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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é um desafio global, particularmente em paises com condicdes
socioecondmicas desfavoraveis. Causada pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), a
forma pulmonar da doenca é a principal responsavel pela transmisséo. Apesar da eficécia
do tratamento recomendado pela OMS, a longa duracdo e os efeitos advsersos
frequentemente levam a baixa adeséo e ao surgimento de cepas multirresistentes.

Ha uma necessidade urgente de novas terapias, especialmente inibidores da
biossintese de pantotenato, essencial para a sobrevivéncia do Mth. Métodos
computacionais para triagem de compostos sdo promissores para acelerar o
desenvolvimento de novos farmacos. A enzima pantotenato sintetase (PS) é um alvo
terapéutico chave, e a inibicdo da PS pode comprometer a viruléncia do Mtb. Este estudo
busca identificar moléculas que inibem a PS do Mth por meio de triagens virtuais para
desenvolver novos tratamentos contra a TB.

MATERIAL E METODOS

Triagem Virtual Baseada no Ligante (TVBL)

Quatorze moléculas com atividade bioldgica foram selecionadas do banco
CHEMBL (Mendez et al., 2019), com IC50 < 2,0 uM, para formar um banco de
inibidores. Elas foram divididas aleatoriamente em dois grupos: treinamento (n = 10) e
teste (n = 4). A conversdo para o formato 3D foi realizada com o software OMEGA
(Hawkins et al., 2010). Um modelo baseado em forma e volume foi desenvolvido com o
VROCS 3.6.0.0 (Hawkins; Skillman; Nicholls, 2007), e o alinhamento das moléculas foi
avaliado pelo coeficiente de similaridade TanimotoCombo (TC). Para validar o modelo,
moléculas do grupo de teste foram usadas para gerar falsos positivos em uma proporcao
de 1:50, utilizando o servidor DUD-E. A validacdo foi feita com a curva ROC no
SigmaPlot 12.0, selecionando o modelo com a maior AUC (Area Sob a Curva).

O modelo selecionado foi utilizado para a triagem de moléculas do banco MCULE
(Kiss; Sandor; Szalai, 2012). Apenas os compostos com valores de TanimotoCombo
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superiores a X + 2c, baseados no grupo teste, foram considerados. As moléculas com
alinhamento satisfatorio foram, entéo, escolhidas para a etapa de acoplamento molecular.

Triagem Virtual Baseada no Receptor (TVBR)

A enzima utilizada neste estudo foi obtida do banco de dados Protein Data Bank
(PDB) (Berman, 2000) sob o ID 3IUB (Wang; Eisenberg, 2003), sendo selecionada com
base em critérios como alta resolucéo cristalografica (<2 A) e a presenca de um ligante
em complexo com a proteina.

Para a triagem estrutural, as moléculas selecionadas foram submetidas ao
acoplamento molecular no programa FRED 4.2.1.0 (McGann, 2012). O ligante
cristalogréfico foi utilizado como referéncia para delimitar o espago de acoplamento, e
uma caixa de grade com dimensdes de 20 x 15 x 20,67 A (volume de 6200 A3) foi
construida no Make Receptor 4.2.1.0.

A avaliacdo dos métodos de acoplamento foi realizada pela analise da curva ROC
no SigmaPlot 12.0, utilizando o mesmo conjunto de moléculas de teste e falsos-positivos
da triagem baseada em ligantes. A analise considerou a curva ROC e o RMSD das poses
cristalogréficas. O complexo com a melhor pontuacdo, considerando 0s scores
Chemgauss4 (CG4) e TanimotoCombo (TC), foi submetido a avaliagcdo no servidor
PoseView - Proteins Plus (Schéning-Stierand et al., 2022), a fim de analisar as interacfes
intermoleculares entre os grupos farmacoforicos e os residuos do sitio de ligacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A triagem virtual baseada em ligantes envolveu a criagdo de modelos
farmacoforicos e morfolégicos para identificar caracteristicas comuns em moléculas
ativas que se ligam ao alvo biolégico (Kothandan et al., 2013). O software VROCS 3.6.0.0
utiliza dados sobre volume, forma, cor e caracteristicas quimicas dos atomos para
identificar regides farmacoféricas, baseando-se no alinhamento das estruturas do grupo
de treinamento (Hawkins; Skillman; Nicholls, 2007).

O modelo desenvolvido demonstrou excelente capacidade de discriminacdo, com
uma AUC de 0,97 e um fator de enriquecimento de 0,36 em 2%, evidenciando sua eficacia
em distinguir entre moléculas verdadeiramente ativas e falsas (Martinez et al., 2003). O
modelo identificou 29 propriedades, incluindo centros doadores e aceptores de
hidrogénio, centros catidnicos e aneis. A triagem das moléculas do banco MCULE
resultou no alinhamento de 183 compostos entre os 5.899.468 avaliados, com
caracteristicas estéreo-eletronicas e morfolégicas compativeis com inibidores ativos,
apresentando valores de TanimotoCombo (TC) superiores a 0,64.

O RMSD obtido com o FRED 4.2.1.0 foi de 1,46 A, indicando uma precis&o
razodvel no acoplamento molecular (Batista et al., 2021). Para uma avaliacao adicional,
foi realizada a analise da curva ROC, na qual o FRED 4.2.1.0 obteve uma AUC = 0,8,
indicando um bom desempenho, conforme Martinez et al. (2003).

O FRED 4.2.1.0 realiza o acoplamento de moléculas multiconformacionais em um
Gnico receptor através. O funcdo de consenso (CG4-TC) foi utilizado para o
ranqueamento final. O composto MCULE-7084597246 foi selecionado com um score
geral de -9,63.



A analise das interacdes intermoleculares com MCULE-7084597246 (Figura 1)
revelou ligagBes hidrofébicas com os residuos LYS157, LEU277, HIS41, MET37 e
HIS132. Dois anéis arométicos do composto formaram interacdes n- = com 0s residuos
HIS44 e HIS132, e foram identificadas ligagdes de hidrogénio do tipo doadora com 0s
residuos TYR79, GLN161 e MET37. A interacdo com o HIS44 ¢ particularmente
importante, pois este aminoacido € essencial para a ligacdo de substratos e para a
formacdo e estabilizagdo do pantoil adenilato, intermediario chave na liberagdo do
pantotenato (Amaroju et al., 2020).
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Figura 1. Perfil de interagGes intermoleculares da proteina PDB
ID 31UB com o composto MCULE-7084597246. A linha sélida
verde representa interacdes hidrofdbicas, as linhas tracejadas em
azul ciano mostram interagdes entre anéis, e as linhas tracejadas
em azul indicam interacGes de hidrogénio.

CONSIDERACOES FINAIS

A triagem virtual hierarquica identificou o composto MCULE-7084597246 como
um candidato promissor devido a sua forte afinidade e capacidade de interacdo com a
pantotenato sintetase. Esses resultados sdo um avanco significativo na busca por novas
terapias para a tuberculose multirresistente.
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