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Introducio

A resisténcia antimicrobiana ¢ hoje um dos maiores desafios enfrentados pela saude
publica no mundo. Entre os microrganismos mais preocupantes estd o Staphylococcus aureus
resistente a vancomicina (VRSA), conhecido pela dificuldade de tratamento e pelas poucas
opgoes terapéuticas eficazes disponiveis (ARANTES; CALDAS; ROSA; LELES et al., 2023).
Diante desse cenario, buscar novas substincias capazes de inibir proteinas essenciais a
resisténcia bacteriana, como a PBP2a, torna-se uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de alternativas contra infec¢des causadas por cepas resistentes (ASADPOUR;
GHAZANFARI, 2019).

A timidilato quinase (TMK) ¢ uma enzima fundamental na via de sintese do DNA
bacteriano, catalisando a fosforilagdo do timidilato a difosfato de timidina(MARTINEZ-
BOTELLA; BREEN; DUFFY; DUMAS et al., 2012). Por esse motivo, a TMK tem sido
amplamente explorada como alvo promissor na busca de novos agentes antibacterianos,
especialmente contra cepas resistentes (OLIVEIRA; LIMA; SILVA; CRUZ et al., 2023).

Os compostos bioativos de origem natural vém despertando crescente interesse na
pesquisa farmacéutica por sua diversidade estrutural e potencial terapéutico. Entre eles,
metabdlitos secundarios derivados da Cannabis sativa tém demonstrado propriedades
farmacoldgicas relevantes, incluindo efeitos anti-inflamatdrios, antioxidantes e
antimicrobianos (GUO; SONG; SUN; WANG et al., 2020; OLIVEIRA; LIMA; SILVA; CRUZ
et al., 2023). Associar essa diversidade quimica a triagem in silico de novas moléculas
representa uma abordagem eficiente e sustentavel para acelerar a identificagdo de candidatos
com potencial biologico(SANCHES; LOBATO; SILVA; DOS SANTOS et al., 2024).

Dessa forma, o presente estudo propde uma prospecgao in silico de compostos naturais
derivados da Cannabis sativa e de metabolitos oriundos da biodiversidade colombiana,
particularmente da regido do rio Magdalena, com o objetivo de identificar possiveis inibidores
da timidilato quinase (TMK) de Staphylococcus aureus utilizando a bioquimioinformatica. Para
fins comparativos, foram utilizados os antibidticos tetraciclina e omadaciclina como controles
positivos. Os compostos selecionados foram avaliados quanto as suas propriedades
farmacocinéticas (ADME/Tox), afinidade de ligagdo com a TMK e potencial atividade
antibacteriana predita, empregando ferramentas bioquimioinformaticas modernas para suporte
a descoberta de novos agentes antimicrobianos.
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Material e Métodos

Neste estudo, o conjunto de compostos incluiu tetraciclina (TEMPLATE) e
omadaciclina como controles postivos e uma série de derivados canabinoides (LMQCI1-
LMQC6) obtidos por um conjunto de compostos a partir de uma base de dados de metabolitos
naturais desenvolvida em colabora¢do com institui¢des de pesquisa da Colombia, com énfase
em espécies vegetais da regido do rio Magdalena, reconhecida por sua ampla biodiversidade.

As moléculas foram otimizadas inicialmente por Mecanica Molecular (MM+), seguidas
de otimizagdo semi-empirica AM1 até convergéncia com RMS < 0,05, utilizando os algoritmos
de gradiente conjugado (Polak—Ribiere/Fletcher—Reeves) disponiveis no
HyperChem(BATISTA FERREIRA; CAMPOS ROSA; RODRIGUES DOS SANTOS, 2019).
Para o alvo enzimatico, empregaram-se estruturas cristalograficas da timidilato quinase (TMK)
de Staphylococcus aureus (PDB IDs: 4GSY e 4HEJ).

As moléculas selecionadas foram submetidas a predicdes farmacocinéticas e
toxicologicas (ADME/Tox) por meio do software Discovery Studio (DS) e Derek, visando
avaliar, de forma detalhada, propriedades relevantes para o desenvolvimento de fArmacos. Esse
processo permitiu estabelecer uma base sélida para a priorizagdo de compostos promissores.
Para as simulagdes da técnica de docking molecular, empregou-se o software AutoDock 4.2®
(versdo 4.2.6, San Diego, CA, EUA) em conjunto com o Discovery Studio® [6], seguindo o
protocolo descrito por Sanches et al.(SANCHES; LOBATO; SILVA; DOS SANTOS et al.,
2024). O alvo bioldgico utilizado foi a timidilato quinase (TMK) de Staphylococcus aureus,
cuja estrutura cristalografica complexada com inibidor (PDB ID: 4GSY) foi obtida no Protein
Data Bank (PDB).

Adicionalmente, utilizou-se a estrutura complementar da TMK (PDB ID: 4HEJ) para
validagdo cruzada das interagdes e avaliagdo da consisténcia conformacional dos ligantes. O
procedimento de redocking dos ligantes cristalograficos foi empregado para calibrar o
protocolo de acoplamento, adotando-se o valor de RMSD < 2,0 A como critério de
confiabilidade do método (RAMOS; MACéDO; COSTA; DA SILVA et al., 2020).

Os compostos selecionados foram ainda classificados quanto a sua familia quimica e
estrutura hierarquica por meio da ferramenta ClassyFire, permitindo identificar relacdes
estruturais entre os derivados da Cannabis sativa e os analogos das tetraciclinas. A Figura 1
ilustra o fluxo metodolégico empregado para a prospecg¢do dos compostos candidatos.

Figura 1- Fluxograma das etapas metodoldgicas
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Resultados e Discussiao

A tetraciclina, omadaciclina e 264 compostos de base natural derivados de Cannabis
sativa foram submetidos a triagem inicial por propriedades farmacocinéticas in silico, avaliando
parametros de absor¢ao, distribuicdo, metabolismo e excre¢ao (ADME). A etapa de filtragem
resultou na sele¢ao da tetraciclina, da omadaciclina e de 142 compostos da base natural que
apresentaram conformidade com as regras de Lipinski e Veber, indicando potencial de
biodisponibilidade oral e perfil farmacocinético adequado.

Figura 2- Grafico de DMET PSA vs. ALogP98 para os compostos identificados,
demonstrando as elipses de limites de confianca de 95% e 99% correspondentes aos modelos
BBB ¢ HIA.
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Fonte: Autoria Propria

As predicdes toxicologicas realizadas no software Derek Nexus® (Lhasa Limited, UK)
indicaram que a tetraciclina apresentou hepatotoxicidade “certa” e a omadaciclina “plausivel”,
resultados coerentes com dados da literatura. Por outro lado, sete compostos da base natural
ndo apresentaram alertas toxicologicos (“No alerts fired”), demonstrando baixo potencial de
risco e alta seguranca estrutural predita.

As estruturas dos compostos resultantes do ADME/Tox foram otimizadas inicialmente
por Mecanica Molecular (MM+), seguida de refinamento semiempirico AM1, até convergéncia
de RMS < 0,05, utilizando o algoritmo de gradiente conjugado (Polak—Ribiere/Fletcher—
Reeves). Todos apresentaram convergéncia estavel (CONV = SIM) e geometrias
energeticamente consistentes.

As energias totais (E, kcal/mol) indicaram boa estabilidade conformacional, destacando
LMQCI e LMQCS5 com valores comparaveis aos controles tetraciclina e omadaciclina. O
alinhamento estrutural (Molecular Overlay/ sobreposicdo Molecular) mostrou que esses
compostos exibem alta similaridade espacial com os ligantes cristalograficos 0YS5 (PDB:
4GSY) e 14D (PDB: 4HEJ), confirmando adequacao geométrica e coeréncia com os resultados
da técnica de docking molecular, ver Tabela 1.
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Tabela 1 - Resultados da otimizagdo molecular (MM+/AM1) e alinhamento estrutural
(Molecular Overlay)
ALINHAMENTO DE ESTRUTURA

CONV = SIM (AM1)

COMPOSTOS SOBREPOSICAO MOLECULAR

E (kcal/mol) Grad (RMS) 4GSY-0Y5 4HEJ-14D
TETRACICLINA -5920,2783 0,044 0,546244 0,523677
OMADACICLINA —-8262,8572 0,047 0,531132 0,470708
0Y5 —6448,2463 0,047 - 0,946816

14D —-6108,4488 0,047 0,598234 -
LMQC1 —-6938,8781 0,045 0,474552 0,453308
LMQC2 —5751,8224 0,049 0,416194 0,453398
LMQC4 —2894,0398 0,033 0,377892 0,387812
LMQC5 —5868,8287 0,028 0,309222 0,353851
LMQC6 —5819,4395 0,046 0,415688 0,451672

Os resultados da técnica de docking molecular confirmaram a capacidade dos
compostos derivados da Cannabis sativa de se acomodarem de forma estavel no sitio ativo da
timidilato quinase (TMK) de Staphylococcus aureus, conforme ilustrado nas Figuras 3 e 4. A
analise visual das poses de ancoragem demonstrou que os compostos priorizados apresentaram
padroes de ligacao semelhantes aos ligantes cristalograficos 0Y5 (PDB: 4GSY) e 14D (PDB:
4HEJ), utilizados como referéncias.

Figura 3- (a) Sitio Ativo de acordo com a posi¢ao de 0Y5. (b)Sobreposigao de pose de ligante
cristalografico (em verde) com a pose teorica (em vermelho) PDB ID: 4GSY. (c¢) Interagdes em
2D entre o sitio ativo de TMK complexada com o composto 0Y5.
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Os ligantes cristalograficos exibiram energias de ligacdao de —7,93 kcal/mol (4GSY) e —
8,67 kcal/mol (4HEJ), servindo como parametros de comparagdo para os compostos testados.
Entre os controles, a tetraciclina apresentou —8,92 kcal/mol e a omadaciclina —8,67 kcal/mol,
confirmando a confiabilidade do protocolo e a calibragdo adequada do modelo. Entre os
derivados naturais, LMQCI1 (8,30 kcal/mol) e LMQCS5 (7,61 kcal/mol) destacaram-se por
exibirem afinidades comparaveis as dos ligantes cristalograficos e farmacos de referéncia,
demonstrando interagdes favordveis e estaveis com a cavidade catalitica da TMK, ver Figura 3
e Figura 4

Figura 4- (a) Sitio Ativo de acordo com a posigdo de 14D. (b)Sobreposi¢ao de pose de ligante
cristalografico (em verde) com a pose tedrica (em vermelho) PDB ID: 4HEJ. (¢) Interacdes em
2D entre o sitio ativo de TMK complexada com o composto 14D.

B:F’RO:SB
ASER:BT

a:LEU:ES
i

. U mARcas

ﬁ:\»’AL:51
A PHE: BB
( v AARGS2
/‘ . AARGTO

-
ATYR: 1DU_

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Pi Stacked
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Pi-Fi T-shaped
I:I Halogen (Fluorine) I:I Alkyl

I:I Pi-Donor Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl

(b) (©)

A inspeg¢do das interagdes 2D e 3D revelou que LMQCI1 forma pontes de hidrogénio
com os residuos ARG36, ASN100 e THR12, enquanto LMQCS5 estabelece contatos
hidrofébicos e eletrostaticos com ARG36 e GLU39, em regides coincidentes com o dominio
catalitico ocupado pelos ligantes 0Y'5 e 14D, ver Figura 5 e Figura 6.
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Figura 5- Representacdo de interagdes em 2D do estudo de docking molecular para (a)
LMQCI1 e (b) LMQCS na estrutura cristalina de 4GSY de TMK.
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Figura 6- Representagao de interagdes em 2D do estudo de docking molecular para (a)
LMQCI e (b) LMQCS na estrutura cristalina de 4HEJ de TMK.
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O mapa de afinidade (Heat Map) reforgou os resultados, destacando regides de energia
de ligagdo mais favoraveis (em azul escuro) para LMQC1 e LMQCS, o que corrobora os valores
obtidos de energia e as interagdes observadas, ver Figura 7.

De modo geral, os resultados do docking molecular indicam que LMQC1 e LMQCS5
apresentam perfil estereoeletronico compativel com inibidores da timidilato quinase,
sustentados por afinidade energética significativa, estabilidade conformacional e auséncia de
alertas toxicologicos criticos. Esses resultados sugerem que tais moléculas podem atuar como
candidatos promissores no desenvolvimento de novos agentes antibacterianos contra cepas
resistentes de Staphylococcus aureus.
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Figura 7- Analise do Heat Map da Afinidade de ligacdo dos compostos resultantes da base de
dados do modelo para TMK (PDB ID: 4GSY e PDB ID= 4HEJ). Na régua de gradiente, a cor
azul representa uma forte afinidade de Ligacdo, enquanto na cor verde indica fraca afinidade
de ligagao.
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A predicao de atividades biologicas foi realizada utilizando o software PASS online
(Prediction of Activity Spectra for Substances) (POROIKOV; FILIMONOV; IHLENFELDT;
GLORIOZOVA et al., 2003), que fornece duas probabilidades: Pa (probabilidade de ser ativo)
e Pi (probabilidade de ser inativo).

Conforme apresentado na Tabela 2, os controles tetraciclina (Pa=0,605) e omadaciclina
(Pa = 0,566) exibiram as maiores probabilidades de atividade antibacteriana. Entre os
compostos naturais, LMQC1 (Pa = 0,160) apresentou o melhor desempenho, seguido por
LMQC2 e LMQCH4, indicando potencial moderado de atividade.

Apesar dos valores inferiores aos farmacos de referéncia, os resultados sugerem
possibilidade de otimizagdo estrutural, especialmente para LMQCI1, além de boa seguranga
toxicologica, reforgando sua viabilidade como candidato promissor para estudos futuros.

Tabela 2- Predi¢ao da atividade bioldgica para compostos resultantes da triagem virtual.

COMPOSTO SMILES s;‘ﬁba“eria‘l‘:i’
TETRACICLINA __ CCI(0)C2CC3C(=C(O)C(—-C(0)C3(0)C(-0)C2-C(O)CA (0,605 0,009
—C1C=CC=C40)C(N)=O)[N](=C)=C
[HI[C@@]12CC3=C(C=C(CNCCCOOC(0)=CIC0) 0,566 0,011
OMADACICLINA  C1=C(O)[C@]1(0)C(=0)C(C(N)=0)=C(O)[C@@H](N(C
JO[C@]I(HPC2N(C)C
LMOC CC(CCCCI=CC=CC=C1)0C2=CC3=C(CACC(0)CCCAC( (0.160 0.155
Q C)N3)C(=C2)OC(C)=0 ’ ’
LMOCa COC(=0)C(NC(=0)CI1=C[N](CC2=CC=C(F)C=C2)C3=C _ ().126 0.073
Q 1C=CC=C3)C(C)(C)C ’ ’
LMQC4 NC(CCI=C[NH]C2=CC=CC=CI12)C(0)=O 0.138 0,080
CCCCCIN]IC2=C(C=CC—C2)C3—CIC=C[N+](=C3[0- . _
LMQCS 1)C(C)(C)C4=CC=CC=C4
LMOCS CC(C)(C)C(NC(=0)CCI=C[N](CC2=CC=C(F)C=C 0,117 0,116

2)C3=C1C=CC=C3)C(N)=0
Fonte: Autoria Propria

Apoés as etapas metodologicas, dois compostos com resultados mais promissores
(conforme mostrado nas Figuras 5 e 6) identificados por triagem virtual no servidor, foram
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submetidos a uma busca no SciFinder®, disponivel no Chemical Abstract Service (CAS)
(https://scifinder.cas.org/). Nenhum estudo referente a uma possivel atividade bioldgica, foco
deste trabalho, foi identificado.

Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a abordagem in silico empregada
foi eficaz na identificacdo de compostos naturais derivados da Cannabis sativa com potencial
atividade antibacteriana frente a timidilato quinase (TMK) de Staphylococcus aureus. A
avaliacdo ADME/Tox indicou boas propriedades farmacocinéticas e auséncia de alertas
toxicologicos relevantes, enquanto as etapas de otimizacao molecular (MM+/AM1) e a técnica
de docking molecular revelaram afinidades de ligacdo comparaveis as dos ligantes
cristalograficos e farmacos de referéncia.

Entre os compostos avaliados, LMQC1 e LMQCS5 destacaram-se por apresentarem
geometrias estaveis, energia de ligacdo favoravel e interacdes consistentes com residuos
cataliticos da TMK. A andlise PASS online refor¢ou o potencial bioldgico de LMQCI1, que
exibiu probabilidade de atividade antibacteriana superior aos demais derivados testados.

Dessa forma, o presente trabalho evidencia o potencial da bioprospec¢do computacional
de metabdlitos naturais da Cannabis sativa como estratégia promissora para a descoberta de
novos candidatos a inibidores antibacterianos, contribuindo para o avango de pesquisas voltadas
ao enfrentamento da resisténcia antimicrobiana de TMK. Esses compostos serdo avaliados em
futuras valida¢des experimentais in vitro € in vivo.
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