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RESUMO: Estratégias de planejamento de farmacos auxiliado por computador tem
contribuido com a pesquisa ¢ o desenvolvimento de novos farmacos anti-tuberculose
(TB), para evitar resisténcia e reduzir o tempo de tratamento e o nimero de farmacos
usado na terapia. O objetivo deste trabalho foi a realizacdo do estudo de docking para
identificacdo do possivel mecanismo de acdo dos hits LabMol73, 84, 86 ¢ 93 testados
previamente nos ensaios de Microplate Assay Blue Alamar (MABA), Low Oxygen
Recovery Assay (LORA) em cepas sensiveis de M.th. H37Rv e resistentes aos farmacos-
padrao rifampicina e izoniazida, devido ao promissor resultado inibitdrio contra estas
cepas sugerindo mecanismo de a¢do diferente dos farmacos ja existentes. A triagem
virtual inversa foi feita na plataforma Pharmmapper que identifica alvos por modelo

farmacoforico. Os alvos mais promissores foram validados. O DM foi realizado no
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programa Maestro da OpenEye para analise das poses e do score de energia. Dezesseis
alvos de M.tb. H37Rv foram identificados e somente nove demonstraram viabilidade para
ensaio computacional. Os resultados mais promissores foram observados nos alvos acido
micdlico ciclopropano sintase (PDB:1L1E) e pantotenato sintetase (PDB:1N2B). Sendo
que, no alvo 1L1E resultados de score obtidos foram entre -6,998 a -7,767 kcal/mol. No
alvo IN2B os resultados foram entre -6,421 a -7,293 kcal/mol, se apresentando como os
alvos mais promissores devido a sua pontuacgao de score semelhantes entre os dois alvos
sugerindo que o mecanismo de acdo possa ser a inibicao de um destes alvos. Estes alvos
se demonstraram promissores para a elucidacdo mecanismo de a¢do da nitro heteroaril
chalconas analisadas, pois corrobora com o ensaio contra cepas resistentes demonstrando
j& que, os farmacos-padrao possuem atividade frente a outros alvos e também porque o
acido micolico e o pantotenato estdo diretamente ligados a viruléncia e resisténcia do

M.tb. H37Rv.

Palavras-chave: Nitroheteroaril chalconas; Target fishing; Tuberculose.

ABSTRACT: Computer-aided drug planning strategies have contributed to the research
and development of new anti-tuberculosis (TB) drugs to avoid resistance and reduce
treatment time and the number of drugs used in therapy. The aim of work was to carry
out a docking study to identify the possible mechanism of action of the hits LabMol73,
84, 86 and 93 previously tested in the Microplate Assay Blue Alamar (MABA), Low
Oxygen Recovery Assay (LORA) assays in sensitive strains from M.tb. H37Rv and
resistant to the standard drugs rifampicin and isoniazid, due to the promising inhibitory
result against these strains, suggesting a different mechanism of action from existing
drugs. The reverse virtual screening was performed on the Pharmmapper platform, which
identifies targets by pharmacophoric model. The most promising targets have been
validated. The DM was performed in the OpenEye Maestro program for analysis of poses
and energy score. Sixteen targets M.tb. H37Rv were identified and only nine
demonstrated viability for computational testing. The most promising results were

observed in the mycolic acid cyclopropane synthase (PDB:1L1E) and pantothenate
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synthetase (PDB:1N2B) targets. Since, in the target 1L1E score results obtained were
between -6.998 to -7.767 kcal/mol. In the 1N2B target the results were between -6.421 to
-7.293 kcal/mol, presenting themselves as the most promising targets due to their similar
score scores between the two targets suggesting that the mechanism of action may be the
inhibition of one of these targets. These targets proved to be promising for elucidating the
mechanism of action of the analyzed nitro heteroaryl chalcones, as they corroborate the
assay against resistant strains, demonstrating that standard drugs have activity against
other targets and also because mycolic acid and pantothenate are directly linked to

virulence and resistance of M.tb. H37Rv.

Keywords: Nitroheteroaryl chalcones; Target fishing, Tuberculosis

1. INTRODUCAO

A TB ¢ uma doenga infecto-contagiosa, causada pelo M.¢b. e outras micobactérias
do complexo TB (GOMES et al., 2017). A forma de transmissao mais relevante ¢ pelas
vias aéreas onde se expele bacilos para o ambiente, por meio de goticulas expelidas pela
pessoa infectada (CARMINERO; FARGA, 2011).

Segundo a Organizacao Mundial de Saade (WHO, 2022) a TB ¢ a principal causa
de morte no mundo quando se trata de um Unico agente infeccioso. Estima-se que cerca
de 10,6 milhdes de pessoas foram infectadas com o bacilo da TB em 2021 (casos
incidentes).

A TB em sua forma mais grave pode resultar em quadro de resisténcia, de forma
que as cepas resistentes a rifampicina (RMP) e isoniazida (INH) sdo classificadas como
MDR-TB. Quando esta resisténcia se estende dos fArmacos de primeira escolha a também
aos de segunda escolha classifica-se como cepas extensivamente resistentes (XDR-TB do
inglés, Extensively drug-resistent tuberculosis) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2018).

Com dados epidemiologicos tao alarmantes e do aumento da resisténcia € urgente
a necessidade de se desenvolver novos farmacos com acdo anti-TB, que possibilitem a
redu¢do do periodo de tratamento, aumente a eficacia em bacilos resistentes e que seja
um unico fairmaco no tratamento, podendo reduzir o custo para os pacientes, sendo uma
necessidade cada vez mais urgente. Essa ¢ a prioridade da 7B Alliance

(http://tballiance.org), uma organizacdo dedicada a descoberta e desenvolvimento de

terapias mais rapidas e acessiveis, o qual obteve éxito na pesquisa e desenvolvimento de


http://tballiance.org/
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duas novas terapias para cepas MDR-TB, a bedaquilina e a delamanida, que foram
aprovados em 2012 e 2013 respectivamente para o tratamento de em adultos com
infeccoes resistentes (MAHAJAN, 2013; XAVIER, LAKSHMANAN; 2014).

Ferramentas computacionais podem auxiliar neste progresso principalmente
devido ao avanco na area da computagdo em hardware e sofiware, aliado a pesquisa de
novos farmacos, com a disponibilizag¢do de estruturas 3D de proteinas relativas avangos
na gendmica e protedmica, bancos de dados de proteinas (PDB, do inglés Protein Data
Bank), possibilitaram a elaboragdo e desenvolvimento do planejamento de farmacos
auxiliado por computador (CADD, do inglés Computer-Aided Drug Design). O CADD
abrange o planejamento, descoberta e otimizagdo de compostos biologicamente ativos
como candidatos a novos farmacos utilizando o auxilio de ferramentas computacionais
(ROGNAN, 2007; TANG et al., 2006; YOUNG, 2009).

As ferramentas computacionais também auxiliam na elaboracdo de estruturas
tridimensionais com caracteristicas eletronicas, estéricas e de interagdo com o alvo. Este
método ¢ denominado planejamento de farmacos baseado na estrutura (SBDD do inglés,
Structure-Based Drug Design) (ANDRICOPULO; SALUM; ABRAHAM, 2009).

A estratégia de Target Fishing que consiste em identificar sitios-alvo para uma
determinada molécula. A identificacdo de alvos de um farmaco auxilia na resolug¢do de
problemas relacionados a toxicidade, falta de efeitos no organismo e caracteristicas fisicas
relacionadas a este composto na pesquisa inicial da descoberta da molécula (WALE;
KARYPIS, 2009).

As aril chalconas (1,3-diaril-2-propen-1-onas) e as chalconas, quimicamente sao
compostos que possuem dois anéis aromaticos unidos por uma cadeia aberta composta de
trés atomos de carbono em um sistema carbonilico a.f insaturado. As aril chalconas
possuem um baixo peso molecular, sendo biossintetizados em resposta a estimulos
ambientais, sdo precursores flavonoides e isoflavonoides (NOWAKOWSKA, 2007,
SAHU et al., 2012), possuem ampla atividade biologica, incluindo antibacteriana e
atividade anti-TB (GARCIA. A et al., 2012).

Tendo atividade antituberculose como objeto principal deste estudo, nitro
heteoaril chalconas planejadas por abordagem computacional de QSAR e validadas
experimentalmente por meio do ensaio de (MABA do inglés, Microplate Assay Blue
Alamar) que avalia a concentracao inibitoria minima (MIC) em condi¢des aerdbicas e
(LORA do inglés, Low Oxygen Recovery Assay) que avalia o MIC em condig¢des

anaerdbicas contra cepas sensiveis e resistentes de M.th. H37Rv desenvolvido por
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GOMES (2017), foram submetidas ao estudo de Docking molecular (DM), com o
objetivo de propor o mecanismo de agdo para os compostos mais ativos nos ensaios in
Vitro.

Deste modo, o objetivo deste trabalho ¢ aplicar o método de target fishing e de
DM para identificar possiveis alvos moleculares e o provavel mecanismo de agdo de

potentes nitro heteroaril chalconas com atividade anti-TB.

2 MATERIAIS E METODOS

A execugao deste trabalho ocorreu em trés etapas: (7) foi realizada a busca de alvos
na plataforma Pharmmaper pelo método de target fishing usando modelo farmacoforico;
(if) selegao e validagdo de alvos somente de M.tb. H37Rv e (iii) realizagao do estudo de

DM rigido. Os quais estdo descritos a seguir:

2.1 Target fishing

O target fishing foi realizado utilizando a plataforma do Pharmmapper que possui
uma base de dados com mais de 7000 modelos farmacofoéricos baseados em receptores,
com esse banco de dados foi possivel identificar os possiveis alvos para M.th. H37Rv.
Essa identificacdao foi feita pelo método de modelo farmacofoérico representando os

pontos de interacao do ligante com o receptor (Figura 1).

Figura 1 - Representacao dos pontos farmacoforicos. (Adaptado de WANG et al., 2017).

A triagem dos alvos foi realizada a partir da lista gerada na plataforma, o qual foi
identificado e selecionado somente alvos de M.tb. H37Rv, foram selecionadas estruturas
cristalograficas depositadas no PDB, visando principalmente estruturas validadas pela
avaliac¢do da disposicao dos aminoacidos no Ramachandran plof e resolucdo do cristal <

2.0 A.
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2.2 Docking molecular

ApoOs a selecdo dos alvos foi executar o DM no software Maestro, (Maestro,
Schrodinger, 2018). Para a realizacdo deste procedimento foi necessario fazer a
preparacgao do ligante no pacote ligprep, para avaliacdo do estado de protonagdo, ajuste
de conformacdo e minimizacdo de energia. Em seguida foi desenvolvido o preparo da
proteina, obtida através do PDB, no pacote protein preparation wizard implementado na
interface do software Maestro para correcdo de possiveis erros que possam ter ocorrido
no processo de cristalizacdo, bem como adi¢ao de hidrogénios, remog¢ao de moléculas de
agua do cristal, minimizagdo de energia e ajuste do pka para aproximagdo do ensaio
experimental.

O gride foi definido no modulo receptor grid generation. Receptor grid
generation ¢ uma grade tridimensional usada para o calculo da energia de encaixe e
interagdo. Esta grade delimita o local da proteina onde serda realizada a busca,
normalmente ela fica em cima do sitio ativo da estrutura (PEREIRA; 2015).

Finalizado este processo foi gerado o grid de docagem e assim realizado o docking
dos ligantes nos alvos selecionados e foi feita a andlise das interagdes moleculares e score

de energia definido pelo software como glide score.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final da andlise de target fishing foram identificados 16 possiveis alvos para
M.th. H37Rv. Da lista de alvos para M.tb. H37Rv gerada, foram selecionados nove alvos
que possuem suas estruturas validadas pela avaliagdo da disposicao dos aminoacidos no
Ramachandran plot, que determina os residuos que se estabelecem nas regides mais
energicamente favoraveis e desfavoraveis e instrui a avaliacdo da qualidade de modelos
experimentais de proteinas ou tedricos (RAMACHANDRAM et al., 1963) e resolugdo
do cristal <2.0 A, com isso foram selecionadas nove estruturas no PDB (Tabela 1).

Os quatro hits LabMol73, 84, 86 ¢ 93 que se mostraram mais promissores nos
ensaios de MABA e LORA no estudo de GOMES (2017), foram usados para realizagao

do DM e elucidagdo do mecanismo de agdo (Tabela 2).
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Na analise dos dados observa-se os resultados de score de energia, pois quanto
menor a energia gasta mais estavel estard o complexo de ligagdo (HALPERIN et al.,
2002). A partir dos compostos ancorados nos nove alvos, os resultados mais promissores

foram os ancoramentos nos alvos 1IN2B e 1L1E.

Tabela 1 - Alvos selecionados para realizagdo do DM e suas resolugdes cristalograficas.

PDBID Nome Resolucao
A
3FNG  Enoyl-[acyl-carrier-protein]reductase [NADH] 1,97
IN2B  Pantothenate synthetase 1,70
1GSI Thymidylate kinase complexed with thymidine monophosphate (tmp) 1,60
IMRS  Thymidylate kinase complexed with 5-ch2oh deoxyuridine monophosphate 2,00
1EYE  Dihydropteroato synthase 1 1,70
ISNF  Deoxyuridine 5-triphosphate nucleotidohydrolase 1,85
1SIN Deoxyuridine 5-triphosphate nucleotidohydrolase 1,80
1L1E Mycolic Acid Cyclopropane Synthase pcaa Complexed with 2,00
S-adenosyl-L-homocysteine
1LAU  Shikimate kinase complex with mgadp 1,80

Como a pontuagdo de glide score sdo muito semelhantes, tendo em vista uma
comparagdo com os dados de atividade, identificamos que os possiveis mecanismos de
acdo em modelo tedrico desses compostos pode ser a inibi¢do da pantotenato sintetase ou

de acidos micolicos.

Tabela 2 - Pontuacdo de score de energia resultados do docking molecular dos hits contra os alvos acido
micélico ciclopropano sintase (PDB ID: 1L1E) e pantotenato sintetase (PDB ID: IN2B).

Codigo PDB ID Glide score (kcal/mol)
LabMol73 IL1E 7,709
LabMol73 IN2B -7,293
LabMol84 IL1E -6,998
LabMol84 IN2B -6,415
LabMol86 IL1E -7,465
LabMol86 IN2B -6,421
LabMol93 1L1E -7,167
LabMol93 IN2B -6,586

As analises dos resultados obtidos nos experimentos de docking do alvo PDB

IN2B perante o ligante LabMol73 (Figura 2) mostrou a interagdes de hidrogénio com os
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compostos GLY46, LYS160 e interagdes hidroféobica com os compostos PRO38, MET40,
VALI139, VAL142, VAL143, PHE157, LEU50, ALA49, VAL184, PRO185, VAL187,
MET195, TYRS2 (Tabela 3).

O ligante LabMol84 (Figura 3) demonstrou interagdes de hidrogénio com o
composto VAL187 e interagdo hidrofébica com os compostos TYRS82, MET40, PRO38,
VALI139, VAL142, VAL143, PHE157, VAL187, PRO185, LEU50, MET195.

O ligante LabMol86 (Figura 4) demonstrou interacdo de hidrogénio com os
compostos VAL187, H20 e intera¢des hidrofobica com os compostos PHE157, LEU50,
MET195, VAL187, VAL143, VAL142, VALI139, ILE168, PRO38, MET40, TYRS&2
(Tabela 3).

O ligante LabMol93 (Figura 5) demonstrou interacdo de hidrogénio com o
composto HIE44, GLN72, e intera¢des hidrofébicas com os compostos METI195,
VALI187, PRO185, VAL184, ALA49, LEUS0, PHE157, MET40, PRO38, este ligante
apresentou uma interacao de Pi-stacking do anel benzeno com o composto HIE44 (Tabela
3).

Tabela 3 - Resultados de DM, afinidades de ligacdo previstas (GlideScore) e algumas das principais
interagdes com residuos de aminoacidos do sitio ativo do composto 1N2B.

Interacoes
Glide score
Compostos Ponte de Hidrogénio n-nt stacking ou hidrofobica
(kcal/mol)
Distancia
A)
LabMol73 -7,293 GLY46, 2,69 TYRS2, PRO38, MET40, VAL139, VALI142,
VALI143, PHE157, LEU50, ALA49, VALI184,
LYS160 4,48 PRO185, VAL187, MET195.
LabMol84 -6,415 VALI187 2,01 TYRS82, MET40, PRO38, VAL139, VALI142,
VALI143, PHEI157, VALI187, PROIS85,
LEUS50, MET195.
LabMol86 -6,421 VALI187, 2,14 PHE157, LEU50, METI195, VALI&7,
VALI143, VAL142, VAL139,ILE168, PRO38,
H:0 237 MET40, TYRS2.
LabMol93 -6,586 HIE44, 2,42 METI195, HIE44, VALI187, PROIS&S,
GLN72 VALI184, ALA49, LEU50, PHE157, MET40,

2,20 PRO3S.
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Ao inibir a estrutura 1N2B em modelo teérico os resultados se mostram
promissores, pois inibir a biossintese de pantotenato (vitamina BS5) pode reduzir a
viruléncia do M.th. H37Rv (WANG, EISENBERG, 2003). O pantotenato ¢ um precursor
para a biossintese de coenzima A (CoA) e proteinas portadoras de acila (ACP), CoA e
ACP possuem papéis criticos em muitos processos celulares como, no metabolismo

energético e no metabolismo de acidos graxos (JACKOWSKI, 1996).

A CoA e ACP desempenham papel essencial na biossintese de acidos graxos, que
tem papel fundamental no crescimento persistente e patogenicidade da M.tb. H37Rv,
tornando o pantotenato sintase um alvo apropriado para o desenvolvimento de novos
farmacos contra TB (WANG, EISENBERG, 2003). Ao inibir o pantotenato ele impede a
condensa¢do de ATP dependente para a energia da bactéria, matando-a por desnutrigao.

No experimento tedrico de docking molecular realizado junto a estrutura PDB ID:

1L1E os resultados obtidos foram muito relevantes na proposta de um novo mecanismo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2323879/#jackowski-1996
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de acdo, pois as interacdes dos ligantes com este alvo indicaram pontuagdes de glide score
mais estaveis.

As analises dos resultados obtidos nos experimentos de docking do alvo PDB
IL1E para o ligante LabMol73 (Figura 6) mostrou a interacdo do grupo nitro com o
residuo TYR33 e com uma molécula de agua, interagao do grupo cetona com a LEU95 e
uma interagao do tipo z-stacking com o anel benzeno (Tabela 4).

O ligante LabMol84 (Figura 7) revelou interagdo hidrofoébica com o residuo
SER34 e uma interagdo do grupo nitro com o residuo TRP123 (Tabela 4).

O LabMol86 (Figura 8) mostrou a interagdo do grupamento cetona com o residuo
LEU95. O ligante LabMol93 (Figura 9) revelou uma interagdo z-stacking do anel
benzeno com o residuo HIS141, uma interagao z-stacking do anel furano com o residuo
PHE142, uma intera¢do do grupamento cetona com o residuo LEU95 e uma interagao do
grupo nitro com o residuo TRP123 (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultados do DM, afinidades de ligagdo previstas (GlideScore) e algumas das principais
interagdes com residuos de aminoacidos do sitio ativo do composto 1L1E.

Interacoes
Compostos ((;lilc(:; /:;z:)e Ponte de Hidrogénio n-n stacking ou hidrofébica
Distancia
A)
LabMol73 -7,709 H:0, 2,81 LEU95, TRP75, TYR33, ILE136,
ALA138, PHE142, TRP123
TYR33, 3,34
LEU95 2,21
LabMol84 -6,998 SER34, 2,51 LEU95, TRPI123, PHEI142, ILE7I,
ALA138, CYS73, ILE136, TRP75, TYR33
TRP123 2,70
LabMol86 -7,465 LEU9S 1,94 TRP123, LEU9S, CYS73, TRP75, TYR33,
ILE136, ALA138, PHE142
LabMol93 -7,767 LEU95 2,02 LEU95, TRPI123, PHEI142, TYR33,

ALA138,ILE136, CYS73
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Figura 8 - Visualizagdo 2D do modo de ligagdo do

LabMol86 no local de ligagdo do 1L1E.
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Figura 7 - Visualizagdo 2D do modo de ligacdo do
LabMol84 no local de ligagdo do 1L1E.
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Figura 9 - Visualizagdo 2D do modo de ligagdo do
LabMol193 no local de ligagdo do 1L1E.

O alvo 1L1E ¢ responsavel pela formagao dos principais compostos da parede

celular do M.tb. Conforme Huang (2002), diversos estudos realizados demonstraram que

os grupamentos funcionais na cadeia aciclica dos acidos micoélicos (acidos graxos de alto

peso molecular) sdo responsaveis pela patogénese e resisténcia da micobactéria, ou seja,

as alteragdes do anel ciclopropano tém profundos efeitos sobre a resisténcia ao estresse

oxidativo e a fluidez e permeabilidade da parede celular.

Encontram-se ao menos trés ciclopropanos sintase de acido micolico (PcaA,

CmaAl e CmaA2) que sdo responsaveis pelas modificagdes especificas dos acidos

micolicos (HUANG, et al., 2002).

As M.th. possuem uma parede celular incomum onde os acidos micélicos

desempenham uma parte critica em sua estrutura e func¢do. Fatores inportantes que sao
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conferidos por essas estruturas sdo a resisténcia a danos quimicos, baixa permeabilidade
a antibioticos, resisténcia a desidratacdo e competéncia de prosperar em hambiente

hostill do fagolisossoma de macrofagos (TAKAYAMA; WANG; BESRA, 2005).

4 CONSIDERACOES FINAIS:

Diante das interagdes moleculares encontradas e analisadas no DM, esses alvos
demonstraram ser promissores para a proposta de elucidacdo do mecanismo de a¢do das
nitro heteroaril chalconas analisadas. J& que os ensaios tedricos mostraram afinidade por
dois alvos farmacolégico potencialmente relevantes sendo eles a acido micélico
ciclopropano sintase e a pantotenato sintetase.

Porém para a comprovacao desta hipotese € necessario de realizagdo de ensaios in
vitro, principalmente por ensaios enzimaticos para a validagdo experimental e
comprovagado da hipotese, que poderdo posteriormente direcionar para ensaios in vivo.

Mediante aos ensaios prévios que demonstraram atividade desses compostos
contra M.tb. H37Rv resistentes a RMP e INH, esses alvos ndo serem os mesmos alvos
dos farmacos padrdo demonstram um cardter promissor, ndo somente para esses
compostos como também para esses alvos como possiveis estratégias de SBDD para

novas chalconas.
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