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INTRODUCAO

A tuberculose (TB), reconhecida como uma prioridade pelo Ministério da Saude desde
2003, causada pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), permanece uma das principais
preocupagoes em saude publica, devido a sua prevaléncia global e a complexidade de sua
patogénese (Brasil, 2022). Segundo uma pesquisa de 2019 da Fiocruz, cerca de 4 mil
pessoas morrem a cada ano, no Brasil por tuberculose (Mathias, 2022). A isoniazida tem
sido utilizada como fAirmaco de primeira linha no tratamento da TB desde 1952, enquanto
as tioamidas, como etionamida e protionamida, sdo considerados farmacos de segunda
linha contra a tuberculose. (Pauli, Ivani et al., 2011). O surgimento de mutagdes nos genes
ativadores desses pro-farmacos esta relacionado com a maioria dos casos de resisténcia a
esses fArmacos, aumentando a necessidade de novas terapias (Pauli, Ivani et al., 2011).
Por essa razdo, o alvo enoil-ACP redutase (InhA), essencial para a biossintese de acidos
micolicos micobacterianos e para a integridade da parede celular do Mtb, destaca-se como
promissor para o desenvolvimento de novos fdrmacos (Xia et al, 2018). Métodos
computacionais para a triagem de compostos surgem como ferramentas estratégicas,
potencialmente acelerando o desenvolvimento de farmacos mais seguros e eficazes para
o tratamento da TB (Fiocruz, 2023; Jackoswski, 1996; Moreira et al., 2020; WHO, 2021).
Portanto, este estudo tem como objetivo na priorizacdo de moléculas com capacidade
inibitoria frente a Mycobacterium tuberculosis enoil-ACP-redutase (InhA).

MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA (ou equivalente)

Foi construido um banco de inibidores (IN) com atividade contra a MtbInhA usando
moléculas obtidas do ChREMBL (Gaulton et al., 2017), observando a sua potencia (IC50
< 1000nM). Foram divididas em grupo treino (GT, 70%, n= 7) e grupo teste (GE, 30%,
n= 3), e a conversdo delas para o 3D foi realizada no OMEGA da OpenEye Scientific
(Hawkins et al., 2010).

O modelo para selecdo de moléculas foi feito no programa vROCS 3.6.0.0 da OpenEye
Scientific (Hawkins; Skillman; Nicholls, 2007), o qual foi considerado a similaridade de
forma, volume e caracteristicas estereoeletronicas. Foi avaliada a similaridade estrutural



pelo coeficiente de similaridade TanimotoCombo (TC) e seu resultado utilizado como
métrica de selegdo (0,307).

Para a triagem baseada no receptor, utilizou-se a estrutura cristalografica da InhA, obtida
do Protein Data Bank (Berman, 2000), PDB ID: 5G0OS (Wang; Eisenberg, 2003), ¢ sua
preparacdo foi feita no UCSF Chimera 1.19. (Pettersen et al., 2004). Assim, o
acoplamento molecular foi realizado com o programa FRED 4.2.1.0 (McGann, 2012),
avaliando a sua capacidade de replicar a pose do ligante cristalografico. Para validar o
método, foi realizado uma curva ROC, usando o programa ROC Analysis (Eng, 2017).

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO (ou Analise e discussio dos resultados)

O processo de triagem virtual possui grande importancia para a descoberta de novos
inibidores, pois a identificacdo de caracteristicas farmacoforicas e estereoquimicas,
auxiliam na priorizacdo de moléculas mais seletivas, que atendam aos principais
requisitos estéreo-eletronicos (Kothandan et al., 2013). Dessa forma, o modelo baseado
em forma e volume apresentou valor de AUC = 0,736, comprovando sua eficacia em
diferenciar moléculas verdadeiro-positivas de falso-positivas (Martinez et al., 2003).

A triagem do banco Nat Pro dB resultou em trés moléculas alinhadas satisfatoriamente
ao modelo: Violantina 3 13 (TC = 0,408), Amentoflavona 105 37 (TC = 0,399) e
Saponarina 155 148 (TC =0,399). Em se tratando do acoplamento molecular, o método
apresentou excelente validagio, com RMSD = 0,417 A em relacdio ao ligante
cristalografico (valor de referéncia < 2,0 A) (Batista et al., 2021). Entre as trés moléculas
triadas, a Amentoflavona 105 37 destacou-se com o melhor score (Chemgauss4 = —
14,81), sendo superior as demais (Violantina 3 13 = —10,25; Saponarina 155 148 = —
9,53) (Quadro 1)

Of HO OH
Amentoflavona_105_37 Violantina 3 13 Saponarina_155 148
Chemgauss4 = -14,81 Chemgauss4 = -10,25 Chemgauss4 = -9,53

Quadro 1: Quadro contendo os compostos triados do NatProdb, em
ordem decrescente de score.

A andlise das interagdes intermoleculares entre a proteina PDB ID 5GOS e o composto
Amentoflavona 105 37 revela um perfil de acoplamento favoravel no sitio de ligagao
(Figura 1). Observou-se a formagdo de duas ligagdes de hidrogénio com o residuo
Tirosina 158 (TYR-158), onde a Amentoflavona 105 37 atua tanto como aceptora
quanto doadora de hidrogénio, indicando uma forte e especifica orientagdo. Além disso,
uma interacdo de empilhamento pi (m-stacking) em geometria de formato T com a



Fenilalanina 149 (PHE-149), o que contribui para o alinhamento planar do ligante. As
interacoes hidrofobicas com os residuos Glutamina 100 (GLN-100), Tirosina 158 (TYR-
158) e Isoleucina 215 (ILE-215) promovem a complementaridade de forma, assegurando
que o ligante seja adequadamente acomodado na cavidade da proteina.

ILE-215

Figura 1: As linhas tracejadas em cinza representam as interagdes
hidrofébicas, as linhas continuas em azul as intera¢des de hidrogénio
e a tracejada em verde a de empilhamento n (Empilhamento
perpendicular).

De acordo com descri¢des anteriores na literatura, a MtbInhA ¢ um alvo molecular que
possui alto nivel de hidrofobicidade. Dessa forma, destacam-se Phel149 e Ile215, como
fundamentais para o reconhecimento molecular da InhA (Pauli, Ivani, et al., 2011). Para
além, Parikh e colaboradores (1999) descreveram Tyr158 como um catalisador
eletrofilico, estabilizando o estado de transi¢ao na sua liga¢do de hidrogénio com o grupo
carbonila do substrato. Pauli, Ivani, et al. (2011) também afirmaram que todos os ligantes
cristalograficos na cavidade de ligagdo do substrato da InhA estavam ligados por
hidrogénio a Tyr158 (Pauli, Ivani, et al., 2011).

CONSIDERACOES FINAIS (ou Conclusio)

Os estudos de triagem virtual hierdrquica permitiram selecionar substancias com
potencial a¢ao sobre a enzima alvo. O composto Amentoflavona 105 37 foi o candidato
mais promissor para inibir a enzima enoil-ACP-redutase (InhA). A molécula demonstrou
alta afinidade e interagdes favoraveis com o alvo terapéutico, o que valida seu potencial
como um futuro farmaco no combate a tuberculose.

No entanto, ¢ fundamental que a efic4cia e seguranca do composto sejam confirmadas
por meio de estudos adicionais, como ensaios in vitro e in vivo. Os resultados alcangados
representam um avango significativo na pesquisa de novas terapias mais eficazes e
inovadoras contra a doenga.
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