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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma das doengas mais infecciosas domundo, mesmo com a reducéo
de 47% da taxa de mortalidade global entre os anos de 1990 e 2015, ainda ha lacunas
importantes na cobertura e deficiéncias graves quando se trata do seu diagndstico e
tratamento (MSF, 2020).

Mycobacterium tuberculosis é dependente de &cidos micdlicos, componentes essenciais
da sua parede celular, que conferem patogenicidade e resisténcia a antibidticos. A beta-
cetoacil-ACP sintase | (KAS I) é uma enzima crucial para a sintese desses acidos graxos
de cadeia longa e, por isso, é considerada um alvo promissor para o0 desenvolvimento de
novos farmacos contra a tuberculose. Inibidores naturais de KAS I, como tiolactomicina,
platensimicina e cerulenina, destacam a importancia dessa enzima como alvo de
antibacterianos (Schiebel et al, 2013).

Técnicas computacionais permitem a rapida selecdo de moléculas, pois permitem o
emprego de caracteristicas moleculares, fisico-quimicas e eletrdnicas envolvidas no
processo de reconhecimento molecular. Desta forma, com o objetivo de identificar
moléculas promissoras com a acdo sobre a KAS | do Mycobacterium tuberculosis
(MtbKASI)foram utilizadas técnicas in silico, de forma hierarquica, que simulam o
comportamento molecular entre o alvo bioldégico MtbKASI e possiveis ligantes, visando
contribuir para o desenvolvimento de novos farmacos contra a tuberculose.

METODOLOGIA

A construcdo do banco de inibidores (IN) com atividade conhecida frente a KAS | da
Mycobacterium tuberculosis foi feita através do banco de dados ChEMBL (Gaulton et
al.,, 2017). Foram somente incluidas moléculas com dados de atividade biolégica
equivalente a Concentracdo Inibitoria Minima — CIM < 335 uM. O banco foi divididoem
grupo treino (GTR, 60%) e grupo teste (GTE, 40%). As moléculas triadas foram obtidas
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no banco de dados virtual ZINC20 (Irwin et al, 2020), selecionando-se o sub-banco in-
stock (BI).

O programa VROCS da OpenEye Scientific (Hawkins; Skillman; Nicholls, 2007) foi
empregado para construcdo de modelo baseado na semelhanca de forma e suas
distribuicdes de cor ou caracteristicas quimicas. O modelo foi construido utilizando
nimero maximo 5 moléculas do grupo GTR e o TanimotoCombo foi utilizado para a
avaliacdo dasobreposicdo das moléculas no modelo construido pelo VROCS. A avaliagéo
do modelo do VROCS foi realizada através da andlise ROC (Recevier Operator
Characteristic), empregando-se para isso 0 banco GTE, o critério avaliado foi AUC (Area
Under curve) da curva ROC, considerando-se o modelo satisfatério quando a AUC for
superior a 0,7 (Polo, Miot, 2020). Toda analise ROC foi calculada na propria interface
grafica do vVROCS. O banco Bl foi submetido ao alinhamento com o modelo construido
pelo VROCS. Somente foram consideradas moléculas com TanimotoCombo superior a
media dos valores obtidos pelos inibidores do grupo GTR. Posteriormente, 0s compostos
filtrados foram submetidos a triagem baseada no alvo molecular.

O acoplamento molecular foi realizado no programa FRED 4.2.1. Inicialmente o alvo
molecular foi preparado utilizando o utilitario grafico Make Receptor 4.1.1.0 da OpenEye
Scientific (EON, 2007). Durante a preparacdo, foram removidos os artefatos de
cristalografia e as moléculas de agua. A caixa deacoplamento molecular foidefinidacom
base no posicionamento espacial do ligante cristalografico, aplicando-se as seguintes
dimensdes: 11,67 A x 12,00 A x 14,00 A, com um volume de caixa de 1960 A3 e forma
de contorno externo de 663A3. Para o ranqueamento das moléculas, foi utilizada a funcéo
de pontuagdo Chemgauss4. O programa Omega 4.2.1.2 da OpenEye Scientific (Oeomega,
2007) foi utilizado para produzir as conformagdes tridimensionais das moléculas
submetidas ao acoplamento no FRED.

Os parametros de acoplamento molecular foram avaliados usando o calculo do
reacoplamento e a curva ROC. Apds o ajuste do método, as moléculas triadas foram
submetidas ao acoplamento molecular. Os resultados foram classificados e 0s compostos
de melhor pontuacdo tiveram suas interacdes intermoleculares analisadas no servidor
PLIP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa na literatura identificou 26 potenciais inibidores, divididos em grupos de
treino (16 moléculas) e teste (10 moléculas). Essa divisdo considerou a diversidade
estrutural e a poténcia dos compostos.

O programa VROCS gerou o modelo baseado na forma e volume (Ramasamy, Selvam,
2015). A andlise ROC permitiu concluir que o modelo baseado na forma e volume possui
bom critério de sele¢do, pois apresentou AUC = 0,71. O modelo apresenta as seguintes
caracteristicas: 12 centros aceptores de ligacdo de hidrogénio, 2 centros doadores de
ligacdo de hidrogénio, 2 centros anidnicos, 2 centros hidrofébicos e 5 centros de anéis.
Estudos envolvendo inibidores da KAS | descrevem o padrdo de interagdes
intermoleculares ocorrendo pela formacdo de interacBes de hidrogénio e interacbes de
natureza hidrofobica devido a grande regido hidrofobica que compde seu sitio.

Com a definicdo do modelo baseado na forma e volume, as moléculas do banco Bl foram
submetidas ao alinhamento com o modelo baseado na forma e volume selecionado.



Somente moléculas com TanimotoCombo > 467 foram submetidas ao acoplamento
molecular (Figura 1). A molécula com melhor alinhamento apresentou TC = 588, sendo
superior ao encontrado pelas moléculas do grupo teste.

Utilizando o modelo baseado na forma e volume possibilitou reduzir o nimero de
moléculas a serem submetidas ao acoplamento molecular. A analise por acoplamento
molecular indicou a molécula 2061452 367 (Chemgauss4 = -14,18) como a melhor
ranqueada.

O perfil de interagdes moleculares entre as moléculas e a KAS | foram majoritariamente
de natureza hidrofobica, um resultado esperado uma vez que seu sitio possui essa
caracteristica. Dessa forma, a molécula 206145 367 interagiu com os residuos Pro206B,
11e202B, Phe239B, 11e347B, Glul99B, Leull6B, Alall9B e GIlul20B por meio de
interacBes hidrofobicas (Figura 3a). A molécula 2497220 51 interagiu através de
interagdes hidrofobicas com os residuos Leull6B, Vall42A, Ilel45A, Pro206B,
Phe210B e Phe239B e atraves de uma ligacdo de hidrogénio com o Glu120B (Figura 3b).
A molécula 20600228 38 apresentou interacoes hidrofébicas com os residuos Leull6B,
Vall42A e Phe210B (Figura 3c). Por fim, a molécula 2061453 304 apresentou, de forma
concomitante, interacBes hidrofébicas com os residuos Leull6B, Vall42A, Ilel45A,
Pro206B, Phe239B e I1e347B (Figura 3d).
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Figura 1: Representacdo das interacfes intermoleculares entre os
residuos de aminoacidos da KAS | e moléculas 206145 367 (a),
2497220_51 (b), 20600228_38 (c) e 2061453_304 (d). As moléculas
estdo representadasem laranja e os residuos de amino&cidosem azul.
Tracgos cinzas correspondem as interacdes hidrofébicas e linhas azuis
correspondem a ligacGes de hidrogénio.
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Com base no resultado das interac@es intermoleculares das 4 melhores substancias foram
analisados os principais aminoacidos envolvidos no reconhecimento molecular com a
KAS | (Figura 4). Os residuos Glul20B, GIlul99B, Gly200B, Leull6B, Phe201B e
Pro206B foram os mais envolvidos em interacdes hidrofébicas com a KAS I. A presenca
de tais residuos demonstra o carater hidrofdbico do sitio ortostérico da KAS I.

CONSIDERACOES FINAIS

A abordagem hierarquica de triagem virtual demonstrou ser eficaz na identificacao de
um composto promissor, 0 206145 367, que apresentou afinidade e capacidade de
interacdo coma KAS I, alvo associado a cepa multirresistente da tuberculose. No entanto,
é fundamental que estudosadicionais, bem como ensaios in vitro e in vivo, para validacdo
da eficacia e seguranca da molécula candidata. Por fim, esses resultados indicam um
progresso encorajador na busca para novas abordagens terapéuticas para a tuberculose
multirresistente.
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