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Introducio

A resisténcia antimicrobiana, especialmente em Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), constitui um grande desafio para a satde publica global, devido a
dificuldade no tratamento das infec¢des causadas por essas cepas (ARANTES; CALDAS;
ROSA; LELES et al., 2023). A busca urgente por novas classes de antibidticos tem incentivado
pesquisas e o desenvolvimento de estratégias inovadoras para a descoberta de compostos
terapéuticos (OLIVEIRA; LIMA; SILVA; CRUZ et al., 2023).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), a resisténcia bacteriana ¢ um
sério problema de saude publica, afetando especialmente pacientes hospitalizados, embora ja
seja observada também na comunidade (LIMA; BORGES; PARENTE; JUNIOR et al., 2015).
Dessa forma, h4 necessidade de investigagdo em busca de novos compostos com potencial acao
antimicrobiana e com baixa toxicidade celular, no intuito de combater cepas multirresistentes
((BOULEY; KUMARASIRI; PENG; OTERO; SONG; SUCKOW; SCHROEDER; WOLTER;
LASTOCHKIN; ANTUNES, 2015). Portanto, a abordagem através de métodos de triagem in
silico, selecionando previamente estruturas de bancos virtuais, auxilia na identificagdo de novos
compostos promissores, além de economizar custos ¢ mao de obra na testagem laboratorial
(RAMOS; BORGES; DE SOUZA; ARAUIJO et al., 2022).

No processo de descoberta de medicamentos, a atividade farmacoldgica ¢ avaliada por
meio de medi¢des independentes, visando prever os efeitos em diferentes sistemas celulares. A
triagem de alto rendimento (HTS) ¢ empregada para identificar potenciais candidatos, enquanto
a fase de otimizacao de leads busca refinar os hits identificados pelo HTS, aumentando sua
atividade. Dada a possibilidade de modificar a estrutura molecular dos farmacos, ensaios que
fornecam dados terapéuticos relevantes sdo essenciais para maximizar sua eficacia (DOS
SANTOS; BORGES; SILVA; DE LIMA et al., 2022).

Pesquisas em busca da identificacdo de novas entidades quimicas de origem natural,
semi-sintética ou sintética a partir de estruturas quimicas da biodiversidade para fins de
bioprospec¢do de novos produtos com potencial antimicrobiano e baixa toxicidade se faz
necessario contra bactérias multirresistentes (LIMA et al, 2015; BOULEY et al., 2015; DA
SILVA, 2016). Este estudo utiliza Triagem Virtual Baseada em Farmacoforo Alvo e Ligante
(TBVS) para identificar possiveis inibidores da proteina de liga¢do a penicilina 2a (PBP2a) de
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MRSA, com o objetivo de encontrar novos candidatos a antibidticos eficazes contra essas
bactérias resistentes.

Material e Métodos

A estrutura cristalina da PBP2a de MRSA (PDB ID 4CJN) em complexo com o ligante
quinazolinona (QNZ) foi utilizada como referéncia (template) para gerar modelos de hipoteses
farmacoforicas. Esses modelos foram obtidos por meio das ferramentas PHARMIT na Hipotese
1 (HYPI) e Discovery Studio (DS) na Hipdtese 2 (HYP 2) para investigar os compostos
disponiveis na base de dados comercial da MolPort®, utilizado pela sua diversidade de
estruturas, cerca de 8 milhdes de compostos (OLIVEIRA; LIMA; SILVA; CRUZ et al., 2023).

Os 200 compostos Top Hit foram priorizados com o uso de filtros no Pharmit para cada
Hipotese. Para validar os compostos selecionados, foi utilizada a ferramenta LibDock do DS e
Energia livre de ligacdo (AG) utilizando o software AutoDock 4.2® (versdo 4.2.6, San Diego,
California, CA, EUA) via PyRx(0.8.30), realizando a simula¢do de docking molecular, uma
etapa fundamental para avaliar as interacdes entre ligante e proteina e identificar os compostos
com maior afinidade pela PBP2a, refinando a sele¢cao dos melhores candidatos a inibidores. Os
dados das estruturas cristalinas de raios-X da Estrutura cristalina de PBP2a de MRSA em
complexo com ligante quinazolinona, serd obtido do Protein Data Bank (PDB ID: 4CJN). Além
disso, os compostos foram filtrados com base em suas propriedades ADME/Tox, predicao de
atividade biologica e inspecao visual, ver Figura 1.

Figura 1. Fluxograma das etapas metodoldgicas
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Fonte: Autoria Propria

Resultados e Discussio

Foram identificadas 200 estruturas promissoras para cada hipotese resultante da triagem
virtual. A partir das predicoes ADME/Tox, 2 moléculas foram selecionadas na Hipotese 1
(PHARMIT), enquanto a Hipotese 2 (DS) resultou em 10 moléculas, com intervalo de RMSD
entre 0.480476 e 1.288 A.
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Para validacdo do modelo farmacoférico obtido pelo DS, foi utilizado o protocolo de
“geracao de farmacédforo de interacao” para cada proteina alvo, QNZ (PDB ID: 4CJN), co-
cristalizada com QNZ, foi validado internamente por meio da geracdo de 10 modelos de
farmacoforo (ver Figura 2).

Figura 2. Validacao da Hipotese Farmacoforica 2 (HYP2) obtida do Discovery Studio
(BIOVIA, 2017)
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Fonte: Autoria Propria
Figura 3. Representacdo dos modelos de farmacoforo. (a) Modelo obtido do Pharmit
PB_MODEL1(HHHAA) com sete caracteristicas farmacoforicas; (b) Modelo obtido do DS
SB MODEL1 (HHHAA) com sete caracteristicas farmacoforicas. A cor verde apresenta a

caracteristica Hidrofobica (HYD) e em laranja apresenta aceitadores de ligagcdes de hidrogénio
(HBA).

Fonte: Autoria Propria
Tabela 1- Caracteristicas Farmacoforicas para HYP 1 (Hipotese 1) obtidas no PHARMIT.

e Moo sOoe

X Y V4 RADIUS
HYDROPHOBIC 1 9.548 0.817 -70.749
HYDROPHOBIC 2 9.348 -0.748 -66.781
HYDROPHOBIC 3 10.036 2.663 -72.219
HBA 1 8.891 0.163 -71.816 1.0
HBA 2 9.288 2.326 -64.774
HBA 3 9.282 0.564 -63.401

HBA 4 10.921 1.931 -68.745
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As caracteristicas Farmacoforicas da Hipotese 1 (HYP 1) e Hipotese 2 (HYP 2) mostram
uma disposicao estratégica de caracteristicas hidrofobicos e aceptores de ligacao de hidrogénio
(HBA), essenciais para o reconhecimento molecular e interagdo com o alvo biologico
(OLIVEIRA; LIMA; SILVA; CRUZ et al., 2023), ver Tabela 1 e 2.

Tabela 2- Caracteristicas Farmacoforicas para HYP 2 (Hipotese 2) obtidas no DS.

» HYDROPHOBIC_3.11

P

@
2 B 4 N CHBA 5.1
5 @

& HYDRQRHOBIC_1.11

HBA_5.21

@
HYDROPHOBIC_2.11

X Y Z RADIUS
HYDROPHOBIC 1.11 2.660 1.380 1.600
HYDROPHOBIC 2.11 -3.760 -1.280 -0.420 1.70
HYDROPHOBIC 3.11 3.460 -5.540 -4.020 ’
HBA 4.11 -0.576 1.949 -0.569
HBA 4.21 -0.180 2.340 -3.520 2.30
HBA 5.11 4.307 3.214 -1.464 1.70
HBA 5.21 4.780 5.740 0.140 2.30

Fonte: Autoria Propria

Os resultados farmacocinéticos mostram que os dois compostos LMQC1 e LMQC2,
mostrados na Tabela 1, t€ém boa solubilidade em dgua, bom nivel de absor¢do intestinal, baixa
penetracao da barreira hematoencefalica, ndo sao hepatotoxicos (ver Figura 4) e ndo inibem a
enzima CYP450 2D6, um bom resultado, pois a inibi¢do desta enzima pode levar a
consequéncias como aumento da toxicidade do fArmaco afetado pela interacdo, ou reducao da
eficacia do medicamento (HASAN; KHAN; SHARMIN; MAZUMDER et al., 2016).

Figura 4. Grafico de DMET PSA vs. ALogP98 para os compostos identificados, demonstrando
as elipses de limites de confianga de 95% e 99% correspondentes aos modelos BBB e HIA. De
acordo com o modelo, o composto deve atender as seguintes especificagdes para alcancar uma
permeabilidade celular ideal: PSA 2D < 140 A2 e AlogP98 < 5. ADMET: Absor¢io,
distribui¢ao, metabolismo, excrecao e toxicidade, BBB: Barreira hematoencefalica.
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De acordo com a posi¢do de QNZ no software Discovery Studio e AutoDock 4.2®
(versao 4.2.6, San Diego, California, CA, EUA) via pyrx (SILVA; FERREIRA; MARYAM;
ESPEJO-ROMAN et al., 2023), cinco residuos selecionados como o bolso ativo sdo mostrados
na Figura 5, que os residuos de aminoacidos (LYS, TYR, ASN) por meio de ligagcdes de
hidrogénio convencionais (verde), ligagdes de hidrogénio doadoras (azul), e interagdes pi-
sigma (roxo). Essas interagdes indicam que o composto estd ancorado no sitio ativo, envolvendo
os residuos LYS B:316, LYS B:273, TYR B:297, TYR B:105 ¢ ASN B:104.

A quinazolinona (QNZ) e duas moléculas (LMQC 1- Molport-002-555-372 e LMQC2-
Molport-000-789-749) com LibDockScores superiores a 110.00 e energia de ligacdo acima de
-6.00 kcal/mol, foram escolhidas, conforme ilustrado na Figura 5. Todos as moléculas deste
estudo foram selecionadas com base nos valores de LibDockScore, energia livre e inspe¢ao
visual da estrutura quimica, bem como as interagdes com os residuos de aminoacidos usando a
molécula QNZ como template (ver Figura 5a).

A molécula LMQCI possui LibDockScore de 120.978 e Energia de Ligacao de -6.85
kcal/mol, possui os residuos de aminoacidos, envolvendo liga¢des de hidrogénio convencionais
(verde) com ASN B:146 e LYS B:273, e interagdes pi-sigma (roxo) com ASP B:275. Possui
também interagdes pi-alquil com TYR B:105 ¢ TYR B:297, além de uma interacao pi-cation
com LYS B:273 (ver Figura 5b).

A molécula LMQC2 possui LibDockScore de 120.978 e Energia de Liga¢do de -6.13
kcal/mol, possui os residuos de aminoacidos, envolvendo ligagdes de hidrogénio convencionais
(amarelas) com LYS B:273 e 316, e interagdes pi-sigma (roxo) com HIS B:293 e pi-cation com
TYR B:105. Essas interagdes sugerem uma boa afinidade do composto no sitio ativo, o que
pode contribuir para sua estabilidade e potencial atividade antibacteriana, (ver Figura 5c).

Figura 5. Representacdo de interagdes em 2D do estudo de docking molecular para (a)
Quinazolinona - QNZ, (b) LMQC1_HYPI1 e (¢) LMQC2 HYP2 na estrutura cristalina de 4CJN
de MRSA.
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Fonte: Autoria Propria
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Para a previsao de atividades bioldgicas, foi utilizado o software PASS (Prediction of
Activity  Spectra for Substances) (POROIKOV; FILIMONOV; IHLENFELDT;
GLORIOZOVA et al., 2003) para prever possiveis atividades bioldgicas (ver Tabela 4). O
PASS fornece duas probabilidades: Pa (probabilidade de ser ativo) e Pi (probabilidade de ser
inativo). A Pa indica a probabilidade de o composto exibir a atividade bioldgica prevista,
enquanto a Pi representa a probabilidade de o composto nao exibir essa atividade. (SILVA;
FERREIRA; MARYAM; ESPEJO-ROMAN et al, 2023). A previsio da atividade
antibacteriana foi realizada para os dois compostos selecionados para investigacao

Nossos resultados demonstraram que a molécula template (QNZ) apresentou atividade
antibacteriana com uma probabilidade de Pa de 0.191 (ver Tabela 4). Além disso, o composto
LMQC2 mostrou probabilidade de atividade antibacteriana, com valores de Pa variando entre
0.428 e 0.032 (Tabela 4). Por outro lado, o composto LMQCI1 ndo exibiu atividade
antibacteriana, o que pode ser vantajoso, uma vez que seus valores de atividade ndo estdao
registrados na base de dados. Podemos destacar que nenhuma das estruturas apresentou riscos
toxicologicos e todas atendem aos parametros fisico-quimicos estabelecidos, permitindo que
avancem para as fases seguintes.

Tabela 4. Predi¢ao da atividade bioldgica para compostos resultantes da triagem virtual.

MOLECULA SMILES Antibacteriano
Pa Pi

TEMPLATE cleec2e(cl)C(=0O)N(C(=N2)/C=C/c3ccc(cc3)C#N)cdceecc(c4)C(=0)O 0.191 0.184

(QNZ)

LMQC1 CCOC(=0)clc(N)n(-c2ccc30CCOc3c2)c2nc3cececee3ncl2 - -

LMQC2 CCN(CCO)C(=0)CSclnnc(-c2eenee2)nl-cleee(C)ecl 0.428 0.032

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
submetidos a uma busca no SciFinder®, disponivel no Chemical Abstract Service (CAS)
(https://scifinder.cas.org/). Nenhum estudo referente a uma possivel atividade biologica, foco
deste trabalho, foi identificado.

Figura 6. Predicao da atividade biologica para compostos resultantes da triagem virtual.
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Fonte: Autoria Propria
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Conclusoes

Este estudo, utilizando triagem virtual baseada em farmacoforos, identificou dois
compostos (LMQC1 e LMQC2) promissores para inibicdo da proteina PBP2a de MRSA. As
hipdteses farmacoforicas geradas revelaram interagdes estratégicas entre os compostos € o alvo
bioldgico, destacando as caracteristicas hidrofobicos e aceitadores de ligagdes de hidrogénio.

As predi¢des ADME/Tox mostraram que as moléculas selecionadas apresentaram perfis
favoraveis para atividade antibacteriana contra MRSA, como solubilidade e baixa toxicidade.
A triagem virtual, seguida de simula¢do de docking molecular, identificou dois compostos
promissores com alta afinidade pela PBP2a. O composto LMQCI1 apresentou um
LibDockScore de 120.978 e uma energia de liga¢do de -6.85 kcal/mol, enquanto o composto
LMQC2 registrou um LibDockScore de 120.978 e uma energia de ligacao de -6.13 kcal/mol,
ambos os valores sdo semelhantes ou superiores aos valores do composto template (QNZ).

As interagdes de docking molecular mostraram que os trés compostos interagem com
residuos criticos, como LYS B:273 e TYR B:105. Os residuos criticos sdo aminoacidos
especificos de uma proteina que sdo fundamentais para sua funcao bioldgica, especialmente nas
interacoes com ligantes (BOULEY; KUMARASIRI; PENG; OTERO; SONG; SUCKOW;
SCHROEDER; WOLTER; LASTOCHKIN; ANTUNES et al., 2015). O composto LMQC1
apresentou ligagdes adicionais com ASN B:146, enquanto LMQC2 demonstrou interagdes
semelhantes as da QNZ, destacando LY'S B:316 como um ponto de interagao comum. A analise
PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) indicou um potencial antibacteriano para
LMQC2. Esses compostos serdo avaliados em futuras validagdes experimentais, tanto in vitro
quanto in vivo.
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