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Introducio

Férmacos antibidticos tém sido empregados para o tratamento de infec¢des bacterianas
desde o inicio do século XX, desempenhando um papel fundamental na reducao dos indices
globais de morbidade e mortalidade. Entretanto, nos ultimos anos, tem sido observada uma
disseminagdo alarmante da resisténcia global a esses agentes, sobretudo entre as bactérias
Gram-negativas (DA SILVA, 2022). Como resultado dessa situagdo preocupante, estimou-se
que, em 2019, aproximadamente 4,95 milhdes de pessoas vieram a 6bito devido a doencas
associadas a resisténcia antimicrobiana, e esse indice podera aumentar para 10 milhdes até 2050
(MURRAY et al, 2022).

Diante desse cenario, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) alerta para a
possibilidade de infeccdes bacterianas resistentes se tornarem uma nova pandemia. Essa
perspectiva exige a adogao de medidas urgentes, por meio da inibi¢do dos atuais mecanismos
de resisténcia, ou pela identificacdo de alvos terapéuticos que possibilitem o desenvolvimento
de novos farmacos com mecanismos de agdo distintos, capazes de contornar os diversos
mecanismos de resisténcia (KIM et al, 2020). Para enfrentar esses desafios, a investigacao de
proteinas-alvo que atuem por vias bioquimicas distintas € ndo apresentem mecanismos de
resisténcia conhecidos pode ampliar o acervo de antibidticos atualmente disponiveis, bem
como, identificar novas maneiras de enfraquecer as bactérias patogénicas.

Neste contexto, existe uma crescente expectativa em relacdo as proteinas-alvo que
desempenham fun¢des na divisdo celular, como as proteinas filamentosas termossensiveis (Fts
- Filamentous Temperature-Sensitive proteins) (ROEMER et a, 2011). As Fts compdem um
complexo formado por dezesseis proteinas que desempenham um papel essencial na divisao
bindria bacteriana, também conhecido como divisoma. Entre essas proteinas, a FtsZ ¢ a proteina
mais abundante e conservada em quase todas as espécies de bactérias, pois atua desde as fases
iniciais da formagdo do septo até ao desfecho da citocinese. Pesquisas recentes também sugerem
que inibidores da FtsZ impactam na localizacdo de varios componentes da maquinaria de
divisdo celular. Isto permite uma atuagdo sinérgica com antibidticos beta-lactamicos capaz de
reduzir as chances de resisténcia microbiana (CHAN et al, 2015, FERRER-GONZALES et al,
2021).

Devido a importancia dessa proteina na viabilidade celular bacteriana, esfor¢os para
descobrir novos inibidores sintéticos tém sido feitos, como zantrinas e benzamidas, além de
produtos naturais, incluindo a doxorrubixina, curcumina, berberina, cinamaldeidos e seus
derivados (TRIPATHY; SUSANTA, 2019). Diante do panorama acima, tornou-se imperativo
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empreender esfor¢os para o planejamento de farmacos que sejam tanto seguros quanto eficazes
contra FtsZ. (LU et al, 2020). Neste sentido, a disponibilidade de estruturas tridimensionais da
enzima resolvidas por difragdo de raios-X, ampliou as perspectivas de identificagdo e
otimiza¢do de moléculas bioativas por meio de estratégias computacionais (GONZALEZ-
BELLO et al, 2020). Dessa forma, nos ultimos anos diversos derivados de benzamidas foram
sintetizados e avaliados contra de FtsZ de Staphylococcus aureus (SaFtsZ). Estes derivados
permitiram a construcao de modelos robustos de triagem virtual por acoplamento molecular
(CRUZ; PITA; FREITAS, 2023). Nesse trabalho objetivamos apresentar as estratégias
empregadas para a selecdo de possiveis inibidores de SaFtsZ.

Material e Métodos

A estrutura 3D da SaFtsZ (codigo 5XDU, 2,0 A), obtida do banco de dados de proteina
(PDB, rcsb.org), foi preparado no programa Sybyl-X 2.1.1 (Tripos, Certara USA, inc.)
utilizando o seguinte protocolo: extragdo das aguas, ligantes e artificios de cristalizagcdo (Ex.
glicerol), adicdo de 4tomos de hidrogénios, ajuste de protonacdo dos residuos de aspartato,
glutamato e histidinas, e adi¢do de cargas parciais MMFF02.

Em seguida, um conjunto de 220 mil compostos comercialmente disponiveis no
catalogo Sigma-Aldrich foram obtidas do repositorio ZINC database (https://zinc.docking.org)
em formato 2D e convertidas em formato 3D através da ferramenta translate disponivel no
programa Sybyl-X 2.1.1. Os compostos foram submetidos a simulagdo de acoplamento
molecular no programa Gold 2024.1 (CCDC), segundo padronizagdo previamente realizada
(CRUZ; PITA; FREITAS, 2023): Eficiéncia de busca (30%) e funcdes de pontuacdo usadas
(ASP e ASP com reavaliacdao da pontuacao com ChemPLP ou ASP.PLP).

Os compostos que obtiveram pontuacdo acima de 37,6 (ASP) e 81,6 (ASP.PLP) foram
empregados ao servidor SwissADME (http://www.swissadme.ch/) (DAINA et al, 2017) para a
predicao de diversas propriedades fisico-quimicas e estruturais usados como critérios para
selecao dos melhores candidatos: 1- propriedades “drug-like” segundo a regra de Muegge e
Egan; 2- similaridade estrutural inibidores de CYPs; 3- presenca de caracteristicas descritas
como PAINS (BAELL ; HOLLOWAY, 2010) ou pertencente a regra de Brenk (BRENK et al,
2008); 4- Solubilidade em &gua; 5- biodisponibilidade segundo modelo Abbot; e 6-
acessibilidade sintética. Uma vez que se busca compostos com atividade antibacteriana, foi
aplicado a regra descrita por Richter et al (2017)( para sele¢do dos compostos com maior
capacidade de atuar em bactérias gram-negativas e positivas contendo bombas de efluxo. As
moléculas selecionadas tiveram seus perfis de interacdo visualmente inspecionadas no
programa Pymol 0.99 e PoseView disponivel na plataforma (proteins.plus) (SCHONING-
STIERAND et al, 2022) a fim de identificar padrdes de intera¢do similares ao observado em
complexos inibidor-SaFtsZ co-cristalizados. Ao final, disponibilidade de informagdo sobre
atividade biologia das moléculas foi investigada no servidor PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Resultados e Discussao
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Um conjunto de 175 derivados de benzamidas foram previamente catalogados e
utilizados para a constru¢cdo de modelo de triagem por acoplamento molecular no programa
Gold (CRUZ; PITA; FREITAS, 2023). Esse modelo destacou que as fungdes ASP e ASP com
reavaliacdo através da funcdo ChemPLP apresentam excelente capacidade de identificar
compostos ativos. Diante disso, esse modelo foi usado para a triagem de 220 mil compostos
disponiveis comercialmente na plataforma Sigma-Aldrich (Figura 1).
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Figura 1. Frequéncia de compostos acoplados por faixa de pontuagdo segundo as fungdes
ASP.PLP (Azul) e ASP (Vermelho). A linha tracejada determinar os pontos de corte de cada
funcao.

Utilizando como limites de pontuacdo 81,6 (ASP.PLP) e 37,6 (ASP), apenas 1,85%
(4086 compostos) foram mantidos para as etapas seguintes que seguem o fluxograma
apresentado na Figura 2.

Sigma-Aldrich 220 mil compostos
Acoplamento molecular 4086 compostos
Caracteristicas “druglike” 1103 compostos
Inibidor de CYP3A4 ¢ CYP2D6 573 compostos
Filtro de solubilidade em agua 63 compostos
Presenca de PAINS ¢ alertas de Brenk 59 compostos
Biodisponibilidade e acessibilidade sintética 29 compostos

Regra de Richter 25 compostos

Figura 2. Sequéncia de filtragem dos compostos triados por acoplamento
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Em seguida, os compostos foram submetidos a andlise de propriedades similares a
farmacos ou “drug-like”, contudo, muitos antibioticos violam a regra de Lipinsk classica, assim,
foram usados um filtro consensual mais amplo contendo as propriedades descritas nas regras
Muegge (MUEGGE et al, 2001) e Egan (EGAN et al, 2000). Assim, 1103 compostos
selecionados nesta etapa devem apresentar boa absor¢ao intestinal.

Antibioticos sdo frequentemente administrados em combinagdo com outros
medicamentos. Assim, a avaliagdo das moléculas quanto a sua capacidade de inibir as enzimas
do citocromo P450, especialmente CYP3A4 ¢ CYP2D6, ¢ de grande importancia na triagem
virtual de candidatos a farmacos, pois estas enzimas sao responsaveis pelo metabolismo de uma
grande variedade de xenobioticos, incluindo muitos fAirmacos. Essa andlise, portanto, contribui
para desenvolvimento de farmacos mais seguros, reduzindo probabilidade de falhar em estagios
avancados da pesquisa. Nesta etapa da filtragem, os compostos com potenciais caracteristica
similares a inibidores das CYPs 3A4 e 2D6 foram eliminados, restando apenas 573 compostos.

Na sequéncia do trabalho foram utilizadas varias métricas para estimar a solubilidade
dos compostos restantes da etapa anterior. A solubilidade ¢ um parametro critico na triagem
virtual de candidatos a farmacos (OTTAVIANI et al, 2010), especialmente para antibidticos,
pois a baixa solubilidade implica em severas dificuldades nos ensaios bioldgicos, especialmente
para ensaios diretos com as proteinas alvo. Além disso, ensaios microbiologicos
frequentemente falham devido a baixa solubilidade aquosa dos compostos testados. Diante
disso, foram utilizados dois modelos topoldgicos de previsao de solubilidade (ESOL e Ali) e
baseado em fragmentos corrigido pelo peso molecular (Silico-IT). Na anélise consensual desses
preditores, foram descartados compostos insoliveis, pouco soluveis e moderadamente soluveis,
restando assim, apenas 63 compostos.

Posteriormente, analisou-se a presenca de caracteristicas descritas como promiscuos ou
PAINS (pan assay interference compounds) pois contém subestruturas que mostram resposta
potente em ensaios, independentemente do alvo proteico gerando resultados falso-positivos
(BAELL ; HOLLOWAY, 2010). Além disso, existem compostos que podem conter
caracteristicas estruturais putativamente toxicos, quimicamente reativos, metabolicamente
instaveis ou portadores de propriedades responsaveis por farmacocinética ruim. Estes
compostos foram identificados empregando o filtro de Brenk (BRENK et al, 2008). Assim, trés
compostos foram excluidos.

Os 59 compostos restantes foram, entdo, analisados quanto a biodisponibilidade
segundo os critérios da Abbot, que prevé a probabilidade de um composto ter pelo menos 10%
de biodisponibilidade oral em ratos ou permeabilidade mensuravel em células Caco-2
(MARTIN, 2005). Esta analise permite selecionar compostos que podem ser testados em
ensaios de citotoxicidade celular. Nessa analise, foram considerados os compostos com
probabilidade superior a 55%. Além disso, esses compostos devem apresentar baixa
complexidade sintética o qual pode ser avaliada através da ferramenta baseada em fragmentos
moleculares de acessibilidade sintética (AS) cujo valor varia de 1 (muito facil) at¢ 10 (muito
dificil) (FUKUNISHI et al, 2014). Para filtragem foram considerados apenas compostos com
AS <5, sendo assim, apenas 29 compostos foram mantidos para a etapa seguinte.
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Por fim, a penetragdo celular e a resisténcia ao efluxo sdo importantes para todas as
classes de antibiodticos. De fato, seguindo essa premissa Richter e colaboradores focou na
identificacdo de propriedades moleculares que favorecem a acumulagcdo de compostos em
bactérias Gram-negativas, especialmente em relagdo a resisténcia ao efluxo (RICHTER et al,
2017). Essa abordagem resultou na selecdo de 25 compostos que foram visualmente analisados
quanto as suas interagdes com o sitio da SaFtsZ.

Entre os compostos analisados, valem destacar dois representantes (NPB05 e NPB17).
O NPBO5 (Figura 3A) ¢ uma quinolona com atividade frente a S. aureus MRSA (64 ug/mL,
BUESO-BORDILS et al, 2017), sugerindo um possivel mecanismo alternativo para a agao
desta classe de moléculas. O composto NPB17 apresentou padrdo de interagdo similar ao
observado para o inibidor co-cristalizado na SaFtsZ (Figura 4A) e boa ocupacao no sitio ativo.
Ambos apresentam propriedades fisico-quimicas 6timas para biodisponibilidade oral, segundo
o servidor SwissADME(Figuras 3B e 4B).
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Figura 3. Complexo do inibidor co-criétalizado com a SaFtsZ (ciano) e NPBO0S5 acoplado no
sitio (Verde) (A) e Valor das propriedades fisico-quimicas de NPBO5 (linha vermelha) em
relacdo aos limites de boa biodisponibilidade (zona rosa) (B).
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Figura 4. Complexo do inibidor co-cristalizado com a SaFtsZ (ciano) e NPB17 acoplado no
sitio (verde) (A) e Valor das propriedades fisico-quimicas de NPB17 (linha vermelha) em
relacdo aos limites de boa biodisponibilidade (zona rosa) (B).
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Conclusoes

As estratégias empregadas neste trabalho objetivam racionalizar a selecdo de compostos
com propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas adequadas. Dentre os compostos
selecionados, estd um representante com atividade antibidtica descrita, sugerindo que a
abordagem parece correta. A etapa seguinte deste projeto ¢ investigar o comportamento
dinamico desses compostos dentro do sitio da enzima através de dinamica molecular e avaliar
a atividade frente S. aureus MRSA.
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