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RESUMO

O Brasil é o maior exportador mundial de carne bovina e de frango e ocupa a
segunda posicdo na producdo desses alimentos, segundo o Ministério da
Agricultura e Pecuéria (MAPA). Assim, muitos sdo os produtos utilizados na
manutencado desses animais, dentre eles, o endectocida moxidectina (MOX), que €
usada no manejo permanente de carrapatos, piolhos e helmintos. Numa perspectiva
ecotoxicoldgica, esses compostos podem adentrar o ambiente e causar danos a
organismos nao alvo, provocando danos individuais e/ou ecossistémicos.
Recentemente, foi mostrado que a MOX causa estresse oxidativo e atraso de
eclosdo em embrides de peixe-zebra, sinais de toxicidade do desenvolvimento (TD).
Além disso, foi visto também o seu acumulo na regido da cabeca e dos olhos dos
embrides, levando a hip6tese de que a MOX poderia afetar o desenvolvimento do
sistema nervoso. Nesse sentido, o presente trabalho buscou investigar o
envolvimento da MOX com alvos e vias bioldgicas relacionadas a TD, através de
abordagens in silico. Para tanto, foram usadas metodologias de toxicologia de rede
para predicao de alvos moleculares, e de “docking” e dinamica molecular (DM) para
analisar a interacdo do composto com os alvos triados. Os principais alvos
encontrados foram componentes do complexo y-secretase, um complexo proteico
responsavel pela ativacado da via de sinalizacdo Notch, que tem papel importante no
desenvolvimento normal e no estabelecimento de processos fisiopatol6gicos no
sistema nervoso. As simulacbes de “docking” atribuiram energias de ligacéo
satisfatorias da MOX com as subunidades cataliticas da y-secretase (PS1 e PS2).
A DM mostrou que com o complexo alvo-MOX se manteve estavel em ambiente
que simula condig@es fisiolégicas. Por fim, disfuncdo da sinalizacdo celular e da
regulacdo de proteinas com efeitos negativos sobre o desenvolvimento do sistema
nervoso perfazem, pelo menos em parte, o0 modo de acéo téxico da MOX em

embrides de peixe-zebra.

Palavras-chave: Endectocida, Contaminantes emergentes, toxicologia de rede,

Lactona macrociclica, y-secretase e via NOTCH.



ABSTRACT

Brazil is the world's largest exporter of beef and chicken and ranks second in the
production of these foods, according to the Ministry of Agriculture and Livestock
(MAPA). Thus, there are many products used in the maintenance of these animals,
among them, the endectocide moxidectin (MOX), which is used in the permanent
management of ticks, lice and helminths. From an ecotoxicological perspective,
these compounds can enter the environment and cause damage to non-target
organisms, causing individual and/or ecosystem damage. Recently, MOX was
shown to cause oxidative stress and delayed hatching in zebrafish embryos, signs
of developmental toxicity (DT). Furthermore, its accumulation was also seen in the
head and eye region of embryos, leading to the hypothesis that MOX could affect
the development of the nervous system. In this sense, the present work sought to
investigate the involvement of MOX with biological targets and pathways related to
DT, through in silico approaches. To this end, network toxicology methodologies
were used to predict molecular targets, and molecular docking and dynamics were
used to analyze the interaction of the compound with the screened targets. The main
targets found were components of the y-secretase complex, a protein complex
responsible for activating the Notch signaling pathway, which plays an important role
in normal development and in the establishment of pathophysiological processes in
the nervous system. The docking simulations attributed satisfactory binding energies
of moxidectin with the catalytic subunits of y-secretase (PS1 and PS2). Molecular
dynamics showed that the target-MOX complex remained stable in an environment
that simulates physiological conditions. Finally, dysfunction of cell signaling and
protein regulation with negative effects on the development of the nervous system

make up, at least in part, the toxic mode of action of MOX in zebrafish embryos.

Keywords: Endectocidal, Emerging contaminants, Network toxicology,
Macrocyclic lactone, y-secretase and NOTCH pathway.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, € evidente um grande enfoque socioecondmico nas areas
agricola e pecuaria, com o pais contando com um rebanho bovino que supera em
namero a prépria populacdo (IBGE, 2022). Nesse contexto, varios insumos e
medicamentos s&o utilizados na manutencdo deste rebanho, dentre eles, a
moxidectina (MOX), um parasiticida bastante usado no manejo continuo de
carrapatos, piolhos e helmintos. Contudo, esses compostos podem apresentar
efeitos indesejaveis ao atingirem o meio ambiente, causando danos a organismos
nao alvo (Fort Dodge Animal Health, 1997, Muniz et al., 2021).

A MOX é um antiparasitario da classe das lactonas macrociclicas (LMs),
mesmo grupo quimico no qual esta a ivermectina (IVM), subgrupo das milbemicinas
(Prichard; Ménez; Lespine, 2012). Ela é considerada, juntamente com outros
compostos, um contaminante emergente (CE), que é definido como composto
sintético ou de origem natural que ndo é regularmente monitorado no ambiente e
possui potencial para causar prejuizos ecossistémicos e/ou a saude humana
(Geissen et al., 2015).

Embora a MOX no Brasil ndo seja devidamente regulamentada, em outros
paises, como é o caso da Irlanda, ela foi classificada como bioacumulativa e como
uma substancia de alto risco para ambientes aquaticos no cenério europeu (Kools
et al., 2008; Health Products Regulatory Authority, 2018). Nessa perspectiva, uma
revisdo recente apontou que varios estudos, com diferentes organismos e
condi¢des experimentais, vém demonstrando que a MOX e outros representantes
de sua classe (e.g. abamectina, ivermectina, eprinomectina e doramectina)
desencadeiam efeitos categorizados como toxicidade do desenvolvimento (Muniz
et al., 2023).

Previamente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a MOX causa
estresse oxidativo e atraso de eclosdo em embrides de peixe-zebra (Danio rerio

com 96 horas pos fertilizacdo, sinais que indicam toxicidade do desenvolvimento
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(Muniz et al., 2021). Além disso, 0 mesmo trabalho mostrou acumulo desse
antiparasitario na regido da cabeca e dos olhos dos embrides, levando a hipotese
de que a MOX pode potencialmente afetar o desenvolvimento e/ou funcionamento
do sistema nervoso concentrado especialmente nessas regides nessa fase de vida
do peixe-zebra.

Além disso, com o transcorrer dos anos, cada vez mais produtos
farmacéuticos como a MOX vém sendo desenvolvidos, comercializados e utilizados
de maneira negligente (Guo et al., 2016). Assim, a preocupacéo acerca de novas
rotas de contaminacdo ambiental e brechas no conhecimento sobre possiveis
efeitos toxicos e riscos a saude tém crescido exponencialmente. Nesse viés,
estudos ecotoxicoldégicos como o de Muniz et al. (2021) sao impreteriveis na busca
pela mitigacdo de danos e de uma compreensdo mais profunda das possiveis
consequéncias dos contaminantes emergentes.

Diante do grande numero de produtos quimicos produzidos pelas industrias,
0 uso apenas de abordagens experimentais classicas torna a tarefa de avaliar a
toxicidade dos mesmos uma tarefa quase impossivel devido a questdes éticas, de
tempo e econbmicas (Kleandrova et al., 2014). Para mitigar esta problematica,
diversas metodologias in silico, como toxicologia de rede, “docking” e dinamica
molecular (DM), tém sido desenvolvidas, utilizando “softwares” para simular
interacdes moleculares ou analisar as estruturas quimicas buscando entender e/ou
modificar suas fungdes, analisar suas relagcdes com importantes vias moleculares,
além de prever os possiveis efeitos de poluentes sobre os sistemas biologicos
(Kleandrova et al., 2014; Walker; Mceldowney, 2013).

Neste sentido, foi adotado no presente trabalho abordagens de toxicologia
em rede, “docking” e DM moleculares com a finalidade de predizer possiveis alvos
moleculares de toxicidade do desenvolvimento relacionados a exposicdo de
organismos ndo alvo ao antiparasitario moxidectina. Para tanto, foram utilizadas
informacgdes oriundas de Homo sapiens em virtude do grande volume de dados
disponiveis para esta espécie nos bancos e da possibilidade de extrapolar os
resultados obtidos para peixe-zebra em virtude da grande conservacao de genes e

vias biologicas entre as espécies.



19

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Ecotoxicologia: breve contexto histdrico

Para que haja uma melhor compreensédo da importancia de estudos como
este e dos possiveis desdobramentos socioambientais consequentes, é Util
contextualizar brevemente a ecotoxicologia - um dos ramos da ciéncia dedicado a
compreender 0s aspectos e magnitude dos Iimpactos de substancias
antropogénicas ou naturais para 0s ecossistemas e suas espécies (Moriarty, 1988;
Belden, 2020).

Inicialmente, embora seja possivel remontar os impactos nocivos da
atividade humana no meio ambiente desde o desenvolvimento da civilizagdo, ha
alguns milhares de anos, é durante a Revolucdo Industrial (século XVIII) que
observamos um aumento significativo desses impactos (Hoffman et al., 2002; Vighi;
Villa, 2013). Neste periodo, a cultura humana mudou drasticamente em varios
paises, saindo de uma base econdmica e cultural majoritariamente rural para
converter-se em uma civilizacdo urbana industrializada, em constante e rapido
desenvolvimento. Com isto, a producao reduzida e manual foi substituida por um
modelo em larga escala através do advento das fabricas e maquinarios. Com o
progressivo crescimento na producdo, o uso de substancias quimicas, como
combustiveis fosseis e produtos quimicos industriais, também se intensificou,
resultando no despejo de residuos no ambiente sem que houvesse uma real
compreensao dos seus riscos. A crescente poluicdo e degradacdo dos ambientes
naturais despertaram preocupacdes acerca dos efeitos negativos dessas praticas
no meio ambiente e na saude humana (Fuller et al., 2022).

No entanto, somente apds a Segunda Guerra Mundial, com o
desenvolvimento de uma variedade de produtos quimicos sintéticos amplamente
utilizados, em especial os pesticidas e outras substancias agricolas, que a
ecotoxicologia consolidou-se como campo de estudo cientifico (Chapman, 2002). O
termo “ecotoxicologia” foi cunhado pela primeira vez em 1969 pelo professor René

Truhaut, um toxicologista francés, que definiu a area como a ciéncia que estuda os
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efeitos toxicos de varios agentes em organismos vivos, considerando as populacées
e comunidades dos ecossistemas (Truhaut, 1977). Antes mesmo da ecotoxicologia
ser definida como um campo de estudo, preocupacfes ambientais jA eram
denunciadas publicamente por outros estudiosos. Em 1962, a bidloga e escritora
norte americana Rachel Carson, publicou seu livro “Primavera Silenciosa”,
alertando para os efeitos devastadores dos pesticidas na saude animal e ambiental,

com énfase para o Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) (Carson, 1962).

2.2. O advento da agricultura e o controle de organismos indesejaveis

No periodo em que os seres humanos adotavam um estilo de vida baseado
na caca e coleta de recursos, a lista de vetores biolégicos que os afetavam
provavelmente néo era extensa. E possivel imaginar que os humanos dessa época
enfrentavam problemas com moscas, mosquitos, pulgas e piolhos, e os métodos
para lidar com estes, eram, provavelmente rudimentares. Entretanto, a partir do
momento que a espécie humana constréi assentamentos e o desenvolvimento da
agricultura e da criacédo de animais comec¢am, aproximadamente 10 mil anos atras,
0 cendrio muda drasticamente (Flint; Bosch, 1981).

Inicialmente, as praticas de controle de organismos indesejados eram
comumente baseadas em crencas e misticismo, como oferendas e outros ritos.
Contudo, com o progresso tecnolégico e do conhecimento, métodos que usavam
substancias naturais se tornaram mais comuns. Por exemplo, os sumérios, por volta
de 2500 a.C., utilizavam compostos de enxofre no controle de insetos e acaros. Em
outro contexto, os chineses, por volta de 1200 a.C., desenvolveram inseticidas a
base de plantas, usados no tratamento de sementes e fumigacdo (processo
empregado também no combate a doencas). Além disso, esse mesmo povo
aplicava cal e cinzas de madeira no solo para auxiliar no crescimento e prote¢cao
das plantagdes, técnicas estas usadas até os dias de hoje (Flint; Bosch, 1981).

Assim como na agricultura, a criagdo de animais trouxe diversos beneficios

para a espécie humana. Eles eram usados na aquisicdo de alimentos como carne,
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ovos e leite, assim como possuiam uma fungéo central no transporte e manutencéo
das lavouras e estoques. No antigo Egito, o gado era venerado e varios deuses
possuiam caracteristicas fisicas as quais remetiam a esses animais. Nessa
perspectiva, o crescimento dos rebanhos levou ao aparecimento e disseminagao de
doencas (Schwabe, 1978; Doeschl-Wilson et al., 2021). Para manter a saude
desses animais e tratar eventuais enfermidades, varias substéncias e
procedimentos passaram a ser empregados. Na india, por exemplo, entre 2000 e
1000 a.C. escritos se referem ao uso de ervas, 6leos, extratos de flores e frutos,
bem como procedimentos cirargicos no tratamento animal (Somvanshi, 2006).

Ao longo dos séculos, os métodos de controle biolégico sofreram uma
ampla variacdo, embora alguns ainda persistam a passagem do tempo. No inicio do
século XX, ja havia um grande nimero de pessoas envolvidas no estudo e controle
desses organismos. A entomologia, a parasitologia e as pesquisas acerca de
patologias causadas por esses eram substanciais na época. As abordagens usadas
iam desde estratégias de manejo até a aspersdo e fumigacdo de compostos
inorganicos, como o arsenato de chumbo, um quimico extremamente toxico ndo
apenas para insetos, mas também para humanos e outros animais (Flint; Bosch,
1981).

As pesquisas em controle biolégico se mantiveram em um patamar estavel
durante as primeiro quatro décadas do século XX. Entretanto, pressdes causadas
pela Segunda Guerra Mundial (1939-1945) foram o estopim para uma grande
revolucao nesse campo. O desenvolvimento de uma série de compostos sintéticos,
a exemplo do DDT, o qual foi majoritariamente usado como pesticida, mas também
chegou a ser administrado na medicina veterinaria (Flint; Bosch, 1981; Campbell,
1999; Zhang et al., 2017).

2.3. Contaminantes de Preocupacédo Emergente (CPE)

Com o aumento exacerbado da populacdo e, consequentemente, da

demanda por produtos que supram todas as necessidades humanas (e.g.
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agropecudria, construcdo, automobilistica etc.), centenas de milhares de produtos
quimicos, das mais diversas origens, passaram a ser produzidos, utilizados e
descartados (UNIDO, 2023). Dentre essas substancias, um grupo especifico
ganhou destaque e foi denominado "contaminantes de preocupagéo emergente"”
(CPE), ou apenas “contaminantes emergentes”. Nesse viés, estes quimicos podem
ser de origem natural ou antropogénica (humana) e frequentemente ndo séo
monitorados no ambiente ou sequer possuem regulamentacdo, podendo ser
potencialmente tdxicos e apresentar riscos a saude ecossistémica e humana
(Sauve; Desrosiers, 2014; Aga, 2016; Nawaz; Taheran et al., 2018; Sengupta, 2019;
Noguera-Oviedo; Pompéo; Moschini-Carlos; Lopez-Doval, 2022;). Os CPE podem
ser encontrados em diversos ambientes, incluindo agua, ar e solo (Khan et al.,
2022).

De acordo com Malule, Murillo e Manotas (2020) houve um aumento
significativo na publicacdo de artigos sobre CPE no periodo de 2000 a 2019. Usando
uma analise bibliogréafica, os autores relataram a publicacdo de um total de 4968
artigos. Dentre os compostos mais estudados estavam os produtos farmacéuticos
e de cuidado pessoal, organo-halogenados e agrotéxicos de maneira geral. Estes
dados denotam um aumento significativo da preocupacéo da comunidade cientifica
e de 6rgaos publicos com esses compostos.

Os componentes dessa classe de contaminantes incluem: produtos relacionados a
cuidados pessoais (como cosméticos e produtos de higiene - e.g. triclosan),
desreguladores enddcrinos (como bisfenol-A), adocantes artificiais (como
sucralose), nanomateriais (como grafeno, nanoplastico), horménios (como
esteroides), fragrancias, retardantes de chama (como hidroxido de aluminio),
plastificantes (como DEHP), polimeros, toxinas de origem algal, surfactantes,
agrotoxicos (como 2,4-D, atrazina, glifosato), medicamentos para uso humano e
veterinario (como acetaminofeno e moxidectina), dentre outros agentes quimicos
(Lange et al., 2012; Richardson, 2012; Richardson; Kimura, 2016; Khan et al., 2022).
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2.4. Medicamentos de uso veterinario no Brasil

No Brasil, a agropecuaria representa atualmente o carro chefe da economia.
O pais sempre aparece na lista dos maiores produtores e exportadores dessa area.
De acordo com dados do panorama da agropecuaria brasileira disponibilizados pelo
Ministério da Agricultura e Pecuéaria (MAPA) de 2023/2024, o Brasil ocupou a
segunda posicdo na producdo mundial de carne bovina e de frango, e a quarta
posicdo no que diz respeito a carne suina. No ranking de maiores exportadores
mundiais, para 0 mesmo periodo, atingiu o primeiro lugar para as carnes bovina e
de frango e o terceiro para a suina (MAPA, 2024). Considerando apenas o rebanho
bovino, que totaliza cerca de 234 milhdes de animais (ABN - agropecuaria brasileira
em numeros, 2024), nUmero que supera a populacdo humana brasileira (IBGE,
2022). Com isso, a necessidade de uma elevada producdo e comercializagéo de
medicamentos veterinarios torna-se obrigatdria, pois quanto mais individuos maior
a probabilidade do surgimento e disseminacédo de doencas. Nessa perspectiva, o
Brasil foi considerado como um dos cinco maiores mercados de medicamentos
veterinarios do mundo (Capanema et al., 2007; Souza, 2021).

Os medicamentos veterinarios sdo usados na prevenc¢ao e no tratamento
de doencas, principalmente em animais de producdo e em animais domeésticos/de
estimacdo. Esses medicamentos sao divididos em classes e cada uma possui
modos de acdo distintos. Sua classificacdo é feita com base em sua natureza
quimica e seus efeitos biolégicos. Segundo Boxall et al. (2008), os grupos mais
notaveis sdo: parasiticidas, antibiéticos, antifingicos, hormoénios e promotores de
crescimento. Em 2022, de acordo com o Sindicato Nacional da Industria de
Produtos para Saude Animal a industria veterinaria brasileira atingiu um faturamento
liguido de R$ 10,363 hilhdes e como ja era de se esperar as espécies com maior
demanda foram os ruminantes, com uma parcela de 51% da receita (Sindan, 2022).

Os medicamentos veterinarios passaram a ser regulamentados no Brasil a
partir de 13 de fevereiro de 1969 com o Decreto-Lei n°® 467 (BRASIL, 1969), o qual
dispde sobre a fiscalizacdo de produtos de uso veterinario, dos estabelecimentos

gue os produzem, dentre outras providéncias. Desde entdo, outros decretos e
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portarias vieram de modo a alterar e/ou implementar as condi¢des ja previstas pelo
decreto inicial (MAPA, 2023).

Essa regulamentacdo € de suma importancia, pois os farmacos e seus
metabolitos tém a capacidade de contaminar de forma direta e indireta os
ecossistemas aquéaticos e terrestres. A entrada desses produtos no ambiente pode
ocorrer de varias formas a depender de sua composicdo quimica e modo de
aplicacdo. A respeito da administracdo, essa pode ocorrer de multiplas formas,
dentre elas: oral, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, intravenosa,
intradérmica, intranasal e topica. Uma vez adentrado o ambiente, esses quimicos
tém o potencial de acarretar uma série de efeitos ndo desejados a organismos nao
alvo (organismos os quais ndo eram o real alvo da aplicacéo - e.g. invertebrados e
peixes). Esses impactos podem levar a alteragfes sutis a nivel de individuo ou até
mesmo ter uma repercussao em grau transgeracional e populacional, a qual tém a
capacidade de desestruturar a cadeia trofica por inteiro (Oliveira et al., 2009, Muniz
et al., 2023).

2.4.1. Antiparasitarios

Dentre os medicamentos veterinarios mais utilizados no Brasil e no mundo
destacam-se os antiparasitarios. Em 2021, os antiparasitarios representaram a
maior parcela do mercado global de cuidados com animais, totalizando de 34,1%
(HeathforAnimals, 2022). Esses farmacos, como o préprio nome indica, sdo usados
na profilaxia e tratamento de infec¢cdes causadas por parasitas. Eles podem ser
subdivididos em dois grandes grupos: anti-helminticos e antiprotozoérios. Além
disso, a localizacdo do parasita no corpo do individuo também conta como critério
classificatorio, no qual ha: ectoparasiticidas, endoparasiticidas e endectocidas, para
0 combate a parasitas externos, internos e ambos, respectivamente (Selzer; Epe,
2021).

As doencas causadas por parasitas sao de importancia global visto que
afetam mais de 1 bilhdo de pessoas (Campbell; Soman-Faulkner, 2019). Além

disso, esses organismos representam um risco a producdo animal e de alimentos.
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No contexto brasileiro, de 2015 a 2021, os antiparasitarios corresponderam a mais
de 25% do mercado de medicamentos veterinarios, detendo as maiores taxas de
comercializacdo, prescricdo e uso dentre as classes terapéuticas veterinarias
(Sindan, 2022)

Recentemente, em 2019, com o surgimento e propagacdo da pandemia da
COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2 e suas variantes, multiplas drogas
foram propostas visando seu tratamento, dentre elas uma causou muitas polémicas
e controvérsia: a ivermectina, um antiparasitario classico e de extensa
comercializagdo. O uso descontrolado desse medicamento durante a pandemia
levou muitos grupos de pesquisa a investigarem os efeitos ecotoxicolégicos néo
apenas da IVM, mas também de outros membros de sua classe (Farias et al., 2020;
Popp et al., 2021).

2.4.2. Lactonas macrociclicas: a moxidectina e seus impactos ambientais e a
saude humana

Quando se trata de antiparasitarios € impreterivel citar uma classe que
revolucionou o tratamento dessas infec¢des, as lactonas macrociclicas (Figura 1).
As LMs sdo uma classe de quimicos derivados do processo de fermentacao
realizado por bactérias de solo do género Streptomyces (Vercruysse; Rew, 2002).
Essas bactérias foram observadas pela primeira vez pelo pesquisador Satoshi
Omura e sua equipe, no Japéao, na década de 1970 (Burg et al., 1979). Em 1981, a
IVM, primeira LM, foi lancada no mercado. Nesse contexto, essas substancias
compdem um grupo de compostos altamente hidrofébicos e que possuem um amplo

espectro de acao antiparasitaria (Muniz et al., 2021).
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Moxidectina lvermectina

Milbemicina A4 Doramectina

Abamectina

Figura 1. Estrutura quimica dos principais membros da familia das lactonas
macrociclicas. A esquerda compostos pertencentes as milbemicinas e a direita
componentes das avermectinas. Estruturas geradas na plataforma Marvin JS

(https://marvinjs-demo.chemaxon.com/latest/demo.html).
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As LMs séo subdivididas em 2 grupos, as avermectinas e as milbemicinas.
As avermectinas compreendem abamectina, emamectina, doramectina,
eprinomectina, selamectina e ivermectina, e as milbemicinas sdo nemadectina,
milbemectina, milbemicina oxima e a moxidectina, a mais popular desse subgrupo.
O uso das LMs é aprovado para diversas espécies, desde de animais de estimacdo
a humanos (Molento, 2000; Vercruysse; Rew, 2002). Quanto ao mecanismo de
acao, esses quimicos tém efeito principalmente no sistema nervoso do parasita,
aumentando o influxo de ions cloreto por meio de ligacéo com receptores GABAa e
canais regulados por glutamato. Essas interagcdes levam a relaxamento muscular
generalizado em invertebrados (Vercruysse; Rew, 2002). Segundo Menéz et al.
(2012), a MOX e a IVM podem atuar também como moduladores alostéricos
positivos para a resposta induzida por GABA.

Em termos de pesquisa, o nimero de artigos publicados em bancos de
dados como PubMed e Science Direct com as avermectinas é bem maior que
agueles publicados com as milbemicinas. Por isso, se sabe relativamente pouco
acerca dos efeitos toxicos, sobretudo crénicos, das milbemicinas. Mesmo a MOX,
que dispde de maior destaque dentro da subclasse, carece de dados e de devida
regulamentacdo em alguns paises. No contexto brasileiro, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regula o limite maximo de residuos da MOX e de
outros medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal, mas néo
possuem regulamentacado e controle de seus niveis ambientais (ANVISA, 2018).

Em contrapartida, outros paises, a exemplo da Irlanda, classificam a MOX
como bioacumulativa e como uma substancia com um alto risco de incidéncia em
ambientes aquaticos no cenario europeu (Health Products Regulatory Authority,
2018; Kools et al., 2008). Um estudo do nosso grupo de pesquisa confirmou o
potencial toxico e bioacumulativo do antiparasitario (Figura 2) (Muniz et al., 2021).
Além disso, outro artigo, mais recente, da mesma autora revisou 0S principais
efeitos toxicos das LMs encontrados na literatura. O estudo salientou o potencial
desses quimicos na alteracdo e inibicdo de crescimento em multiplos taxons,
diversas alteracoes comportamentais, reprodutivas, transcricionais e mortalidade
(Muniz et al. 2023).
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Figura 2. Distribuicdo espacial da moxidectina em embrides de peixe-zebra
determinada com MALDI-MSi. A variacdo de cor representa o acimulo do composto
nos embrides. Medi¢cdes pos-exposicdo estdo indicadas a esquerda, enquanto na

direita estdo demonstrados os controles negativos.
Fonte: Muniz et al., 2021

Recentemente, a MOX foi aprovada para o tratamento da oncocercose
humana, doenca parasitaria causada pelo nematéide filarial Onchocerca volvulus,
também conhecida como “cegueira do rio” (Milton et al., 2020). A oncocercose é
uma doenca tropical negligenciada (DTN), que sdo doencas causadas por agentes
infecciosos ou parasitas, endémicas de populacbes com baixa renda (Fiocruz,
2024). A sua transmissao ocorre por meio de repetidas picadas de mosquitos pretos

do género Simolium infectados com as larvas dos parasitas. Em testes clinicos, o
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antiparasitario causou alguns efeitos adversos como dores de cabeca, coceira,

irritacdo na pele, taquicardia e hipotensao ortostatica (Milton et al., 2020).

2.5. Metodologias in silico na predi¢cao de toxicidade

2.5.1. Toxicologia de rede

Quando a interacéo entre ligantes e alvos é ensinada nas aulas de cursos
médios e superiores, comumente € utilizada a analogia da “chave e fechadura”, na
qual uma molécula especifica atua como uma “chave” Unica que encaixa em um
dado alvo que seria considerado a “fechadura”. Nas ultimas décadas, a busca por
ligantes cada vez mais especificos, evitando interagbes com outros alvos e
consequentes efeitos ndo desejados, tornou-se um grande paradigma no
desenvolvimento de novas substancias, principalmente medicamentos (Hopkins,
2007; Sun et al., 2022). Entretanto, torna-se cada vez mais evidente que uma
“chave” (ligante) pode encaixar em varias “fechaduras” (alvos), e que a principio
essa interacao é muito mais comum do que se pensava (Yildirim et al., 2007; Qing
et al., 2020). Nesse contexto, as abordagens da biologia de redes se apresentam
como uma excelente alternativa para a analise das interacdes diferentes possiveis
entre moléculas.

Uma das abordagens da biologia de redes, a qual vem ganhando
reconhecimento, é a toxicologia de rede. Segundo Zhang (2016), a toxicologia de
rede € uma area de estudo interdisciplinar que reine um grupo de métodos in silico
gue buscam compreender os efeitos danosos de substancias toxicas aos sistemas
biolégicos, por meio de uma perspectiva de redes, avaliando interacdes
moleculares, assim como mecanismos de acdo e vias de sinalizacdo. Através de
bancos de dados, sites e softwares, 0s quais conseguem simular centenas ou até
milhares de conexdes simultaneas, torna-se mais simples a tarefa de escolher as
melhores moléculas para posteriores testes in vitro ou in vivo, poupando vidas

animais, tempo e recursos.
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2.5.2. “Docking” e dinamica moleculares

O “docking” molecular ou ancoragem € uma ferramenta que vem ganhando
notoriedade nas Udltimas décadas impulsionada pelas demandas da biologia
molecular estrutural e do desenvolvimento de medicamentos (Gill et al., 2016). O
avanco computacional e de acesso a bancos de dados tém lancado bases para seu
crescimento e popularizagdo. Nessa técnica, geralmente se usa uma molécula
pequena como ligante e uma macromolécula alvo. Entretanto, o “docking” pode ser
realizado também entre moléculas grandes como é o caso das interacdes proteina-
proteina ou até mesmo com DNA (&cido desoxirribonucleico) ou RNA (&cido
ribonucleico (Morris, 2008; Stanzione; Giangreco; Cole, 2021). De modo geral, o
processo consiste em posicionar um ligante no sitio ativo de uma proteina ou em
outra parte de interesse da estrutura, e encontrar a melhor orientacdo do ligante, o
qual ira formar um complexo com o minimo de energia global (Stanzione;
Giangreco; Cole, 2021). Os ensaios de “docking” molecular compreendem a
avaliacdo dos resultados de afinidade de ligacdo das melhores conformacdes a
partir de diferentes funcdes de pontuacédo e/ou diferentes programas de docking.
Este tipo de analise contribui para reduzir o nimero de falsos positivos e aumentar
a probabilidade de acertos (Stanzione; Giangreco; Cole, 2021).

Como citado anteriormente, as simulacdes podem ser realizadas em varios
programas distintos, os quais geralmente possuem algoritmos e fungbes de
pontuacao diferentes, por isso a importancia do uso de mais de um programa para
diminuir a probabilidade de incongruéncias. Contudo, os programas enfrentam um
problema com a flexibilidade das estruturas. As proteinas, de modo geral, ndo séo
estruturas rigidas, possuindo partes mais e menos moveis. Os programas lidam com
isso de diferentes maneiras. Alguns deles realizam apenas “dockings” rigidos,
outros semiflexiveis e outros totalmente flexiveis (Fan; Fu; Zhang, 2019). Alterando
a mobilidade de uma estrutura, também podem ser alterados os resultados.
Proporcionalmente, quanto mais flexivel for a estrutura, maior o custo
computacional. Desse modo, a flexibilidade continua sendo um desafio para os

pesquisadores (Fan; Fu; Zhang, 2019).
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Além disso, outra preocupacao que limita essa abordagem ¢é a exclusao de
moléculas de agua, cofatores, entre outros, os quais podem estabelecer interacdes
entre o receptor e o ligante. Para superar esta limitacdo, uma estratégia bastante
aceita na investigagdo do mecanismo de acao e melhores conformacgdes dos
compostos séo as simulagdes de dinamica molecular (DM). Fundamentalmente, DM
€ um método in silico que estuda o movimento dos atomos e moléculas, usando
como base as equacdes de movimento de Newton. A abordagem tenta estimar a
flexibilidade das interacdes entre proteinas e ligantes diante de parametros que
simulam condi¢bes fisiolégicas, como temperatura, pressdo, solventes e ions
(Bermudez et al., 2016; Hollingsworth; Dror, 2018).

Nessa perspectiva, as abordagens computacionais sdo valiosos métodos
para a realizacdo de trabalhos como este, pois, tornam possivel a triagem de
inUmeros dados bioldgicos sem a necessidade de sofrimento animal, com utilizacao
de baixo custo financeiro e humano, além de manter padrées de confiabilidade

cientifica e reprodutibilidade.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Predizer, por metodologias in silico, alvos moleculares associados a
toxicidade do desenvolvimento do antiparasitario moxidectina em organismos nao

alvo.

3.2. Objetivos especificos

e Selecionar em bancos de dados alvos moleculares estruturalmente
associados a moxidectina, bem como alvos associados a toxicidade do
desenvolvimento.

e Elucidar as principais funcdes biologicas afetadas pela interacdo da
moxidectina.

e Avaliar a viabilidade da interacdo da moxidectina com os alvos selecionados.
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4. METODOLOGIA

Na metodologia empregada, foram utilizadas ferramentas de Toxicologia de
Rede (NP, do inglés “Network Toxicology”), para investigar os possiveis alvos da
moxidectina, assim como sua correlacdo com proteinas e vias associados a
toxicidade do desenvolvimento, baseando-se e adaptando a metodologia de Souza
et al. 2023. Além disso, foi avaliada a viabilidade de interacdo entre a MOX e 0s
alvos encontrados, através do “docking” e DM, conforme ilustrado no esquema
apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Fluxograma metodoldgico.

Nota: MOX: Moxidectina; TD: Toxicidade do Desenvolvimento; IPP: Interacdo Proteina-Proteina;
MCC: “Maximal Clique Centrality”
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4.1. Toxicologia de rede

4.1.1. Estrutura quimica da moxidectina e aquisi¢do dos alvos moleculares

A estrutura quimica 2D da MOX foi obtida através do banco de dados
PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/). Em seguida, essa estrutura foi
submetida a base de dados Swiss Target Prediction
(http://www.swisstargetprediction.ch/) para a predi¢cao de genes relacionados.

Os alvos referentes a toxicidade do desenvolvimento foram obtidos,
utilizando as palavras-chave “development toxicity” e “developmental toxicity” nos
bancos de dados GeneCards (https://www.genecards.org/) e Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM, http://omim.org/), respectivamente. Usando a espécie
Homo sapiens como referéncia na busca. Os nomes dos genes foram padronizados
utilizando a base de dados UniProt (https://www.uniprot.org/). Apés a unido dos
alvos da TD de ambas as bases, as duplicatas foram excluidas. As anélises foram

realizadas no periodo de 19 de fevereiro a 19 de margo de 2024.

4.1.2. Diagrama de Venn e construcao da rede de interacdo proteina-proteina
(IPP)

Para identificar a interseccdo entre os genes relacionados a MOX e a
toxicidade do desenvolvimento, foi criado um diagrama de Venn usando a
ferramenta Draw Venn Diagram
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). Os alvos em comum foram
inseridos na base de dados STRING (https://string-db.org/) para a constru¢cédo da
rede de interagdo proteina-proteina (IPP). O score minimo foi definido como 0.7,
qgue traz um alto nivel de confiabilidade, e apenas dados de experimentos foram
utilizados como fonte de interacdes ativas. A IPP realiza a andlise de interacbes

diretas entre a lista de alvos adicionados e gera uma rede na qual as proteinas séo
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representadas como “ndés” e a interacdo entre elas como linhas as quais as

conectam.

4.1.3. Analise topoldgica darede IPP

A rede IPP foi importada para o programa Cytoscape 3.10.1. Em sequéncia,
foi usada a extensédo cytoHubba para ranquear os 10 “nés” (top 10) baseado no
parametro MCC (do inglés “Maximal Clique Centrality”). Basicamente, o MCC
refere-se a importdncia de um né o qual estd inserido em um grupo de nos,
completamente interligados, em relacdo aos outros (Meghanathan, 2016). Além
disso, foi usada a ferramenta de analise de redes para as andlises topoldgicas,
incluindo as variaveis grau (k), coeficiente de agrupamento, centralidade de
proximidade (CC?, do inglés “Closeness Centrality”), centralidade de intermediagédo
(BC, do inglés “Betweenness Centrality”) e comprimento médio do caminho mais
curto (ASPL, do inglés “Average Shortest Pathway Length”).

O grau ou k designa a quantidade de conexdes que um n6 forma com outros
dentro de uma rede. Quanto mais alto o k, maior o niumero ligagdes. Os nés com
grau mais alto sdo importantes na transmissao de informacdes dentro das redes. O
coeficiente de agrupamento mede o grau de densidade dos grupos de nés. Ja o
CC?, indica quantos vizinhos diretos de um né estdo interconectados, apontando
agueles que espalham a informacéo de forma mais eficiente. Por outro lado, o BC
mensura a capacidade de um n6é em conectar outros. Um alto BC, sugere nds
importantes no estabelecimento de pontes entre diferentes partes das redes,
atuando na transmisséo e controle do fluxo de informagdes. Por fim, a medida ASPL
determina o comprimento médio do caminho mais curto de um né em relacao a
todos os outros (Souza et al., 2023). As analises descritas acima foram

desenvolvidas no periodo de 19 de marco a 15 de abril de 2024.
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4.1.4. Analise de enriguecimento

A andlise de enriquecimento € um método da biologia computacional
aplicada na identificacéo de fungdes bioldgicas que estao “super representadas” em
um grupo de genes, mais do que deveriam estar normalmente, e as classifica por
relevancia (Chicco; Agapito, 2022). Para essa andlise foi utilizada a base de dados
Consensus PathDB (http://cpdb.molgen.mpg.de/). Foram empregadas duas
abordagens de enriquecimento, Gene Ontology (GO) e Reactome. No GO, foram
usadas as categorias Processo Biologico (BP, do inglés “Biological Process”),
Fungdo Molecular (MF, do inglés “Molecular Function”) e Componente Celular (CC*,
doinglés “Cellular Component”). Foram considerados estatisticamente significativas
as vias Reactome e termos GO com p-valor < 0,01. Os 15 primeiros termos GO para
BP, MF e CC?! foram escolhidos, assim como o top 30 das vias Reactome. Os

graficos foram gerados usando R, através do pacote ggplot2.

4.2. “Docking” molecular

A interacdo entre 0s 6 primeiros alvos na rede IPP que apresentaram melhor
resultado na classificagdo por MCC e a MOX foi avaliada por “docking” molecular.
O principal motivo para a escolha dessa quantidade em especifico € devido ao fato
de todos eles serem constituintes do mesmo complexo proteico - y-Secretase. Os

passos metodoldgicos seguiram o seguinte fluxo:

| - Obtencéo dos ligantes: a estrutura 3D da MOX (CID: 9832912) e do controle
positivo MRK-560 (CID: 11577204) foram obtidas na base de dados PubChem,
ambos em formato SDF (“Spatial Data File”).

Il - Obtencgao e preparagao das macromoléculas: foram baixados dois complexos y-
secretase do PDB (“Protein Data Bank”), um possuindo a subunidade catalitica
Presenilina 1 (PS1) e outro com a subunidade Presenilina 2 (PS2), referenciados
pelos codigos 6lYC e 7Y5X, respectivamente. Consecutivamente, as proteinas

foram encaminhadas para o programa Discovery Studio 2021, onde foram
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removidas as moléculas de agua e ligantes desnecesséarios, além de serem
adicionadas ligacbes de hidrogénio polares. ApoOs isso, a energia global foi
minimizada no programa Swiss-PdbViewer 4.1.0 (https://spdbv.unil.ch/).

Il - As simulacdes de docking molecular foram efetuadas em dois programas, o
Molegro Virtual Docker (MVD) 6.0 e o Autodock Vina (interface PyRx). No MVD as
macromoléculas passaram por ajustes na protonacdo nos aminoacidos que
necessitavam. As dimensdes da “grid box” foram definidas como 20x20x20 A em
ambos os programas. Pelo fato de todas as proteinas de interesse fazerem parte
do mesmo complexo proteico e apresentarem sua funcéo bioldgica nessa condicéo,
optou-se por usar durante as simulacfes apenas o sitio ativo do complexo formado,
o qual encontra-se na PS1 e PS2.

IV - A avaliacdo das interagfes entre os residuos de aminoécido dos alvos com 0s

ligantes e geracao das imagens se sucederam no Discovery Studio 2021.

4.3. Dinamica molecular

As simulagbes de DM foram realizadas para estimar a flexibilidade das
interacdes entre proteinas e ligantes, usando o software GROMACS 5.0 (Programa
Horizon 2020 da Unido Europeia, Suécia) (Berendsen; Spoel; Drunen, 1995;
Abraham et al., 2015). Para a preparacao das topologias das proteinas e ligantes
foi usado o campo de forca GROMOS96 54a7.

A simulacdo DM foi realizada utilizando o modelo de 4gua SPC de carga
pontual, estendido em uma caixa cubica (Bondi, 1994). O sistema foi neutralizado
pela adicao de ions (Cl- e Na+) e minimizado para remover maus contatos entre
moléculas complexas e o solvente. O sistema foi balanceado a 300 K, usando o
algoritmo V-rescale de 100 ps (picossegundos), representado por NVT (numero
constante de particulas, volume e temperatura), seguido de equilibrio a 1 atm
(atmosfera) de pressao, com o algoritmo de Parrinello-Rahman como o NPT
(particulas de presséao e temperatura constantes), até 100 ps. As simulacdes de DM

foram realizadas em 50.000.000 passos, a 100 ns (nanossegundos).
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Para determinar a flexibilidade da estrutura e se o complexo é estavel
préximo a estrutura experimental, os valores de RMSD (Desvio Quadréatico Médio)
de todos os atomos de Ca foram calculados em relagdo as estruturas iniciais.
Também foram analisados os valores de RMSF (Raiz Quadrada da Flutuagéo
Quadréatica Média), com o objetivo de compreender os papeéis desempenhados
pelos residuos proximos ao sitio de ligacao do receptor. O RMSD analisa a distancia
meédia entre os atomos de Ca de uma estrutura, quando a linha do gréafico sobe,
significa que houve um distanciamento entre os atomos analisados, e quando ela
desce esses atomos estdo mais proximos uns dos outros. JA RMSF mensura a
flexibilidade dos residuos de aminoacido das estruturas investigadas durante a
simulacédo. Os graficos RMSD e RMSF foram construidos no software Grace (Grace
Development Team, http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/) (Nachbagauer et al.,
2021).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Alvos da MOX relacionados com toxicidade do desenvolvimento

Apos a padronizacdo no UniProt e remocdo de duplicatas, foram
encontrados 1003 genes através do Swiss Target Prediction relacionados com a
MOX e 9530 provenientes do GeneCards e OMIM para toxicidade do
desenvolvimento. No diagrama de Venn, a intersecc¢ao resultou em 102 alvos em
comum entre a MOX e a toxicidade do desenvolvimento (Figura 4), que foram
usados para construir a rede de IPP na plataforma STRING. Os resultados foram
levados ao Cytoscape para serem visualizados e analisados.

MOX

TD

Figura 4. Diagrama de Venn demonstrando a quantidade de alvos relacionados
com a moxidectina (MOX - em azul) e a toxicidade do desenvolvimento (TD - em
vermelho). Na intersecc¢éo, 0os genes em comum.
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De acordo com a andlise realizada pelo programa, a rede IPP era formada
por 52 nés e 70 conexdes entre eles (Figura 5). Apoés isso, foi executada a analise
topologica da rede com a ferramenta Network Analyzer, e os dados resultantes
estdo expostos na Tabela 1. Dentre os 10 alvos identificados como os principais nos
pelo método MCC, 6 se destacaram por serem componentes de um mesmo
complexo proteico, a y-secretase. Sendo esses: Nicastrina (NCSTN), Presenilina 1
(PSEN1), Presenilina 2 (PSEN2), Potencializador de Presenilina (PSENEN), Aph-1
homélogo A e Aph-1 homdlogo B (Figura 6). Além destes, PSMB5 e 8 (subunidades
do proteassoma S20), HSP90AAL (Proteina de Choque Térmico 90-Alfa Classe A
membro 1) e GRB2 (Proteina 2 Ligada ao Receptor de Fator de Crescimento),

também estéo ilustrados (Figura 6).
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PDE2A MAPKS IGEAR CTSK

PDESA MAPKS9 INSR CTsL

Figura 5. Rede de Interacdo Proteina-Proteina (IPP) da toxicidade do
desenvolvimento induzida pelo antiparasitario de uso veterinario moxidectina. Cada
“nd” (circulo) representa um gene e as linhas indicam a conexao entre eles. A
mudanca na cor esta diretamente relacionada com o parametro de centralidade de

intermediacdo (BC) e seus tamanhos representam o grau de conectividade (k).



42

Tabela 1. Analise das medidas topoldgicas da rede IPP da toxicidade do
desenvolvimento induzida pelo antiparasitario de uso veterinario moxidectina, por
meio da ferramenta Network Analyzer presente no programa Cytoscape 3.10.1. k:
grau; BC: “Betweenness Centrality”; CC?2: “Closeness Centrality”; ASPL: “Average
Shortest Pathway Length”.

Coeficiente de

Proteina N6 k ASPL BC CcC
agrupamento
ABL Proto-Oncogene 1 ABL1 2 0,0000 2,8462 10,1149 0,3514
Proteina de Choque Térmico 90 Alpha
classe A membro 1 HSP90AAl 7 0,1429 2,5385 0,6195 0,3939
Proteina ligada ao receptor do fator de

crescimento 2 GRB2 7 0,0476 3,0000 0,4518 10,3333

Aph-1 Homdloga A, subunidade gamma-
Secretase APH1A 4 1,0000 1,2000 0,0000 0,8333
Nicastrina NCSTN 5 0,9000 1,0000 0,0250 1,0000
Presenilina 1 PSEN1 5 0,9000 1,0000 0,0250 1,0000
Presenilina 2 PSEN2 5 0,9000 1,0000 0,0250 1,0000

Potenciador de Presenilina, subunidade
gamma-Secretase PSENEN 5 0,9000 1,0000 0,0250 1,0000

Aph-1 Homdloga B, subunidade gamma-
Secretase APH1B 4 1,0000 1,000 0,0000 0,8333
Caspase 3 CASP3 1 0,0000 1,5000 0,0000 0,6667
Caspase 8 CASP8 2 0,0000 1,0000 1,0000 1,0000
Fator de Necrose Tumoral TNF 1 0,0000 1,5000 0,0000 0,6667
Ciclina A1 CCNAl 2 0,0000 4,8846 0,0007 0,2047
Cinase Dependente de Ciclina 2 CDK2 4 0,0000 4,0000 0,0746 0,2500
Cinase Dependente de Ciclina 1 CDK1 4 0,0000 4,0000 0,0746 0,2500
Ciclina A2 CCNA2 4 0,1667 3,4231 0,1177 0,2921
Cinase Dependente de Ciclina 4 CDK4 4 0,3333 2,8077 0,4731 0,3562
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Coeficiente de

Proteina N6 agrupamento ASPL BC CcC
Cinase Dependente de Ciclina 6 CDK6 0,6667 3,4615 0,0023 0,2889
Ciclina E1 CCNE1 0,1000 3,2692 0,2654 0,3059
Cinase Dependente de Ciclina 5 CDK5 0,0000 4,1538 0,0769 0,2407
Ciclina E2 CCNE2 0,0000 4,8846 0,0007 0,2047
Subunidade reguladora 1 da cinase 5
dependente de ciclina CDK5R1 0,0000 5,1154 0,0000 0,1955
Catepsina K CTSK 0,0000 1,0000 0,0000 1,0000
Catepsina L CTSL 0,0000 1,0000 0,0000 1,0000
Receptor Tirosina cinase Erb-B2 ERBB2 0,5000 2,7692 0,1446 0,3611
Proteina Tirosina cinase 2 PTK2 0,6667 3,3077 0,0082 0,3023
SRC Proto-Oncogene SRC 0,5000 3,0385 10,0241 0,3291
Receptor do Fator de Crescimento de
Fibroblastos 1 FGFR1 0,0000 4,6154 0,0000 0,2167
Fosfolipase C Gamma 1 PLCG1 0,0000 3,6538 10,2862 0,2737
FKBP Prolil Isomerase 1A FKBP1A 0,0000 4,3462 0,0000 0,2301
Alvo Mecanistico da Rapamicina Cinase MTOR 0,3333 3,3846 0,0769 0,2955
FKBP Prolil Isomerase 4 FKBP4 1,0000 3,4231 0,0000 0,2921
MET Proto-Oncogene MET 0,0000 3,9615 0,0000 0,2524
Ret Proto-Oncogene RET 0,0000 3,9615 0,0000 0,2524
Tirosina Cinase Nao Receptora 2 TNK2 0,3333 2,8077 0,1231 0,3562
Receptor do Fator de Crescimento 1
Semelhante a Insulina IGF1R 0,0000 1,0000 0,0000 1,0000
Receptor de Insulina INSR 0,0000 1,0000 0,0000 1,0000
LCK Proto-Oncogene, da familia da
Tirosina Cinase SRC LCK 0,0000 5,5000 0,0000 0,1818
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Coeficiente de

Proteina NO agrupamento ASPL BC CcC

Tirosina Cinase Associada ao Baco SYK 0,0000 4,5385 0,0769 0,2203
Proteina Cinase Cinase 1 Ativada por

Mitégeno MAP2K1 1,0000 1,3333 0,0000 0,7500
Proteina Cinase 1 Ativada por Mitbgeno MAPK1 0,6667 1,0000 0,1667 1,0000
Proteina Cinase 3 Ativada por Mitbgeno MAPK3 0,6667 1,0000 0,1667 1,0000
Proteina Cinase 14 Ativada por Mitégeno MAPK14 1,0000 1,3333 0,0000 0,7500
Proteina Cinase 8 Ativada por Mitdgeno MAPKS8 0,0000 1,0000 0,0000 1,0000
Proteina Cinase 9 Ativada por Mitdgeno MAPK9 0,0000 1,0000 0,0000 1,0000
Receptor Neurotréfico Tirosina Cinase 1 NTRK1 0,0000 46154 0,0000 0,2167
Fosfodiesterase 2A PDE2A 0,0000 1,0000 0,0000 1,0000
Fosfodiesterase 5A PDE5A 0,0000 1,0000 0,0000 1,0000
Subunidade Beta 10 do Proteassoma 20S  PSMB10 1,0000 1,0000 0,0000 1,0000
Subunidade Beta 5 do Proteassoma 20S PSMB5 1,0000 1,0000 0,0000 1,0000
Subunidade Beta 8 do Proteassoma 20S PSMBS 1,0000 1,0000 0,0000 1,0000
Subunidade Beta 9 do Proteassoma 20S PSMB9 1,0000 1,0000 0,0000 1,0000
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PSMB5 GRB2

Figura 6. Top 10 alvos classificados por MCC no software Cytoscape 3.10.1.

Quanto mais avermelhado for o “né” mais alto o valor do parametro usado.

A y-secretase € um complexo protease transmembranar, com a PS1 ou PS2
como sitio catalitico responsavel pelo processo de protedlise de importantes
substratos: Proteina Precursora da Amiléide (PPA) e receptores da familia Notch
(Battarai et al., 2020). A PPA é clivada na parte externa da membrana plasmatica
pela B-secretase e, em seguida, pela y-secretase, dando origem a peptideos [3-
amiloides. A agregacao desses peptideos no cérebro, formando placas, € uma das
principais caracteristicas patolégicas que definem a Doenca de Alzheimer (DA)
(Hur, 2022; Yang et al., 2021).

Ja o Notch, foi inicialmente estudado e nomeado em Drosophila
melanogaster com asas entalhadas (do inglés, “Notched wings”) na década de
1910. A partir dai, homdlogos do gene foram identificados em varios metazoarios,
com suas vias de sinalizacdo, evolutivamente, muito conservadas. Em mamiferos,
esse gene é transcrito em 4 glicoproteinas transmembranares (Tyagi; Sharma;

Damodaran, 2020). Os receptores Notch passam por 3 clivagens e sao
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consecutivamente enviados ao nudcleo, onde ativam vias transcricionais. A
sinalizacao desta via esta envolvida em multiplos processos e aspectos da vida dos
metazoarios, incluindo decisdes de destino celular, desenvolvimento embrionario e
tecidual, funcao e reparo de tecidos. Além de estar relacionada com vérias doencas,
como cancer (Zhou et al., 2022).

Os mecanismos pelos quais a y-secretase realiza sua atividade ainda nao
sdo completamente elucidados e seu entendimento tém se mostrado um desafio
para o desenvolvimento de fadrmacos que tenham o complexo como alvo (Hur,
2022). Além disso, ndo foi encontrado na literatura trabalhos que analisem a
interacdo direta da MOX com a y-secretase. Contudo, outros membros das LMs
foram relacionados a alteragdo na taxa de peptideos B-amiloides em neurdnios
corticais humanos através de mecanismos ainda ndo esclarecidos (Brownjohn et
al., 2017). Nessa perspectiva, estudos demonstraram que 0S genes 0S quais
transcrevem as proteinas que compdem o complexo y-secretase possuem
representantes ortélogos em peixe-zebra, inclusive aqueles que apresentam
mutacéo na fisiopatologia da DA (PS1, PS2 e APP), ao passo que o modelo vem
sendo considerado de extrema utilidade na prospec¢ao de novas drogas para a
doenca (Newman; Ebrahimie; Lardelli, 2014). Complementarmente, Geling et al.
(2002) demonstrou que a inibicdo da y-secretase em embrides de peixe-zebra
bloqueia a sinalizacao Notch, levando a defeitos somitogénicos e neurogénicos.

Além da y-secretase, 0 MCC exibiu outros 4 alvos: PSMB5, PSMB8, GRB2
e HSP90AAl. PSMB5 e PSMB8 sdo subunidades do proteassoma S20.
Proteassomas sdo complexos proteicos multicataliticos com atividade dependente
de ATP, os quais se encarregam da degradacdo de proteinas ndo necessarias e ou
nao funcionais (Murata; Yashiroda; Tanaka, 2009). Apesar de nédo haver estudos
que indiquem qualquer interacdo da MOX com essas moléculas na literatura, um
trabalho recente de Luo et al. (2023) demonstrou que a IVM atua como inibidora da
atividade desse complexo proteico no nucleo, através de represséao da importacéo
das subunidades constituintes PSMB5-7 e PSMA3-4.

Por dltimo, GRB2 e HSP90AAL. A Proteina de Choque Térmico 90-Alfa

Classe A membro 1 é uma chaperona molecular que faz parte de uma grande
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familia de proteinas as quais tém suas expressodes induzidas por choque térmico ou
outros estressores, e possuem como principal funcédo o enovelamento e maturacéo
de proteinas (Tutar; Tutar, 2010). Essa familia tem sido extensamente estudada
pois desempenham importantes papéis em carcinogénese (Wu et al., 2017). De
modo similar as subunidades do proteassoma, ndo ha estudos na literatura que
analisem os efeitos da MOX nessa familia de proteinas. Entretanto, Yang, Xiao e
Cao (2021), em um trabalho com a IVM, sugeriram que o composto inibe a
fosforilagcdo de um dos membros dessa familia, a HSP27. Para além disso, outra
LM, a avermectina, induziu a expressao de proteinas desse grupo em pombos, in
vivo e in vitro (Li et al., 2014). Ja a proteina 2 ligada ao receptor de fator de
crescimento (GRB2) é uma proteina adaptadora que é responsavel pela
intermediacao e regulacdo de vias de sinalizacdo, transducédo de sinal e expresséo
génica através da via da proteina Ras (Wang et al., 2024). Assim como 0S outros
alvos anteriormente discutidos, a GRB2 também possui homdélogos em peixe-zebra
(Mauri et al., 2021) assim como nao constam estudos, na literatura, os quais

investiguem a interacao dessa proteina com componentes das LMs.

5.2. Andlise das vias Reactome e GO

5.2.1. Andlise das vias Reactome

A base de dados Reactome agrega milhares de dados sobre vias e genes
relativos a espécie humana. Segundo Gillespie et al. (2022), no ano de 2021 a base
totalizava 10726 entradas, correspondendo a 52,5% dos 20442 genes codificadores
de proteinas humanos. Além disso, os autores, para 0 mesmo ano, apontam que a
base hospedava informacdes de 2546 vias biologicas, classificadas em 28
supervias (e.g. sistema imune, metabolismo e autofagia) as quais descrevem o
funcionamento normal celular.

Nessa perspectiva, o enriquecimento dos alvos da topologia resultou em

349 vias Reactome, das quais foram selecionadas as 30 primeiras, baseado no p-
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valor. Dentre elas, destacou-se a sinalizacao por receptores tirosina cinase (Figura
7). As proteinas desta classe constituem uma familia de receptores de superficie de
membrana, 0S quais possuem estruturas e mecanismos de acao altamente
conservados evolutivamente desde espécies de nematdodeos como O
Caenorhabditis elegans até seres humanos. Eles compreendem um amplo espectro
funcional como reguladores essenciais no controle de proliferacdo, diferenciacéo,
sobrevivéncia, metabolismo e migracdo celulares, além de controle sobre o ciclo
celular, os quais sdo fundamentais para o0 desenvolvimento de organismos
multicelulares como um todo. Disfun¢des nos receptores desse grupo também estao
implicados em diversos processos fisiopatoldégicos, como cancer, diabetes e
inflamacé&o (Lemmon; Schlessinger, 2010; Schlessinger, 2000).

Outras vias relacionadas com desenvolvimento que apareceram foram as
de transducéo de sinal; doencas de transducéo de sinal por receptores de fator de
crescimento e segundos mensageiros; biologia do desenvolvimento; ativacédo e
sinalizacao dos receptores NOTCH2, 3, 4 e transmissao de sinal para o nucleo,
entre outras. Como ja dito anteriormente, os mecanismos de acdo intencionais
conhecidos da MOX e das demais LMs em invertebrados se déo através da indugéo
de distarbios ao sistema nervoso. Nos resultados observados, também estdo
presentes vias inerentes a esse sistema, a exemplo da orientacdo do axénio;
desenvolvimento do sistema nervoso e sinalizacao pelo Receptor Neurotréfico
Tirosina Cinase 1 (NTRK1), envolvido na proliferacdo, diferenciacéo e sobrevivéncia

de células nervosas (Zhang et al., 2023).
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Figura 7. Resultados da andlise das vias Reactome para os alvos da MOX
relacionados com o efeito de toxicidade do desenvolvimento. O top 30 das vias
baseado no p-valor estdo expostas. O eixo X aponta a quantidade de genes,
enguanto a transicdo de cores do vermelho para o azul indica a diminuicdo do p-

valor.

5.2.2. Anélise das vias GO

A ontologia genética (GO), é um esforco colaborativo que tem como
principais premissas o desenvolvimento de vocabularios (ontologias) que possam
descrever importantes componentes da biologia molecular, como produtos
genéticos e sequencias biologicas; aplicar esses vocabularios na anotacédo de
sequéncias em bases de dados biolégicos e criar um ambiente publico e
centralizado que permita o acesso universal aos dados bioldgicos (Gene Ontology
Consortium, 2004). Nesse trabalho, a analise das vias GO levou em consideragéo
3 categorias de dados: processos biologicos (BP), funcdo molecular (MF) e
componente celular (CC?), (p-valor < 0,01).
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Ao todo, foram obtidas 140 vias GO, divididas em 84 relativas a BP, 14 a
MF e 42 a CC!. Para cada uma das categorias foram selecionados o top 30 com
base no p-valor. Em processo bioldgico, a via que ocupou a primeira posicao foi a
de “regulacgao da fungao molecular” (Figura 8A). Segundo a propria base de dados
essa via seria definida como qualquer processo que possa modular a frequéncia,
taxa ou extensao de funcées moleculares, atividades biolégicas chave que ocorrem
a nivel molecular (e.g. catalise ou ligacdo) (AmiGO 2, 2024). Outras vias também
presentes sdo: transducao de sinal; respostas a estimulos abidticos, quimicos e
enddgenos; desenvolvimento do sistema imune; desenvolvimento de organismos
multicelulares; desenvolvimento e morfogénese de estruturas anatémicas; ciclo
celular, e processos de movimento e organizacao celulares.

No que diz respeito a fungdo molecular, a principal via encontrada foi a de
“atividade catalitica, agindo sobre uma proteina” (Figura 8B). Essa via agrupa genes
0S quais participam de processos cataliticos de modo a modificar outras proteinas.
Um exemplo € a ja discutida aqui y-secretase, que catalisa a protedlise da PPA em
peptideos B-amiloides. No geral, a maiores das vias retornadas descrevem ligagcéo
a diferentes compostos e atividades enzimaticas.

Por fim, a categoria “componente celular” (CC!), a qual descreve vias
biogquimicas que agem/ocorrem em determinadas partes celulares ou teciduais, teve
como representante as vias que atuam no “corpo celular” (Figura 8C).
Predominantemente, 0s outros resultados estdo atrelados a membrana plasmatica
e a célula de maneira geral. Também deve-se notar que um dos principais

resultados é “parte do neurbnio”, reforgando a ideia de neurotoxicidade da MOX.
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Figura 8 - Resultados da analise das vias GO para os alvos da MOX relacionados

com o efeito de toxicidade do desenvolvimento. O top 30 vias das categorias (A)

processo bioldgico, (B) fungdo molecular e (C) componente celular estdo expostas

baseado no p-valor. O eixo X, aponta a quantidade de genes, enquanto a transicao

de cores do vermelho para o azul indica a diminui¢cdo do p-valor.
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5.3. “Docking” molecular

As simulacdes de “docking” molecular foram realizadas entre a MOX e as
subunidades cataliticas PS1 e PS2 da y-secretase, além de um controle positivo
(MRK-560), com o objetivo de predizer e comparar as possiveis interagdes e suas
energias. Como ja pontuado anteriormente, pelo fato dos alvos mais importantes
encontrados fazerem parte do mesmo complexo proteico, e suas atividades
biolégicas estarem atreladas a esse fato, foram usados apenas os respectivos sitios
ativos do complexo y-secretase (PS1 e PS2) durante o “docking”. Para dar mais
confiabilidade aos resultados, foram usados 2 programas de docking diferentes, o
MVD e o Autodock Vina (interface PyRx). Em ambos 0s programas, quanto mais
negativa for a energia resultante, mais fortemente ocorre a interagéo.

No MVD, o moldock score (energia de ligacdo) entre a y-secretase
(subunidade PS1 como sitio ativo) e a MOX foi de -151,476 Kcal.mol?, e a energia
do complexo com a PS2 foi de -142,869 Kcal.mol. Essas energias superaram as
do padrdo positivo, as quais foram -91,092 e -54,480 Kcal.mol* (PS1 e PS2,
respectivamente). Ja no Autodock Vina, a afinidade de ligagéo para o complexo com
a PS1 foi de -9,4 Kcal.mol*e com a PS2 foi -8,3 Kcal.mol, com energias do controle
positivo menores, -9,0 e -7,5 Kcal.mol! para as subunidades PS1 e PS2,
respectivamente. Vale ressaltar que os programas usam algoritmos e sistemas de
ranqueamento distintos, por isso a forma de apresentar os resultados também
segue a mesma linha. Esses dados estao detalhadamente expostos nas Tabelas 2
e 3. E possivel afirmar que essas sé@o boas energias de interacdo baseando-se em
varios estudos in silico os quais delimitam bons valores nesse quesito (Beteringhe
et al., 2013; Keretsu; Bhujbal; Cho, 2020; Shen et al., 2013).
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Tabela 2. Energias de ligagcéo entre a MOX, o controle positivo e 0s sitios cataliticos
do complexo y-secretase, PS1 e PS2, em Kcal.mol?, usando o software Molegro
Virtual Docker (MVD) 6.0.

Proteinas AlVo MOX Controle positivo
Moldock Score Rerank Score Moldock Score Rerank Score
y-secretase (PS1) -151,476 -110,944 -91,092 -53,514
y-secretase (PS2) -142,869 -104,912 -54,480 -42,607

Nota: MVD: Molegro Virtual Docker; MOX: Moxidectina; PS1: Presenilina 1; PS2: Presenilina 2.

Tabela 3. Afinidade de ligacao entre a MOX, o controle positivo e 0s sitios cataliticos
do complexo y-secretase, PS1 e PS2, em Kcal.mol 1, usando o software Autodock
Vina (interface PyRXx).

Proteinas AlVo MOX Controle positivo
Afinidade de ligacdo Afinidade de ligacdo
y-secretase (PS1) 9.4 -9.0
y-secretase (PS2) -8.3 -7.5

Nota: MOX: Moxidectina; PS1: Presenilina 1; PS2: Presenilina 2.

Para a y-secretase (subunidade PS1) os ligantes estabeleceram ligacdes
de hidrogénio e carbono-hidrogénio, de halogénio e alquil com residuos de
aminoéacido especificos (Figura 9A). Assim como o padrao positivo MRK-560, a
MOX formou ligacédo de hidrogénio com o residuo GLY384 Ambos os compostos
estabeleceram interacées similares também com PRO%*33, com a MOX e 0 MRK-560
formando ligacdo alquil. Além disso, ASP3 e GLY3®? estabeleceram ligacdes de
hidrogénio e carbono-hidrogénio com a MOX e o MRK-560, respectivamente. Em
contrapartida, a MOX e o controle também se conectaram com LEU?6 e ALA%3,
mas de maneiras diferentes. Quanto a y-secretase (subunidade PS2), tanto a MOX
quanto o padrdo positivo interagiram por meio de ligacdo alquil com o residuo
ALA% Em virtude da reduzida quantidade de dados disponiveis na literatura e

ineditismo do trabalho, torna-se dificil a comparacao com trabalhos ja consolidados.
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Figura 9. (A) Gréficos 2D retratando as interagbes entre a MOX e residuos de
aminoacidos das subunidades cataliticas PS1 e PS2 do complexo y-secretase. (B)
Interacdo entre as proteinas citadas anteriormente e o padrdo positivo MRK-560.

Imagens produzidas no software Discovery Studio 2021.
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5.4. Dinamica molecular

ApoOs a predicdo dos potenciais alvos da MOX relacionados a importantes
vias de toxicidade do desenvolvimento, foram realizadas simulagbes de DM para
avaliar a flexibilidade dos complexos formados entre os alvos selecionados e 0s
ligantes (MOX e MRK-560) e a estabilidade de suas interacdes na presenca de
fatores como solvente, ions, pressdo e temperatura. Esta informacéo é importante
porque complementa os resultados de “docking” e permite avaliar se o0 composto
permanece fortemente ligado as subunidades cataliticas na presenca de fatores
encontrados em meio fisioldégico. ApGs a escolha dos alvos, calculou-se 0 RMSD
para os atomos de Ca da enzima complexada e as estruturas de cada ligante,

separadamente.

5.4.1. Desvio quadratico médio (RMSD)

Em relagdo a y-secretase humana contendo a PS1, a analise da métrica
RMSD da enzima (Figura 10A) mostrou que o complexo mais instavel foi referente
a proteina (linha preta), visto que ela apresentou valores de RMSD mais elevados,
correspondendo a 0.75 nm no periodo de 40 ns, o qual se configura como o valor
mais alto e o pico de maior instabilidade. Nesse mesmo alvo, os compostos de maior
estabilidade foram a MOX (linha vermelha) e o MRK-560 (linha verde). A MOX
apresentou valores de RMSD correspondentes a 0.57 nm em toda a simulacéo, com
um aumento no periodo de 90 ns, no qual foram observados valores de 0.6 nm. Ja
0 MRK-560 retornou valores de RMSD correspondentes a 0.57 nm com a presenca
de uma flutuacdo de 6.5 nm no periodo de 30 ns. Para a y-secretase contendo a
PS2 (Figura 10B), foi observado que os trés complexos em estudo apresentaram
uma maior estabilidade, pois foi observada uma baixa ocorréncia de flutuagdes, com
0 antiparasitario (linha vermelha), apresentando a maior estabilidade, com valores
de RMSD correspondentes a 0,73 nm no periodo de 40 ns e a 0.80 nm no periodo

de 80 ns. O MRK-560 (linha verde) e a protease (linha preta) foram os complexos
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mais instaveis, visto que foram observadas flutuacbes de até 0.83 nm. A
estabilidade das proteinas PS1 e PS2 é essencial para manter os compostos

ligados ao sitio ativo.
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Figura 10. RMSD dos &tomos de Ca. (A) y-secretase humana (PS1) (linha preta)
complexada aos compostos MOX (linha vermelha) e MRK-560 (linha verde). (B)
enzima y-secretase (PS2) (linha preta) complexada ao antiparasitario MOX (linha

vermelha) e padrao positivo MRK-560 (linha verde).

Ao analisar a estabilidade dos ligantes separados do alvo, mediante a
presenca de solventes e outros parametros, foi verificado que para a y-secretase
subunidade PS1 (Figura 11A) o composto teste MOX (linha vermelha) apresentou
valores de RMSD mais baixos que os resultados obtidos para o padréo positivo
(linha verde), visto que este foi drasticamente mais instavel. Em relacdo ao alvo
contendo a PS2 (Figura 11B), o MRK-560 (linha verde) apresentou valores de
RMSD mais baixos quando comparado a MOX (linha vermelha). Portanto, para a
subunidade PS1 na presenca de solventes, ions e outros fatores, a MOX
demonstrou ser capaz de estabelecer ligacdes fortes com o sitio ativo. Dessa forma,
sugere-se que a mesma tende a permanecer no sitio ativo mesmo na presenca de

diferentes fatores como temperatura, pressao, solvente e ions.
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Figura 11. RMSD dos atomos de Ca dos compostos. (A) y-secretase humana
(PS1): MOX (linha vermelha) e MRK-560 (linha verde). (B) y-secretase (PS2): MOX

(linha vermelha) e padrao positivo (linha verde).

5.4.2. Flutuacdo quadratica média (RMSF) e Raio de rotacao (RG)

Para compreender a flexibilidade dos residuos de aminoacido que
contribuem para a mudanca conformacional dos complexos em estudo, foram
calculadas as flutuacdes quadraticas médias de cada aminoacido na proteina
(Figura 12). Residuos com valores elevados de RMSF sugerem mais flexibilidade e
valores baixos de RMSF refletem menos flexibilidade. Considerando que
aminoacidos com flutuagcbes acima de 0,3 nm contribuem para a flexibilidade da
estrutura da protease, verificou-se que dentre os aminoacidos presentes na y-
secretase (PS1) (linha preta), complexada com a MOX (linha vermelha) e com o
controle positivo (linha verde) (Figura 12A), os residuos nas posi¢des: 73, 189-191
e 278-280 contribuem para a mudanca conformacional da proteina, como também
¢ importante mencionar que GLU?%° e ARG?’® sdo importantes residuos no
estabelecimento de ligacdo da enzima alvo, sendo extremamente importantes para
a sua atividade catalitica, mas ndo fazem parte do sitio ativo (Zhou et al., 2019). Em

100
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relacdo a y-secretase contendo PS2 (linha preta) complexada ao antiparasitario
estudado (linha vermelha) e ao MRK-560 (linha verde) (Figura 12B), observou-se
gue os aminoacidos nas posi¢cdes 85-86, 194-202, 209 e 250 conferem maior
flexibilidade ao complexo. Valendo salientar que nenhum dos residuos
mencionados é componente do sitio ativo da referida enzima (Guo et al., 2012).
Como ja citado anteriormente, ha uma forte limitacdo de dados aos quais esses
resultados possam ser comparados, 0 que, mais uma vez, reforca o ineditismo do

trabalho.
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Figura 12. RMSF dos atomos de Ca dos complexos. (A) y-secretase humana com
a subunidade PS1 como sitio catalitico (linha preta) complexada aos compostos
MOX (linha vermelha) e controle positivo MRK-560 (linha verde). (B) complexo y-
secretase contendo PS2 (linha preta) em complexo com o antiparasitario MOX (linha

vermelha) e padrao positivo MRK-560 (linha verde).

Adicionalmente, também foi analisada a evolucdo dos niveis de
empacotamento proteico de forma isolada e em complexo com a MOX e o ligante
padréo de cada proteina, utilizando os valores do raio de rotagéo (Rg). Em resumo,
Rg fornece uma ideia de quao compacta ou estendida € uma molécula durante uma

simulacdo de DM, fornecendo informagdes sobre a conformacgdo, estabilidade,

260
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interaces e flexibilidade das moléculas em analise. Observou-se que as moléculas,
guando acopladas as proteinas, ndo apresentam variacbes em relacdo a proteina
isoladamente, principalmente quando se refere a enzima y-secretase (PS1) (Figura
13A), isto indica que estes complexos podem apresentar flutuacdées na estrutura

terciaria das enzimas.
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Figura 13. Raio de rotacdo (Rg). (A) y-secretase humana (PS1) (linha preta)
complexada com os compostos MOX (linha vermelha) e MRK-560 (linha verde). (B)
enzima y-secretase contendo PS2 (linha preta) e complexada aos compostos MOX
(linha vermelha) e MRK-560 (linha verde).

5.4.3. Energias de interagcdo Coulomb e Lennard-Jones

As energias de interacdo Coulomb e Lennard-Jones (Tabela 04) dos
complexos proteina-ligante foram calculadas para fornecer insights sobre a
estabilidade das intera¢des dentro do sitio ativo. Com base nos célculos de energia

de Lennard-Jones, o composto teste MOX demonstrou uma maior estabilidade de
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interacdo com o sitio ativo da enzima, demonstrando uma grande contribui¢cdo das
interacbes de Van der Waals. Em contrapartida, de acordo com as métricas de
Coulomb, o controle positivo apresentou maior estabilidade, demonstrando maior

contribuicdo de energia eletrostética nas interagdes estabelecidas.

Tabela 4. Valores de energia de interacdo Coulomb e Lennard-Jonnes.

y-secretase (PDB: 6I1YC) y-secretase (PDB: 7Y5X)

Energia
Moxidectina MRK-560 Moxidectina MRK-560
Coulomb (C) - Eletrostatica -17.1054 -38.5801 -14.0847 -87.7575

Lennard-Jonnes (LJ) -

Van deer Waals -248.588 -118.601 -180.447 -159.846

Legenda: Em negrito, destaca-se a menor energia.

O presente trabalho é o primeiro a realizar simulacdes de DM entre a MOX
e 0s sitios cataliticos do complexo y-secretase, como também € pioneiro no
estabelecimento da conexao entre a toxicidade do desenvolvimento exercida pela
MOX e os alvos citados acima. Sen, Kandasamy e Ghosh (2023), ja haviam
realizado simulacdes de DM com a y-secretase e varias drogas distintas, obtendo
um valor de RMSD 0,2827 para a protease sozinha. Entretanto, deve-se levar em
consideracdo que os autores citados utilizaram parametros diferentes dos usados
aqui. De modo geral, valores de RMSD e RMSF da y-secretase e suas subunidades,
na literatura, giram em torno de 0,2 - 0,6 nm, valores que néo estéo distantes dos
obtidos nesse estudo (Sen; Kandasamy; Ghosh, 2023). Quanto ao raio de rotacao
para o complexo alvo, alguns autores obtiveram valores que vao de 2,24 a 4,35 nm
(Dehury et al., 2019; Dehury; Tang; Kepp, 2019; Martiz et al., 2022).

Analisando os resultados obtidos de forma integrada, € possivel propor (de
forma preliminar) um modo de acéo de toxicidade do desenvolvimento da MOX em
embrides de peixe-zebra (Figura 14), que explicaria os efeitos adversos (atraso de
eclosdo do ovo, estresse oxidativo e acumulo de MOX na cabeca e nos olhos)
descritos por Muniz et al. (2021). Como primeiro evento relevante, acontece a

interacdo inicial do antiparasitario com o0 complexo da y-secretase.
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Secundariamente, o antiparasitario tem o potencial de gerar estresse oxidativo,
como ja observado por Muniz et al., (2021). Respostas a agentes estressores,
comprovadamente, podem levar a clivagem e consequente desativacao da HSP9O0,
fazendo as proteinas “clientes”, antes reguladas por sua atividade, se
desestabilizarem ou serem desativadas, tornando-as suscetiveis a degradacgéo pelo
proteassoma (Beck et al., 2011). Nesse viés, 0 estresse oxidativo também é tido
como um dos mecanismos moleculares a estimular a atividade dos receptores
tirosina cinase, assim como alteracdes na via do NOTCH (Leite et al., 2012; Xu et
al., 2015). Essas interacdes, que foram confirmadas por analises de interacéo
molecular, provocam disfuncédo da sinalizacdo celular e regulacdo de proteinas,
especialmente por afetarem a via NOTCH. Como consequéncia, uma série de
eventos bioquimicos e celulares sdo afetados, que ocasionam distdrbios na
comunicacdo celular e no desenvolvimento do sistema nervoso. Dessa forma,
embrides de peixe-zebra expostos a concentracdes subletais de MOX podem ter o
seu desenvolvimento normal comprometido, o que foi verificado pelo atraso de
eclosdo. Além disso, é possivel que a bioacumulacdo do composto na cabeca e
olhos dos embrides deva-se a alta lipofilicidade do antiparasitario aliada a afinidade

por alvos do sistema nervoso.
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Figura 14. Proposta de modo de acdo de toxicidade do desenvolvimento da

moxidectina em embribes de peixe-zebra.

Nota: Mox: moxidectina; TD: toxicidade do desenvolvimento.
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6. CONCLUSAO

Através de abordagens in silico de toxicologia de rede e analises de
interacdo molecular, evidenciou-se alvos promissores envolvidos com efeitos de
toxicidade do desenvolvimento em embrides de peixe-zebra expostos ao
antiparasitario de uso veterinario moxidectina. Em especial, o complexo proteico y-
secretase, que participa de vias determinantes no desenvolvimento de organismos
multicelulares por meio da sinalizagdo Notch, e que também é um alvo chave em
processos fisiopatologicos do sistema nervoso. Adicionalmente, vias de
desenvolvimento costumam ser altamente conservadas evolutivamente, e qualquer
alteracdo nelas pode levar a efeitos adversos a nivel de individuo e/ou populacional
e de comunidade, com potencial para desestruturar a cadeia troéfica.

As pesquisas e dados referentes ao antiparasitario estudado ainda séo
extremamente escassos na literatura e infelizmente sua regulamentagéo no Brasil
estd muito aquém da realidade de outros paises. Por mais que alguns trabalhos
tenham tentado elucidar seu mecanismo de a¢cédo, muito pouco se sabe, sobretudo
cronicamente, sobre seus possiveis efeitos adversos e mecanismos de toxicidade.
Principalmente no momento atual, no qual o composto se tornou o segundo de sua
familia a ser aprovado para o tratamento de uma parasitose em humanos, urge a
necessidade de mais estudos.

Os resultados aqui registrados trazem luz a possiveis mecanismos toxicos
inéditos pelos quais a moxidectina poderia desempenhar suas alteracdes
fisiologicas/metabdlicas das quais pouco se tém conhecimento, assim como
também representam um passo inicial dentre muitos que precisarao ser dados para
que os niveis ambientais da moxidectina sejam devidamente regulamentados e

monitorados, e para que mais alvos e efeitos toxicos possam ser documentados.
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