés rodadas do ligante alicina que fazem parte da Tabela.5, e o significado

de seus descritores sdo citados abaixo:

Afinidade /(Kcal/mol) ou escore- ¢ usada para classificar diferentes ligantes em

experimentos de triagem virtual considerando a posicao de energia superior de cada composto

(de acordo com a energia total).

Energia total /(Kcal/mol) — E usado para classificar diferentes modos de ligagdo do

mesmo composto (poses).

VDW Energia (Kcal/mol) - E uma interagdo dependente da distincia entre 4tomos ou

moléculas.

Forga de coulomb / energia eletrostatica (C) - A lei da atragdo e repulsdo eletrostatica, ou

Lei de Coulomb, descreve a forga exercida sobre um objeto carregado,

Rotagdes— Numero de angulos de rotagao dos ligantes.

RMSD (A) -RMSD ¢ a sigla para Root Mean Square Deviation que significa a raiz

quadrada do desvio quadratico médio, ele deve ser calculado entre estruturas que possuem

sobreposi¢do (tridimensionalmente alinhadas) e logo estdo no mesmo sistema de coordenadas.

Tabela 5 - Rodadas de Acoplamento

Arquivo Modelo | Afinidade Energia Total VDW Coulomb Rotagdes RMSD
ligand_18c2f215a2_1_run_14. log 1 -6.362 -8.053 -3.005 -14.437 5 0.000
ligand 18¢2f215a2 1 run 22.log 1 -6.248 -7.845 1.830 -18.935 5 5.173
ligand_18c2f215a2_1_ru24.log 2 -6.804 -1.776 -8.678 -8.350 5 14.975

Tabela 6 - Interacdes da alicina com PfRON2 rodada 14.log
Nome XYZ Distancia(A) Categoria De Para
6,840000
Ligagdo De
-2,001500 :LIG2:H’ B:LEU2050:0
:LIG2:H - B:Leu 2050:0 1,610450 Hidrogénio
-8,346000 H-Donor H-Acceptor
6,824500
Ligagdo De
-0,338500 B:LEU2050:HN :LIG2:0
B:Leu 2050:HN - :LIG2:0 2,698734 Hidrogénio
-7,124500 H-Donor H-Acceptor
6,380375
-2,748125 Hidrofobica :LIG2:C B:LEU2050
:LIG2:C - B:Leu 2050 5,122939
-5,101000 Alkyl Alkyl Alkyl
6,326750
2,299000 Hidrofobica
:LIG2:C - B:Cys 2049 4,443551 :LIG2:C B:CYS2049
-11,051500 Alkyl
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Figura 23 - Visualizagdo de interacdes 3D de acoplamento molecular do ligante alicina
com PfRON2 (Cys 2049, Leu 2050), interagdes de ligagdes de hidrogénio (linha pontilhada
verde), interagdes alquila (linhas pontilhadas roxas), linhas pontilhadas indicam as distancias

das interacdes em angstrons. Figura obtida através do aplicativo DS-Visualizer Biovia.

CYS
B:2049

LEU
B:2050

Interactions

Figura 24 - Visualizacdo das interacdes em 2D do Ligante alicina com PfRON2. Figura

obtida através do aplicativo DS-Visualizer Biovia.
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Figura 25 - Superficie de hidrofobicidade do complexo alicina com PfRON2, as regides
mais positivas (marrons) representam a alta hidrofobicidade, e as negativas (azuis) as regides
de baixa hidrofobicidade, o rétulo numérico esta em Kcal/mol, os nimeros acima das linhas
tracejadas representam as distancias das interagdes em angstrons. Figura obtida através do

aplicativo DS-Visualizer Biovia.

No método in silico, estudos de acoplamento molecular foram realizados para conhecer
0 mecanismo de acdo da alicina no complexo com /PfRON2 (Tabelas 5,6).

A localizagdo dos aminoéacidos que interagiram com o ligante alicina, que sdo a cisteina
2049 e leucina 2050 (Fig.24), ambas pertencentes a sequéncia conservada e comum entre os
integrantes do filo apicomplexa, cuja regido central foi usada como direcao de coordenadas
translacionais para acoplamento do ligante alicina.

Quanto a polaridade a cisteina ¢ polar e leucina apolar, caracteristica notadamente
revelada pela disposi¢ao espacial dos grupos funcionais e pela sua taxa de inser¢ao na cavidade
proteica (Fig. 25), a cisteina 2049 tem fundamental importancia por fazer parte da ligacao
dissulfeto vital para a estrutura secundaria e terciaria da proteina. As ligagdes de hidrogénio
com a Leu 2050 apresentam as menores distdncias de interacdo e maior profundidade de
inser¢ao no pacote hidrofobico, no Carboxi - terminal as interagdes com o ligante sao favoraveis
ao carater hidrossoluvel da regido molecular, por outro lado, no amino - terminal, as intera¢des
mostram o carater hidrofébico dominante das interacdes com o ligante alicina, visto na
interacao B:Leu24:HN/:LIG2:0 (Tab.6).

Devido a eletronegatividade quase semelhante dos grupos alquila de carbono e hidrogénio

sao residuos apolares, que afetam as condig¢des lipossoluveis.
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A superficie hidrofobica do complexo alicina/ PFRON2 (Fig.25), aponta a tendéncia de a

Leu 2050 apolar estar localizada na regido mais hidrofobica e a Cys 2049 polar em uma regido
intermediaria, a hidrofobicidade de uma superficie ideal ¢ determinada por sua energia livre de
superficie (Surface Free Energy/ SFE).

A alicina ¢ um composto hidrofobico, o que significa que € soluvel em solventes apolares,
como lipidios, a curvatura do ligante na sua por¢cdo enxofre mostra que a alicina pode se
acomodar na regido hidrofobica da bicamada lipidica, participando ativamente de duas ligagdes
de hidrogénio no interior da cavidade com a Leu 2050.

6.1.2 Acoplamento do Ligante alicina com AMAI1/Babesia Divergens, PDB Id
4APM.

As poses obtidas em todas as rodadas do algoritmo sdo agrupadas pelo programa DT
Statistic e classificadas de acordo com a energia total (denominada 7. Energy) do campo de
forca MMFF94S, que ¢ composto pelas interagdes intermoleculares e intramoleculares de
acordo com os potenciais eletrostatico e VAW e a energia torcional do ligante. Para cada rodada
do algoritmo, apenas os lideres melhor classificados de cada cluster serdo usados para a analise
final de clusterizagdo, o processo de acoplamento foi realizado como os parametros padrdo
dockthor.

De acordo com a metodologia anteriormente descrita e protocolos de acoplamento
molecular foi feito o acoplamento com o ativo alicina e a proteina AMA1 de Babesia Divergens,
obtida através do banco de dados PDB (Protein Data Bank) a estrutura cristalizada da proteina
PDB Id 4APM de Babesia Divergens, as coordenadas translacionais (Tab.7) tiveram como
referéncia o residuo de aminoacido de Phe 169, por fazer parte do bolsdo hidrofobico de
acoplamento de Ron2.

Tabela 7 - Parametros usados no Acoplamento do complexo alicina - 4APM-AMA 1

PARAMETROS DO ALGORITMO

PARAMETROS DA GRADE ,
GENETICO
Centro x =-11.55 Numero de valida¢des = 1000000
Centro y = 52.74 Tamanho da Populacao = 750
Centro z=-25.63 Numero de Rodadas = 24
Tamanho Total x = 20 Semente da rodada #1 = -1985
Data de Submissdo = 2023-08-07
Tamanho Total y =20
19:36:33
Nome do Trabalho=
Tamanho Total z =20
phel69bad 64d171f16bal2
Discretizagao = 0.25 ID= Dock@Dock.CBRHIQGW45
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Tabela 8 - Rodadas de Acoplamento

ligand_d53cf88c41 1 run 12.log 1 -6.991 -8.161 | -10914 | -6.238 5 0.000
ligand_d53cf88c41_1_run_23.log 2 -7.063 7956 | -11.185 | -6372 5 5521
ligand_d53cf88c41_1_run 24.log 3 7121 7831 | -10967 | -6.257 5 5305

Tabela 9 - Interacdes da alicina com Bd/AMAT rodada 12.log

-6,953000
LIG2:H A:lle 50,948500 1,794673 Ligacao De
224:0 -33,532500 Hidrogénio :LIG2:H-H Doador A:ILE224:0H-Aceptor
-6,079500
A:Ala 226:HN - 53,376000 2,622133 Ligacao De
LIG2:S -31,912000 Hidrogénio A:ALA226:HN-HDonor :LIG2:S-HAcceptor
-6,470750
i-Su :LIG2:S Sulfur
LIG2:S - ATyr | 1923000 5,283094 Pi-Sulfur A:TYR235 Pi-Orbitals
235 -29,004833
-8,727083
:LIG2:S - A:Phe 52,498333 M2 Pi-Salfur :LIG2:S Sulfur
169 -29,056000 A:PHE169 Pi-Orbitals
-9,596583
LIG2:S - A-Phe 52,369333 5,427482 Pi-Sulfur
169 -29,549500 :LIG2:S Sualfur A:PHE169 Pi-Orbitals
-12,208875
LIG2:C - ALey | 03068750 4,611496 HidrofSbica :LIG2:C Alkyl A:LEU195 Alkyl
195 -33,082875 Alkyl
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Figura 26 - Visualizagdo de interacdes 3D de acoplamento molecular do ligante alicina
com B. divergens /AMAI, interacdes de ligacdes de hidrogénio (linha pontilhada verde),
interacdes alquila (linhas pontilhadas roxas), interagdes Pi-sulfur (linhas pontilhadas laranja)
linhas pontilhadas também indicam as distdncias das interagdes em angstrons. Figura obtida

através do aplicativo DS-Visualizer Biovia.

H
TYR
A:235 AlA F
A:226 LEU
|LE ;
4:224 +1
PHE
A:169
Interactions
| Conventional Hydrogen Bond Alkyl

| Pi-sulfur

Figura 27 - Visualiza¢do das interagdes em 2D do ligante alicina com B. divergens

/AMA1. Figura obtida através do aplicativo DS-Visualizer Biovia.
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Figura 28 - Superficie de hidrofobicidade do complexo alicina com Babesia
divergens/AMAL1, as regides mais positivas (marrons) representam a alta hidrofobicidade, e as
negativas (azuis) as regioes de baixa hidrofobicidade, o rotulo numérico estd em Kcal/mol, os
numeros acima das linhas tracejadas representam as distancias das interagdes em angstrons.
Figura obtida através do aplicativo DS-Visualizer Biovia.

No método in silico, estudos de acoplamento molecular foram realizados para conhecer
o mecanismo de agdo da alicina complexada com /AMA1/Babesia divergens (Tabelas 8,9).

Os aminodcidos que interagiram com o ligante alicina: Phe169, Tyr235, Ala226, 1le224,
Leul95 sdo integrantes do bolsdo catalitico da proteina, foram amplamente elucidados em
trabalhos anteriores (Tab.2) sdo comuns a alguns integrantes do filo Apicomplexa; a localizagao
da Phel69 foi usada como dire¢do de coordenadas translacionais para acoplamento do ligante.

Quanto a polaridade a Phel69, Ala226, Leul95 e Ile224 possuem cadeias laterais
apolares, caracteristica notadamente revelada pela disposi¢ao espacial dos grupos funcionais e
pela sua posi¢ao de inser¢ao na cavidade proteica (Fig.26) a Tyr235 por possuir cadeia lateral
polar encontra-se em uma regido mais externa, € mais exposta ao solvente, em relagao aos
demais residuos de aminoécidos. As ligacdes de hidrogénio com a Ala226 e [le224 apresentam
as menores distancias de interacdo portanto as de maior magnitude de atragdo, apesar de estarem
em uma regido de menor hidrofobicidade e favorecida exposi¢ao ao solvente.

Os residuos que possuem anel aromatico t€ém suas interagdes classificadas como Pi-sulfur
pelo mapa de interagdes 2D obtido no mapa de interagdes do aplicativo Discovery Studio
Visualizer a Tyr235 apresenta interagdo Pi-sulfur do tipo deslocamento em paralelo, ja a Phe169
apresenta interagao Pi-sulfur em forma de T (Fig.26).

A superficie hidrofobica do complexo alicina/ Babesia divergens-AMA 1, obtida no mapa

de intera¢des do aplicativo Discovery Studio Visualizer (Fig.28), aponta a tendéncia de Phe169,
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Ala226, Leul95 e I1e224 apolares estarem localizados na regido mais hidrofébica e a Tyr235

polar em uma regido intermediaria, a hidrofobicidade de uma superficie ideal ¢ determinada

por sua energia livre de superficie (Surface Free Energy/ SFE).

6.1.3 Acoplamento do Ligante alicina com a proteina model 01Babesia Caballi

As poses obtidas em todas as rodadas do algoritmo sdo agrupadas pelo programa DT
Statistic e classificadas de acordo com a energia total (denominada 7. Energy) do campo de
forca MMFF94S, que ¢ composto pelas interagdes intermoleculares e intramoleculares de
acordo com os potenciais eletrostatico e VAW e a energia torcional do ligante. Para cada rodada
do algoritmo, apenas os lideres melhor classificados de cada cluster serdo usados para a analise
final de clusterizag¢do, o processo de acoplamento foi realizado como os parametros padrao
dockthor.

De acordo com a metodologia anteriormente descrita e protocolos de acoplamento
molecular, foi feito o acoplamento com o ativo alicina e a proteina Modelo 01Babesia Caballi,
construida através de homologia com a proteina PDB Id 4APM Babesia divergens e a sequéncia
de aminoacidos da Babesia Caballi GenBank: GIX62373.1 do '"transcrito id:
BcabD6B2 18080.t1", com o uso do Banco de dados Swiss Model (WATERHOUSE et al.,
2018), as coordenadas translacionais(Tab.10) foram as mesmas do experimento com PDB Id
4APM/ AMAL, que tiveram como referéncia o residuo de Phe 169, por fazer parte do bolsao
hidrofobico de acoplamento de Babesia Divergens/RON2(Tab.2).

Tabela 10 - Parametros usados no Acoplamento do complexo alicina - proteina

model 01Babesia Caballi.

PARAMETROS DO ALGORITMO

PARAMETROS DA GRADE ,

GENETICO
Centro x =-11.55 Numero de valida¢des = 1000000
Centroy =52.74 Tamanho da Populagdo = 750
Centro z = -25.63 Numero de Rodadas =24
Tamanho Total x =20 Semente da rodada #1 =-1985
Tamanho Total y = 20 Data de Submissdo = 2023-09-24 08:42:42

Nome do Trabalho=

Tamanho Total z =20

model 01Bd_651020b2d5ef6
Discretizagdo = 0.25 ID= Dock@Dock.CBRLGZTBF5
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Tabela 11 - Trés melhores Rodadas no Acoplamento do complexo alicina - Proteina

model 01Babesia Caballi.

ligand 4cf3155f1
-9.610 -10.503 5 0.000

5_1 run_8.log 1 -7.175 -8.729
ligand 4cf3155f1

4 -7.118 -8.949 -10.886 -7.439 5 2.182
5 1 run 2.log
ligand 4cf3155f1

6 -7.505 -8.073 -13.402 -4.177 5 3.245
51 run_16.log

Tabela 12 - Interacdes da alicina em complexo com a proteina model 01Babesia Caballi.

-4,318500
A:Tyr 140:HH - 53,297000 1875840 Ligagdo De A:TYR140:HH LIG2:0
LIG2:0 -26,664500 ’ Hidrogénio Doador Aceptor
-5,112000
Ligagéo De
LIG2:H - A:Tyr 52,991500 LIG2:HH A:TYRI55:0
2,099631 Hidrogénio
155:0 -24,190500 Doador Aceptor
-4,688000
A:Tyrl55- 54,920500 Hidrofobica
5,152717 A:TYRI155 LIG2:C
LIG2:C -21,767667 Pi-Alkyl
-8,192000
LIG2:C - A:Val 57,324167
4,412876 Hidrofobica LIG2:C A:VALS1
81 -30,734500
-10,096167
LIG2:C - A:Pro 57,109000 Hidrofobica
4,159553 LIG2:C A:PRO77
77 -27,014000 Alkyl
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Figura 29 - Visualizagdo de interacdes 3D de acoplamento molecular do ligante alicina
com a proteina model 0/Babesia Caballi, interacdes de ligagdes de hidrogénio (linha
pontilhada verde), interagdes alquila (linhas pontilhadas roxas), interacdes Pi-stlfur (linhas
pontilhadas laranja) linhas pontilhadas também indicam as distancias das interagdes em

angstrons. Figura obtida no aplicativo DS-Visualizer Biovia.

PR H
A:77

TYR o

e A:140
VAL '
A:81

Interactions
: Conventional Hydrogen Bond Alkyl
: Pi-Sulfur | Pi-Alkyl
Figura 30 - Visualizagdo de interacdes 2D de acoplamento molecular do ligante alicina
com proteina model 0/Babesia Caballi, interagdes de ligacdes de hidrogénio (linha pontilhada
verde), interacdes alquila (linhas pontilhadas roxas), interagdes pi-stlfur (linhas pontilhadas
laranja) linhas pontilhadas também indicam as distancias das interacdes em Angstrons. Figura

obtida no aplicativo DS-Visualizer Biovia.
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Figura 31 - Superficie de hidrofobicidade do complexo alicina com model 0/Babesia
Caballi, as regides mais positivas (marrons) representam a alta hidrofobicidade, e as negativas
(azuis) as regides de baixa hidrofobicidade, o rétulo numérico estd em Kcal/mol, os nlimeros
acima das linhas tracejadas representam as distancias das interagdes em angstrons. Figura
obtida no aplicativo DS-Visualizer Biovia.

No método in silico, estudos de acoplamento molecular foram realizados para conhecer
0 mecanismo de acdo da alicina em complexo com model 07Babesia Caballi (Tabelas 11,12).

Os aminoacidos que interagiram com o ligante alicina: Pro77, Tyr155, Tyr140, Val81, as
coordenadas translacionais (Tab.10) foram as mesmas do experimento com PBD Id 4APM/
AMALI, que tiveram como referéncia o residuo de Phe 169, por fazer parte do bolsdo
hidrofébico de acoplamento de babesia divergens/RON2.

De acordo com o mapa de interagdes (Fig.31) a Pro77 e Val81 possuem cadeias laterais
apolares, caracteristica notadamente revelada pela disposicao espacial dos grupos funcionais, a
Val81 encontra-se na regido mais hidrofébica (Fig.29) a Tyr140 e Tyrl55 encontram-se na
disposicdo com seus atomos de oxigénio voltados para o ligante alicina e na regido menos
hidrofobica.

A Tyrl55 por possuir anel aromatico e estar em uma area de cavidade realiza uma
interagdo classificada como pi-sulfur (Fig.28), e também realiza uma intera¢do hidrofobica, o
que revela a importancia deste residuo na estabilidade das proteinas.

De acordo com o RMSD dos trés melhores ligantes resultantes do experimento (Tab.11),

sendo que o ligante da segunda rodada de testes com RMSD de 2.182 A e realiza a interacdes
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com os mesmos residuos de aminoacidos com exce¢do da ligacdo Pi Alkyl com a Tyrl55

(Fig.29).

A superficie hidrofobica do complexo alicina/ model 01Babesia Caballi (Fig.31), aponta
a tendéncia de Pro77 e Val81 apolares estarem localizados na regido mais hidrofébica e a
Tyr140 e Tyrl55 polares em uma regido intermediaria, a hidrofobicidade de uma superficie

ideal ¢ determinada por sua energia livre de superficie (Surface Free Energy/ SFE).

6.2 Simulac¢ao de Dinamica Molecular

Apesar da energia de afinidade ter se mostrado em torno de -2 Kcal/Mol, o mapa de
interagdo (Fig.33) para esse complexo mostrou que possivelmente ha a formacao de ligagdes
covalentes entre o ligante com a proteina PFAMAL1 através dos aminodcidos Met224 e Asn225
descritos no mapa de interagdes (Fig.32). Além disso ¢ possivel observar que o peptideo
PfRON?2 ajuda a estabilizar a interacdo desse ligante através de uma ligacao de hidrogénio com

o aminoacido Thr2039 que ¢ um residuo polar.

/ Tyr SER- "32 ’
fq -

‘ MF 224 ()

F ARG-2041

Figura 32 - Complexo PFAMA1-RON2 (3SRI), posicionamento do ligante alicina com
o complexo PFAMA1-RON2 (3SRI) dentro do bolso de interagdo. A alicina aparece em
magenta, enquanto a proteina AMAI1 e o peptideo RON2 aparecem em verde e cinza,
respectivamente. Figura obtida através do aplicativo DS-Visualizer Biovia.

Segundo o mapa de interagdes (Fig.33) os residuos de aminoacidos Phe 183 e Met 224
residuos apolares todos da cadeia A, por suas caracteristicas hidrofilicas estao posicionados em

regides mais internas do bolsao hidrofobico.
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O ligante alicina com sua parte hidrofobica realiza ligagdes covalentes com seus atomos

de enxofre e o residuo Met 224/A o qual ¢ apolar e localiza-se no bolsao hidrofobico (Fig. 32).

3sri_ A B _ Alicin

%’;:\42(3)
14
Phe2038(B)

o pcs
g 2 il hr2040(B}
. \nl & 3 %:348(13)
., -

Gly222(A)

Y .1'.'.‘
B 22041(E)

Figura 33 - Mapa de interagdes do complexo alicina/PDB 3SRI Plasmodium falciparum

AMA1 em complexo com 29 aa PfRON2. Figura obtida através do aplicativo LigPlotPlus.

As simulagdes de dinamica molecular foram utilizadas para verificar até que ponto a
interacao entre PFAMA1 e PfRON2 poderia ser afetada pela presenga do ligante em questao.
Neste caso foi possivel verificar que o ligante permanece estavel dentro do complexo, com um
desvio quadratico médio (RMSD) em torno de 2 A (0,2 nm) até os 65 nanossegundos (ns) de
simulacdo. Apds esse tempo, o ligante tem uma alteragdo de posi¢ao abrupta, atingindo mais
de 13 A (1,3 nm) de desvio e se estabilizando em 12 A, o que indica que este deixou de interagir
com o complexo e saiu do bolsdo de interagio AMA1-RON2 e possivelmente esteja acoplado
a cadeia “A” onde realiza a maioria de interacdes eletrostaticas e ligagcdes covalentes e assim
impeca o acoplamento do complexo AMA1/Ron 2, o que da condi¢gdes de estabelecimento da

Jungdo Modvel e posterior invasao do eritrocito (Fig. 34).



45

RMSD

Alicin Fit to Complex AMA1-RON2

RMSD (nm)

02

0 T

0

l T I T l T I T I T I T I T I T I T
10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000 100000
Time (ps)

Figura 34 - Gréfico de estabilidade do RMSD do ligante alicina em interagdo com o

complexo PFAMA1-RON?2. Figura obtida através do programa Grace.

O grafico de energia de curto alcance apresenta uma estabilizacao apds os 15000(ps)

chegando a -150 (KJ/mol) e se estabiliza até os 6000(ps) que indica que apos este deixou de

interagir com o complexo e saiu do bolsao de interagio AMA1-RON2, aos 95000(ps) a energia

demonstra um retorno a estabilidade e possivelmente esteja acoplado a cadeia “A” onde realiza

a maioria de interagdes eletrostaticas e ligacdes covalentes e assim impeca o acoplamento do

complexo AMA1/Ron 2, o que da condicdes de estabelecimento da Jungcao Movel e posterior

invasdo do eritrocito (Fig. 35).
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Figura 35 - Grafico de estabilidade de energia de curto alcance do ligante alicina em

interagdo com o complexo PFAMA1-RON?2. Figura obtida através do programa Grace.
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Apesar das oscilagdes no RMSD apresenta estabilidade de interacdo até 90000 (os) e
retorna apos 95000 (o0s), conclui-se que ndo ha uma variagdo significativa nas interagdes com

os tipos de residuos de aminoacidos em fung¢ao da flutuacao apresentada (Fig. 36).

200
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Figura 36 - Grafico de flutuacao de aminoacidos do ligante alicina em interagcao com o

complexo PFAMAT1-RON2. Figura obtida através do programa Grace.
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7  CONCLUSOES

A T. equi e B. caballi sao doengas conhecidas de parasitas do filo apicomplexa e que
compartilham estratégias de invasao de células de globulos vermelhos. Sao reconhecidamente
importantes para a saide humana e animal; logo os esfor¢os para prevencao e erradicagdo destas
doengas sdo objetivos de pesquisas em diversas areas, dentre elas a biotecnologia. Na busca de
novos farmacos, os recursos de bioinformatica sdo de importancia fundamental e podem
contribuir para esclarecer as propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas dos complexos
alicina com proteinas de parasitas apicomplexos, diminuindo assim em grande parte os custos
envolvidos no processo.

Para tal, este trabalho se dedicou em caracterizar uma molécula com atividade
antiparasitaria conta 7. equi ¢ B. caballi, e realizar experimentos para sua aplicagdo como
farmaco integrante da dieta de equinos.

Os experimentos de acoplamento molecular da alicina com as proteinas PDB Id 3SRI
plasmodium falciparum PfRON2 com 29 aa, AMAI1/Babesia Divergens, PDB Id 4APM e
model 01 Babesia Caballi foram analisados através das interagdes ndo covalentes com o
ligante alicina. A partir dai entdo foi possivel observar a organizagao espacial dos complexos,
e através da polaridade de seus residuos e suas interagdes, localizar as regides mais importantes
e que contribuem na influéncia de modificacdo estrutural da proteina em questao.

Dos residuos de aminoacidos que interagiram com o ligante alicina, varios sao
pertencentes a sequéncias conservadas e comuns entre os integrantes do filo apicomplexa, e
amplamente descritos em trabalhos anteriores, sdo essenciais para alvos moleculares e alteragao
da estrutura da proteina, portanto, também da sua funcionalidade.

Nos experimentos de acoplamento molecular foram predominantes as interagdes com
residuos de aminoacidos apolares, caracteristica esta revelada pela disposi¢cdo espacial dos
grupos funcionais e pela sua taxa de insercdo na cavidade proteica de acordo com os mapas de
hidrofobicidade apresentados neste trabalho, realgando assim a importancia das interagdes nao
covalentes para o estudo de candidatos & farmacos.

Também foi verificada a presenga comum das ligagcdes de hidrogénio, que com sua forga
de atracdo dependente da magnitude da distancia, as quais sdo favoraveis a permanéncia do
ligante na proteina, em adi¢do a caracteristica hidrossoltivel da regido molecular favorece o
carater de solubilidade de um farmaco o que facilita sua absor¢ao, distribui¢ao, metabolismo e
excrecao.

A alicina ¢ um composto hidrofobico, o que significa que € soluvel em solventes apolares,

como lipidios e possui uma certa caracteristica de interacdo facilitada no ambiente do interior
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das proteinas, a curvatura do ligante na sua por¢ao enxofre mostra que a alicina pode se

acomodar na regido hidrofobica da bicamada lipidica o que foi evidenciado pelo RMSD de
posicao dos ligantes nas varias rodadas para a escolha da melhor pose.

Em prosseguimento, a hidrofobicidade observada nos experimentos apresenta sua direta
proporcionalidade ao nimero de interagdes com residuos de aminoacidos apolares, sugerindo
assim a tendencia de estabiliza¢do da estrutura proteica na dire¢do de um gradiente de energia
menor em relagdo ao ambiente de solvatacdo externo ao bolso hidrofébico, onde € o local de
acoplamento do ligante.

O desvio padrao da energia total do ligante nas trés rodadas de acoplamento molecular
foi maior com a proteina modelol Babesia caballi, € menor com a proteina PBD Id 4APM
Babesia divergens, o que como medida de dispersdo indica um menor grau de variagdo no
desvio padrao quanto mais proximo do zero. Sendo que a melhor pose do ligante ¢ determinada
pela menor energia total, e as proteinas model01 Babesia caballi ¢ PBD 1d 4APM Babesia
divergens, nesta ordem, foram as melhores poses do ligante de acordo com os experimentos
realizados.

A diferenga de RMSD da melhor configuragdao de ajuste do ligante alicina na primeira
rodada do algoritmo foi menor para a proteina modelO1 Babesia caballi e maior para PBD Id
3 SRI/PfRON2, ficando a proteina PBD Id 4APM Babesia divergens em uma posi¢ao
intermediaria, demonstrando maior afinidade de interacdes do ligante com a sequéncia de
aminoacidos de babesia.

As energias de van der Waals, que representam as interagdes de curto alcance para
moléculas em um meio solvatado, tiveram o melhor desempenho as interagdes com as
proteinas: PBD Id 4APM Babesia divergens e model01 Babesia caballi.

Quanto as energias eletrostaticas de longo alcance ou de coulomb, a proteina PBD Id 3
SRI/PfRON?2 apresentou maior valor de energia, seguida das proteinas: PBD Id 4APM Babesia
divergens e model01 Babesia caballi.

A energia de afinidade serve para ranquear diferentes ligantes pela energia de ligacdo, a
proteina model01 Babesia caballi obteve a maior afinidade seguida pelas proteinas: 4APM
Babesia divergens e PBD Id 3 SRI/PfRON2.

Durante o experimento de dindmica molecular foi possivel observar a estabilizagdo do
peptideo PfRON2 e o ligante alicina, por outro lado, ligagdes covalentes também foram
realizadas pelos 4tomos de enxofre do ligante.

As simulagdes de dindmica molecular verificaram que o ligante permanece estavel dentro
do complexo, a interacdo entre PFAMA1 e PfRON2 foi afetada pela presenga do ligante. O

desvio quadratico foi satisfatorio em relagdo ao tempo de simulagdo e sua alteragdo de desvio,
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também a flutuagdo de residuos de aminoacidos e a energia das ligagdes de curto alcance

indicam que posteriormente o ligante esteja acoplado a cadeia “A” e contribuindo assim para
impedir a realizacdo da juncdo moével e posterior invasdo do eritrocito pelo merozoito
igualmente ao que aconteceu em PfRON2.

Desta forma, os experimentos de acoplamento e dinamica molecular permitiram uma
analise dos residuos de aminodcidos envolvidos e suas interacdes, cujas caracteristicas
contribuiram sobremaneira para as propriedades farmacoldgicas e estabilizagdo do ligante
alicina no meio hidrofébico e de interacdo com a regido de aminoacidos conservados nas
sequéncias de diferentes proteinas integrantes do filo apicomplexa.

O RMSD, energia total, afinidade e interagdes de curto e longo alcance demonstraram o
bom desempenho do ligante alicina com as sequencias de aminodcidos da babesia, este trabalho
buscou estabelecer uma correlacdo dos ensaios bioldgicos “in vitro” e as técnicas de
acoplamento e dinamica molecular aqui apresentadas.

Conclusivamente: a permanéncia do ligante alicina no complexo PDB Id 3SRI
PfAMA1/RON2 durante um periodo de tempo, sujeito as equagdes de movimento, temperatura
e pressao em ambiente solvatado e suas interagdes nos experimentos de acoplamento molecular,
corroboram a disposi¢ao para agir funcionalmente nas proteinas de parasitas do filo
apicomplexa, indicando assim que as propriedades farmacoldgicas da alicina oferecem
condi¢des para sua incorporacdo na dieta animal de equinos como base para um novo farmaco.

Perspectivas futuras apontam o prosseguimento deste trabalho como um projeto, com
experimentos /n Vivo, para a regulagao da dosagem do farmaco, monitoramento dos pardmetros
bioldgicos, cuja entrega serd uma patente, a ela associado, € um produto biotecnologico para o

tratamento e a prevencao de afec¢des causadas por 7. equi e B. caballi em equinos.
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