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INTRODUCAO

A crescente utilizagdo de farmacos, impulsionada pelas epidemias infecciosas
recorrentes, bem como pelo uso amplo e indiscriminado na pecuaria, demonstra como
consequéncia uma disseminagdo alarmante da resisténcia global a esses agentes,
sobretudo entre as bactérias Gram-negativas, como a Staphylococcus aureus.

Devido a alta demanda, novos alvos surgem como alternativas promissoras, como
¢ o caso da proteina filamentosa termossensivel (FtsZ), que desempenha um papel
fundamental no processo de remodelamento e divisdo da parede celular bacteriana, o que
favorece a ag¢do de diversas classes de antibidticos. Devido a importancia da FtsZ na
viabilidade celular bacteriana, esfor¢os para descobrir novos inibidores sintéticos tém
sido feitos, como € o caso das benzamidas. A partir disso, técnicas computacionais podem
ser empregadas para identificar e otimizar esses derivados por estudos de relacdes
quantitativas entre a estrutura e a atividade (QSAR).

METODOLOGIA

Foram coletados e catalogados 226 compostos derivados de benzamidas com
atividade (1.87 - 8.00 pMIC) descrita na literatura (HAYDON et al., 2010; MA et al., 2013;
STOKES et al., 2014; MA etal., 2017, MA et al., 2018; LUI et al., 2019; MA et al., 2019). Essas
moléculas foram subdivididas em grupo treino (171 moléculas) e teste (55 moléculas), as
quais tiveram suas estruturas desenhadas em formato 2D e convertidas em 3D com carga
no servidor ChemDes. Para os ensaios de HQSAR, fragmentos moleculares com
comprimento de 3 a 6 dtomos foram gerados a partir das moléculas do grupo treino e
empregados para criar modelos de regressdo por minimos quadrados parciais (Partial
Least Square - PLS). O software utilizado durante esse processo foi o Sybyl-X 2.1.1
(Certara, 2012). Apos essa etapa, essa configuracdo de fragmentos moleculares foi
utilizada para predigao da atividade biologica dos compostos do grupo teste. Nos ensaios
de QSAR 2D, descritores bidimensionais foram calculados utilizando o software Dragon
5.5 (Talete srt, 2007) a partir da estrutura 3D dos candidatos. Descritores com baixa



variancia e baixa correlacao com a atividade biolodgica foram eliminados. Os descritores
restantes foram empregados para desenvolvimento de modelos de QSAR 2D por
Regressdo Linear Multipla (RLM) no software QSARINS (Universidade de Insubria,
2013). Antecedente ao QSAR 3D, foi necessario realizar um acoplamento molecular a
fim de obter as coordenadas dos compostos dentro do sitio ativo da enzima alvo. A
escolha da proteina empregada no ensaio de acoplamento levou em consideragdao
resolucdo e similaridade entre o ligante complexado e os compostos estudados. Assim, a
estrutura macromolecular (5XDT) foi escolhida diretamente do Protein Data Bank. O
processo de acoplamento ocorreu no médulo Surflex-dock do Sybyl-X, empregando o
método de acoplamento surflex-dock screen. Selecionou-se a conformagao ideal de cada
ligante, considerando polaridade, volume e interagcdes. Posteriormente, essas
conformagdes foram processadas no software Dragon para o calculo dos descritores 3D,
os quais foram triados quanto a variancia interna e correlagdo com a atividade biologica.
Ao final, os dados foram submetidos a0 QSARINS para a geragdo dos modelos de QSAR
tridimensional, conforme realizado no QSAR bidimensional. Todos os modelos de QSAR
foram avaliados pelos seus respectivos valores de qualidade estatistica como ajustes (1?)
e consisténcia interna (q*) do grupo treino, e poder preditivo (r?Ext) para o grupo teste.
Os modelos mais qualificados tiveram seus dominios de aplicabilidade analisados e
variaveis mais influentes investigadas

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO

No HQSAR, foram gerados fragmentos com extensdo de 3-6 atomos, seguindo o
padrdo, levando em consideragao o tamanho do fragmento e suas distingdes. A partir da
combinag¢do de cada fragmento, foi possivel visualizar valores estatisticos de R* 0.85 e
Q? de 0.72, evidenciando um bom ajuste dos dados e uma boa consisténcia interna do
modelo, conforme a literatura de QSAR e HQSAR, que indicam que valores acima de 0.7
sao considerados 6timos (GRAMATICA, 2020). Apos a validacao e analise dos valores,
as moléculas do grupo teste sdo aplicadas ao modelo construido para a predigcao de sua
atividade bioldgica. Ao final desse processo, foi obtido o valor estatistico de RZ%ext de
0.60, um indicativo de moderada capacidade do modelo em prever a atividade de
moléculas que ndo participaram de sua constru¢do. Com o intuito de aumentar a
complexidade e obter uma relagdo estrutura-atividade excelente, adicionando-se
parametros bidimensionais, estudos de QSAR 2D baseado em descritores foram gerados.
O melhor modelo apresentou R? = 0.86, Q* = 0.84 ¢ R?ext = 0.81 (Figura 01). Esses
parametros, conforme a literatura, classifica o0 modelo como promissor e excelente. A
partir da avaliagdo aprofundada dos descritores fisico-quimicos e topoldgicos que
compdem o modelo, se torna possivel inferir que fatores farmacocinéticos (ALOGP e
BEHm3) potencializam a atividade bioldgica desses derivados. Por outro lado, o impacto
negativo dos descritores nDB e nBnz sugere que o aumento da flexibilidade, atrelada a
menor presenga de grupos aromaticos € volumosos podem ampliar a poténcia desses
compostos. Adicionalmente, o descritor BO5[O-O] revela que a substituicao do oxigénio
(éter entre o grupo difluor-benzamida e o restante da molécula) por outros grupos (por
exemplo, carbono ou nitrogénio) pode aumentar a atividade desses derivados. (Figura



02). Para 0 QSAR 3D, antecedendo a geracao dos modelos, foi necessaria a realizagdo de
um acoplamento molecular com a finalidade de obter a conformacdo ativa de cada
molécula frente a enzima alvo, e assim, sucedendo para etapa da geragdo dos descritores
conformacionais. Feito isso, acontece a geragdo dos modelos de QSAR 3D por RLM. Ao
partir para andlise, os modelos apresentaram um R? de 0.78, Q> de 0.74 e R2%ext de 0.52,
que demonstram bom ajuste ¢ boa robustez interna, porém, um baixo poder preditivo,
caracteristica que sugere que o modelo de interacao adotado apds o acoplamento nao
condiz com a conformacao bioativa dos inibidores.
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CONSIDERACOES FINAIS

Por fim, os modelos de HQSAR e QSAR 3D se mostram imprecisos, confirmado pela
baixa qualidade estatistica, o que sugere a necessidade de maiores analises experimentais,
a partir de novos métodos. O QSAR 2D, entretanto, se mostrou robusto e confidvel para



interpretagao do modelo, evidenciando a importancia de fatores farmacocinéticos para o
aumento da atividade biologica, bem como o impacto negativo da presenga em excesso
de grupos volumosos, que diminuem a flexibilidade dos compostos e contribuem para a
reducdo do efeito bioldgico.
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