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Identification of potential Mycobacterium tuberculosis beta-ketoacyl synthase
inhibitors by virtual screening

Abstract: Tuberculosis (TB) is a serious public health problem because of its continued dissemination. The necessity
of new and effective drugs is evident for better TB control and, to achieve this goal the key enzyme beta-ketoacyl
synthase (EC 2.3.1.41) has been selected, due to its action on the synthesis of mycolic acids, and essential step to
the survival of the microorganism. So, this study aimed to identify new molecular entities capable of interacting
with beta-ketoacyl synthase, using virtual screening approaches. For virtual screening DOCK 6.5 program and ZINC
data bank fragments has been used. After ranking the compounds by number, the top 100 structures were analyzed
with the SOM algorithm available in AuPosSOM server. Intermolecular interactions resulting from the groupings
generated by AuPosSOM were analyzed, and with that, new chemical entities were proposed. The theoretical
affinity of these new compounds was tested against the enzyme under study. The results showed that the fragment
ZINC51860757 got better affinity for the enzyme and the theoretical molecule LMM7, obtained from structural
modification of the original fragment, obtained energy gain and kept the standard intermolecular interactions.
Based on the strategy based on the target structure, virtual screening enable to test the putative activity before the
compound is subjected to in vitro assays, allowing a greater planning and targeting, it can greatly reduce the cost
and time employed in new drug research.

Keywords: Virtual screening; beta-ketoacyl synthase; mycolic acids.

Resumo

A tuberculose (TB) é um grave problema de saude publica de continua disseminagdo. A necessidade de novos e
eficientes farmacos é evidente para um melhor controle da TB. Para atingir este objetivo foi selecionada a enzima
chave beta-cetoacil sintase (EC 2.3.1.41), tendo em vista que essa enzima atua na sintese de 4cidos micolicos, etapa
fundamental para a sobrevivéncia do microorganismo. Desta forma, este trabalho objetivou a identificagdo de
novas entidades quimicas capazes de interagir com a beta-cetoacil sintase, empregando-se técnicas de triagem
virtual. A triagem virtual foi realizada no programa DOCK 6.5 e utilizando o banco de fragmentos do ZINC. Apds
ranqueamento dos compostos por numero, as 100 melhores estruturas foram submetidas a analise pelo algoritmo
SOM disponivel no servidor AuPosSOM. As interagdes intermoleculares identificadas pelo AuPosSOM foram
analisadas, e com isso, novas entidades quimicas foram propostas. As afinidades tedricas desses novos compostos
foram avaliadas frente a enzima em estudo. Os resultados apontaram que o fragmento ZINC51860757 obteve
melhor afinidade pela enzima e a moléculas tedrica LMM7, obtida de modificagdo estrutural do fragmento de
origem, obteve ganho energético e manteve o padrdo de interagdes intermoleculares. Com base na estratégia
baseada na estrutura do alvo, a triagem virtual possibilitou testar a atividade teoricamente, antes do composto ser
submetido aos ensaios in vitro, possibilitando assim um maior planejamento e direcionamento, que pode reduzir
bastante o custo e tempo empregado na pesquisa de novos farmacos.

Palavras-chave: Triagem virtual; beta-cetoacil sintase; acidos micélicos.
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1. Introdugao

A tuberculose (TB) é um grave problema

de saude publica por sua continua
disseminacdo, agressiva evolucdo, pela
possibilidade de recidiva e re-infecgdo

endogena e, também, por ser uma das mais
mortais doencas transmissiveis do mundo.

No ano de 2013, cerca de 9,0 milhGes de
pessoas desenvolveram tuberculose e 1,5
milhdo morreram da doencga, sendo 360.000
HIV-positivos. Outro agravo importante a ser
relatado refere-se ao fato de que os farmacos
utilizados para o controle da tuberculose vém
apresentando resultados parcialmente
satisfatdrios e isso é agravado ainda mais
devido ao surgimento de cepas bacterianas
resistentes. Em termos globais, no ano de

2013 cerca de 3,5% dos novos casos de
tuberculose e 20,5% dos doentes tratados
anteriormente foram diagnosticados com
tuberculose multirresistente a farmacos, o
gue se traduz em um numero estimado de
480.000 pacientes.2

A necessidade de novos e eficientes
farmacos é evidente para um melhor
controle da TB. O tratamento da doencga deve
ser encurtado, simplificado e ndo deve
interferir com a administracdo de agentes
antirretrovirais. O objetivo é identificar novos
tipos de farmacos contra a TB que atuem em
alvos especificos, sem resisténcia cruzada aos
medicamentos existentes.>

Neste cendrio, as técnicas de triagem
virtual podem ser empregadas com o intuito
de otimizar a identificacdo (custo e tempo)
de potenciais farmacos para o controle da

Rev. Virtual Quim. |Vol XX| |No. XX]| [XXX]|


mailto:manoelito@uefs.br

Miranda, T. F. N; Santos Junior, M. C.

TB.* Os programas computacionais,
juntamente com os bancos de dados de
proteinas e ligantes, sdo ferramentas Uteis
para a descoberta de novas substancias com
potencial biolégico. O ensaio virtual por
acoplamento molecular possibilita avaliar a
possivel afinidade entre moléculas e um
determinado alvo molecular e, desta forma, a
triagem em bancos de compostos quimicos
pode ser realizada através do critério de
complementaridade ligantes/receptor’.

Com a utilizagao das ferramentas virtuais
€ possivel direcionar os estudos para a
identificacdo de novas substancias para o
controle da TB. No entanto, para isso, é
necessario selecionar um alvo molecular
importante para a sobrevivéncia do
microorganismo. Com base neste fato, a
parede celular do Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), agente causador da TB,
apresenta grandes quantidades de acidos
micélicos essenciais para sua sobrevivéncia,
que confere patogenicidade, resisténcia aos
antibidticos intrinsecos e a capacidade do
Mtb em persistir dentro do macréfago
humano. Com isso, a via dos acidos micdlicos
tem sido proposta como etapa fundamental
para o desenvolvimento do Mtb e, com isso,
pode ser considerada como uma boa via para
a identificacdo de potenciais alvos para a
pesquisa de novos farmacos contra esta
bactéria.® Desta forma, a enzima chave B-
cetoacil sintase - KasA (EC 2.3.1.41) constitui
um bom alvo, pois a mesma é responsavel
pela etapa limitante da biossintese de acido
micdlico.”

A KasA é uma transferase (EC 2.3.1.41)
que realiza uma reagdao responsavel pela
etapa de alongamento da cadeia carbdnica
envolvida na biossintese de acidos graxos
tipo Il (Fatty Acid Synthase - FAS 1I). A
primeira linha de farmacos anti-tuberculose
foi iniciada com a descoberta da isoniazida,
qgue atua inibindo a enoil-ACP redutase,
validando a via FAS-Il como promissora para
o desenvolvimento de novos antibiéticos.?

A KasA inicia sua catdlise com a
condensacao dos substratos malonil-ACP e
acetil-CoA, logo apds, inicia-se a série ciclica
de alongamento, que é repetida até que

Vo

determinado 4cido graxo saturado seja
produzido. O sitio ortostérico da KasA
consiste de uma triade catalitica composta
por Cys171, His311 e His345. Entende-se que
a reacdo de condensacdo por KasA é iniciada
pela desprotonacdo da cisteina catalitica.”®

Apds a escolha do alvo molecular, o
proximo passo é a escolha da base de
ligantes a ser pesquisada como fonte de
novas entidades quimicas capazes de inibir a
Mycobacterium tuberculosis KasA (MtKasA).
O banco de fragmentos foi o escolhido com
base em uma abordagem mais racional e
focada, pois permite satisfazer certas
caracteristicas-chave, como a diversidade
quimica, reduzida complexidade estrutural e
boa solubilidade em 4gua.’

Através da constatacdo da necessidade de
novos candidatos a farmacos para o controle
da tuberculose, este trabalho teve por
objetivo identificar novas substancias com
potencial capacidade de controle de M.
tuberculosis e, para isso, optou-se pelo
emprego de estratégias virtuais para triagem
em bancos de fragmentos de moléculas,
avaliando-se a afinidade entre estes
fragmentos e a MtKasA. Espera-se, com isso,
apontar novas moléculas com potencial para
o controle da tuberculose, contribuindo para
a pesquisa de novos farmacos.

2. Material e Métodos

2.1. Preparo do receptor

A estrutura da beta-cetoacil sintase foi
selecionada no Protein Data Bank (PDB)
baseando-se nos fatores de qualidade
cristalografica (Resolucdo < 2A) e na presenca
de ligante para a localizagdo das coordenadas
do sitio ortostérico.”® O preparo do alvo
molecular foi realizado no médulo DockPrep
do programa UCSF Chimera 1.9 e, com isso,
moléculas de 4&4gua foram removidas e
atomos de hidrogénio adicionados a
estrutura, de forma a otimizar suas ligacGes
de hidrogénio.™* O estado de protonagdo foi
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corrigido através do servidor H++ 3.0."
2.2. Preparo da base de dados

O conjunto de compostos utilizados na
triagem virtual foi obtido do banco de dados
virtual ZINC®, e a base selecionada foi o
banco de fragmentos. Os ligantes foram
preparados segundo o protocolo do modulo
DockPrep do programa UCSF Chimera 1.9,
com a adicdo dos hidrogénios e carga
atémica ff125B."

2.3. Triagem Virtual por Acoplamento
Molecular:

O acoplamento molecular foi realizado
pelo programa DOCK 6.5 e seus programas
acessorios.'* O DMS (Display Midas System)
foi utilizado para criar uma superficie
molecular do receptor. O programa
SPHGEN'® foi utilizado para criar o conjunto
de esferas com base na superficie molecular
gerada pelo DMS, e o arquivo resultante foi
editado para incluir apenas as esferas no
perimetro de 8,0A do ligante cristalografico.
O programa SHOWBOX foi usado para definir
a localizagdo e o tamanho da caixa onde foi
calculado o GRID", para gerar a grade de
pontuacdo e relevo.” Para acelerar os
calculos, foram avaliadas 50 configuragbes
por ciclo. Para pontuar as moléculas foram
avaliadas as seguintes fungdes de pontuagdo:
GRIDSCORE',  CONTINUOUS  SCORE®,
CONTACT SCORE'®, GRIDSCORE GB/SA.*

A avaliagdo dos parametros estabelecidos
no acoplamento molecular foi realizada
através de duas técnicas distintas, a primeira
visando avaliar a capacidade do DOCK 6.5 em
reposicionar o ligante cristalografico no sitio
ortostérico da enzima, e a segunda com o
objetivo de avaliar a capacidade do método
em separar moléculas ativas de inativas.

A avaliagdo do reposicionamento foi
realizada por meio da diferenca do valor de
RMSD (Root Mean Square Deviation) entre a
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pose gerada pelo acoplamento molecular e a
de origem do ligante cristalografico. O RMSD
foi calculado pelo programa DOCK 6.5,
considerou-se  satisfatério o valor de
referéncia de RMSD < 2,0 A.%°

Para avaliacdo global da eficiéncia do
programa foi empregada a analise global por
meio da curva ROC (Receiver Operator
Characteristic). A avaliagdo por meio da curva
ROC utilizou uma biblioteca de moléculas
formada por ligantes ativos (Ki < 40 BM) e
moléculas inativas. As moléculas ativas foram
obtidas através de revisdao da literatura. As
moléculas inativas foram construidas pelo
servidor on-line Directory of Useful Decoys
Enhanced (DUD-E).”* Sendo que para cada
molécula ativa foram geradas 50 moléculas
inativas. A avaliagdo do método foi
determinada através do calculo da area sob a
curva (AUC) da curva ROC e, considerou-se
6timo o método com AUC > 0,9.%

Apds a escolha da funcdo de pontuagdo
todo o banco de fragmentos do ZINC foi
acoplado frente a MtKasA. Os ligantes foram
ordenados por nimero e os 100 primeiros
compostos foram submetidos a etapa
subsequente do trabalho.

2.4. Identificagdo do
interagdes intermoleculares

padrdao de

O algoritmo SOM de mapas auto-
organizaveis (do inglés Self-Organizing
Maps), foi utilizado através da plataforma
AuPosSOM (do inglés Automatic Analysis of
Poses Using Self-Organizing Maps), que faz
analise automatica de posturas por meio de
mapas auto-organizaveis, que por sua vez
agrupa os compostos pela semelhanca dos
seus contatos intermoleculares com o
receptor’®. Devido ao fato do AuPosSOM
organizar os ligantes em arvores hierarquicas
de acordo com a similaridade de interagao
intermolecular (ligagdes de hidrogénio,
interacbes polares, interagdes lipofilicas e
todos os contatos atémicos). Inicialmente
procedeu-se a escolha do padrao de
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organizacdo através de uma analise ROC
(maior valor de AUC), utilizando para isso o
conjunto de moléculas ativas e inativas
empregado na etapa anterior.

Por fim, as interagdes intermoleculares
foram analisadas por meio dos esquemas
gerados pelo programa Poseview Web
1.97.0. Este programa gera automaticamente
imagem de alta qualidade em diagramas 2D
do complexos de proteina-ligante onde é
possivel visualizar interacGes eletrostaticas e
hidrofébicas.*

3. Resultados e Discussao

A busca no PDB apontou a existéncia de
29 proteinas cristalograficas da MtKasA. Em
situagbes que estejam disponiveis mais de
uma estrutura do mesmo alvo molecular, a
escolha da proteina deve considerar a
resolucdo e a presenca de ligantes co-
cristalizados, pois a estrutura tridimensional
da proteina alvo deve apresentar
informacdes Uteis e de alta qualidade.”
Considerando-se estes pontos, a proteina
cristalografica escolhida foi a que possui
codigo PDB 4Ce6X’, devido ao valor
satisfatério de resolucdo (1,95 A) bem como

Vq

a presenca de um ligante co-cristalizado
(tiolactomicina-TLM). O TLM é um produto
natural mais frequentemente empregado
para estudos de inibicdo da KasA, pois o
mesmo tem alta afinidade pela enzima’, com
isso, espera-se que a orientagdo do mesmo,
bem como as interages intermoleculares ja
estudadas, fornecam dados importantes para
a andlise dos dados obtidos na triagem
virtual.

O banco de fragmentos do ZINC foi obtido
no dia 14/10/14 e o mesmo possuia cerca de
1,5 milhdes de estruturas. O fato de estas
moléculas possuirem massa molecular abaixo
de 500 Da permite que estas estruturas nao
ocupem o sitio ativo do alvo por completo, o
que permite supor que as ligacdes em regides
adjacentes podem ser otimizadas com a
juncao de diferentes fragmentos
moleculares, e assim, pode-se obter uma
melhor eficiéncia de ligacdo.?

Os parametros utilizados no programa
DOCK 6.5 foram avaliados, inicialmente,
através da capacidade do mesmo em
reposicionar o ligante cristalografico no sitio
ortostérico da MtKasA o mais proximo
possivel da posicdo e orientacdo espacial de
origem. O resultado para o reposicionamento
estd demonstrado na figura 1.

Figura 1. Representac¢do esquematica da pose do ligante cristalografico (Azul) e do re-
acoplamento molecular (Vermelho) com RMSD de 0,26 A. Figura gerada no UCSF Chimera 1.9
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O RMSD de 0,26 A da pose do re-
acoplamento molecular em relagdo ao ligante
cristalografico indica que o programa obteve
sucesso em reposicionar a molécula no sitio
ortostérico da enzima na mesma regido e
com mesma configuragdo espacial.”

O RMSD é comumente utilizado como
métrica inicial para avaliacdo do acoplamento
molecular. No entanto, o mesmo ndo avalia a
capacidade preditiva do programa em
distinguir moléculas ativas de inativas. Para
contornar tal limitacdo, pode-se recorrer ao
emprego da curva ROC, pois esta é uma
métrica bem utilizada com o objetivo de
avaliar a habilidade de um determinado teste
em discriminar entre duas populacdes.”” Com
isso, o mesmo pode ser utilizado para avaliar
a capacidade do programa em selecionar
moléculas ativas e descartar as inativas.

Quatro funcdes de pontuacdo diferentes
do programa DOCK 6.5 foram avaliadas pelo
teste baseado na curva ROC: GRIDSCORE®,
CONTINUOUS SCORE'® CONTACT SCORE™, e
GRIDSCORE GB/SA." A funcdo de pontuagio
GRIDSCORE é baseada nas funcbes de
interacdo empirica de London-Jones e

eletrostatica de Coulomb® (MENG;
SHOICHET; KUNTZ 1992). A funcdo
CONTINUOUS SCORE baseia-se na

implementa¢do da pontuagdo no campo de
for¢ca da mecanica molecular pela energia de
interacdo, que consiste no somatdrio das
energias de van der Waals e eletrostéticas.™®
A partir dos resultados do GRIDSCORE foi
realizada uma reclassificagdo utilizando a
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pontuacdo Hawkins GB/SA que ¢é uma
implementacdo da Mecanica Molecular
aplicada a d4rea de superficie generalizada
(MM-GB/SA), utilizando o modelo solvatagado
de superficie generalizada relatado nos
trabalhos de Hawkins e colaboradores (1995
e 1996).”

Seis moléculas ativas foram selecionadas,
apds uma busca na literatura.” As estruturas
moleculares e respectivos valores de Ki
encontram-se na Figura 2. Basicamente sao
reportados a tiolactomicina (TLM1) e cinco
analogos  estruturais. Estas moléculas
pertencem a classe de compostos conhecidos
como dihidrotiofénois organicos. Contém
uma porcao dihidrotiofenol, que é um
derivado do tiofenol com apenas uma ligacao
dupla.”®

A partir das moléculas ativas e utilizando-
se o servidor DUD-E® foram geradas 500
moléculas inativas. O DUD-E gera 50
moléculas inativas para cada molécula ativa,
no entanto, as moléculas TLM1, TLM3, TLM4,
TLM5 podem apresentar um estado
desprotonado e TLM18 um estado protonado
(Figura 3), e para cada estado foram geradas
50 moléculas inativas. As moléculas inativas
sdo estruturas com caracteristicas fisico-
guimicas semelhantes as moléculas ativas,
porém, possuem topologia diferente. Esses
aspectos permitem que os ligantes tenham
prioridade no acoplamento molecular por
possuir uma topologia que se encaixa no sitio
com maior afinidade.*
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_TLM1 TLM3 TLM4 TLM5
KI=1820.0 1IN Ki=7,1+ 1,3 yM Ki=1,6+ 2,0 uM Ki=0,9+ 0,2 uM

TLM6 TLM18
Ki=0,46x 0,05 uM Ki=34+ 3,0 uM

Figura 2. Moléculas ativas selecionadas e seus respectivos valores de Ki

TLM18

Figura 3. Estado desprotonado das moléculas TLM3, TLM4, TLM5 e protonado da molécula
TLM18
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A andlise da curva ROC pode ser feita
através da quantificacdo da drea sob a curva
(AUC), assim é possivel avaliar o desempenho
global de cada funcdo de pontuagdo. A AUC =
1 indica que o método consegue diferenciar
100% as moléculas ativas das inativas,
enquanto valor de 0,5 é interpretado como
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um desempenho aleatério, ou seja, a

probabilidade de detectar moléculas inativas
é igual a de detectar molécula ativa. Dessa
forma, para obtencdo de desempenho foi
adotado o valor de AUC > 0,9*. Na figura 4
estdo representadas as curvas ROC para cada
funcdo de pontuacao.
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Figura 4. Curva ROC e respectivas AUC para as 4 fun¢des de pontuacao

A andlise da AUC das fungbes de
pontuagdes indica que o melhor resultado foi
obtido pela funcdo GRIDSCORE GB/SA (AUC=

0,96), seguida pela CONTINUOUS SCORE
(AUC=0,86) e GRID SCORE (AUC=0,82), a
funcdo CONTACT SCORE ndo obteve

Rev. Virtual Quim. |Vol XX| |No. XX]| [XXX]|



Miranda, T. F. N; Santos Junior, M. C.

resultados satisfatorios, pois sua AUC foi
inferior a 0,7 (AUC=0,67) (Figura 3). A fungao
GRIDSCORE GB/SA foi a fungdo escolhida
para o acoplamento molecular, ndo somente
por apresentar a AUC > 0,9, mas também
devido a essa fungdo conseguir recuperar
todas as moléculas ativas com 10% do banco
(Figura 4), como também, a mesma foi a
Unica funcdo de pontuagdo que nao
enquadrou moléculas ativas como sendo
moléculas inativas no inicio da avaliacdo
(valores abaixo da linha cinza do grafico
mostrado na figura 4). Com base nos
aspectos apresentados a triagem virtual por
acoplamento molecular foi realizada no
programa DOCK 6.5 com a funcdo de
pontuacdo GRIDSCORE GB/SA.

GRIDSCORE GB/SA é uma funcdo que
simula o efeito de solvatacdo implicita nas
regides da proteina que o solvente tem
acesso, utilizando conhecimentos da
mecanica molecular. As interacGes sdo
pontuadas de acordo com a energia de
Coulomb, o potencial de Lennard Jones e
mais a variagdo da solvatacdo™. A
consideracdo desses fatores pela funcdo de
pontuacdo, possivelmente contribuiu para
melhor reproducdo do sistema enzimatico
em estudo. A escolha da funcdo de
pontuagdo deve ser feita com cautela, pois a
eficiéncia da mesma, depende da proteina e
do banco de ligantes utilizados.

As bibliotecas de fragmentos sdo
tipicamente formadas com moléculas com
massa molecular abaixo dos 250 Da, grande
diversidade quimica e a exploragdo regibes
de interagdo intermolecular com o receptor.
Apds a triagem virtual baseada no
acoplamento molecular, os fragmentos foram
ordenados por numero, com o objetivo de
selecionar somente o0s que apresentem
melhor afinidade pela MtKasA. No entanto, o
fragmento selecionado deve ser submetido a
um refinamento, com o objetivo de
incrementar a afinidade de ligagdo, e para
isso foi utilizada a técnica denominada
fragmentos interligados, na qual dois ou mais
acessos de fragmentos sdo encontrados
interagindo com regides adjacentes da
proteina alvo e os mesmos sdo unidos,

Vo

formando um novo composto que podera
interagir com dois locais distintos da proteina
alvo’

Com o objetivo de identificar fragmentos
adjacentes foi empregado o método SOM
através do servidor AuPosSOM, que ordena
os resultados do acoplamento molecular em
arvores hierarquicas, construidas de acordo
com os contatos que os ligantes realizam com
a proteina®.

Inicialmente foi selecionado o tipo de
padrdao de interacdo intermolecular, poisa
técnica precisa de um banco de dados bom
para que se tenha uma maior eficiéncia.
Assim, é preciso separar as moléculas que
apresentam contatos comuns dos contatos
especificos, evitando com que este banco
mascare os resultados do AuPosSOM*. A
escolha do tipo de contato especifico foi
realizado com base no valor de AUC,
utilizando o mesmo banco de moléculas
ativas e inativas empregado na etapa de
avaliacdo do acoplamento molecular. O
melhor resultado foi obtido com contatos do
tipo lipofilicos (AUC=0,9), métodos com AUC
> 0,9 mostram que os mesmo tem excelente
valor preditivo®’. Os outros padrdes de
interacbes apresentaram o0s seguintes
valores: ligacGes de hidrogénio (AUC=0,68),
interacbes polares (AUC=0,65) e todos os
contatos atdmicos (AUC=0,81).

A curva ROC para os contatos lipofilicos foi
a que obteve melhor resultado, pois, os
aminodacidos que compdem o sitio ativo da
MtKasA apresentam caracteristicas lipofilicas.
Outro achado que corrobora tal afirmacgado diz
respeito a prépria catdlise realizada pela
enzima, pois o acido micdlico sintetizado

apresenta caracteristicas lipofilicas,
permitindo indicar que esse sitio seja
lipofilico’.

As 100 melhores moléculas, ordenadas
pela afinidade com a enzima (GRIDSCORE
GB/SA), foram submetidas ao servidor
AuPosSOM, para a organizagdo em mapas
hierarquicos baseados nos  contatos
lipofilicos. O resultado obtido para esta etapa
estdo representados na Figura 5.
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Figura 5. Pontuacdo dos agrupamentos com base em suas semelhancas de interagao
intermolecular. Imagem gerada pelo AuPosSOM

Os resultados apontam a formacdo de 15
grupos de contatos. Para a selecdo dos
grupos foi utilizado os valores pontuagao dos
mesmos. Desta forma, os quatro
agrupamentos (0, 1, 3 e 8) com maiores
pontuacdes foram selecionados.

Através do programa PoseView Web foi
possivel visualizar as interagoes
intermoleculares dos complexos
proteina/ligante, gerados pelo resultado do
acoplamento realizado pelo DOCK 6.5 e
ordenados por grupos de contatos de acordo
com o servidor AuPoSOM.

O grupo 0 foi composto por 9 moléculas
(Figura 6A-I). O principal contato observado
foi do tipo hidrofébico entre as moléculas
analisadas e os aminoacidos Pro279, Ala286,

Thr312, Thr314, Gly317, Ala320, Phe401 e
Phe403, sendo que os aminodcidos mais
frequentemente encontrados nesse tipo de
interacdo foram a Pro279 e Phe401. No
trabalho de Schiebel et al. (2013) fica
evidente a participacdo do residuo Phe401
para o reconhecimento molecular com
inibidores da enzima. S3o observadas
ligagbes de hidrogénio do tipo doadora com
os aminodacidos Asp272, Asn407 (Figuras 5A,
5C-H) e poucas ligagdes de hidrogénio do tipo
aceptora, as quais foram encontradas entre
os ligantes e o residuos His310, Thr314 e
His344. Trés moléculas do grupo ainda
apresentaram empilhamento pi com os
aminoacidos Phe401 e 403 (Figura 6D, 6E e
6H).
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verde tracejada: empilhamento pi; linha verde preenchida: interagdes hidrofdbicas. Imagens
geradas pelo servidor PoseviewWeb 1.97.0
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O grupo 1 foi composto por uma Uunica
molécula  (Figura 7A). Os contatos
hidrofébicos foram realizados com os
aminoacidos Pro279, Gly317 e Phe401. Foi
identificada apenas uma Unica ligacdo de
hidrogénio aceptora entre a carbonila do
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ligante e a hidroxila de Thy314. Vale salientar
gue os aminodacidos Pro279 e Phe401, que
realizam contatos hidrofébicos com o ligante,
também participam de intera¢Ges da mesma
natureza identificadas no grupo O (Figura 6).
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Figura 7. Imagem 2D do complexo proteina/ligante dos grupos 1 (A), 3 (B) e 8 (C e D), com
respectivo valor de pontuagdo para o acoplamento molecular. Linha preta tracejada: ligagGes
de hidrogénio; Linha verde tracejada: empilhamento pi; linha verde preenchida: interagdes
hidrofdbicas. Imagens geradas pelo servidor PoseviewWeb 1.97.0
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O grupo 3 foi formado pela molécula
ZINC7730154 (Figura 7B). Foi possivel
observar um bolsdo hidrofébico formado
pelos residuos Pro279, Gly317 e Phe401. A
Pro279 e Phe401 estdo presentes nos dois
grupos anteriormente analisados. Duas
ligacbes de hidrogénio doadoras foram
observadas entre os hidrogénios do
quaterndrio de amoénio da molécula
ZINC7730154 e as carbonilas dos residuos
Asp272 e Asn407.

O grupo 8 é composto por 2 moléculas
(Figuras 7C e D). Foi possivel observar
contatos hidrofébicos entre os aminoacidos
Pro279, Phe40le Phe403 e a molécula
ZINC96836822 e duas ligacdes de hidrogénio
doadoras entre o quaternario de amonio e os
residuos Asp272 e Asn407 (Figura 6C). A
molécula ZINC95947791 demonstra pontos
de interagdo hidrofébica com os aminoacidos
Ala278, Pro279, Thr312 e Phe403 e 401. Além
disso, observa-se, também, uma ligacdo de
hidrogénio aceptora entre a carbonila e a
His310, por fim, o anel aromatico do ligante
estabelece um empilhamento pi, com o anel
da Phed401. Também foi possivel observar a
presenca de ligacdes de hidrogénio com os
aminodcidos Asp272, His310, His344 e
Asn407.

Observando os resultados obtidos com os
grupos gerados pelo AuPosSOM percebe-se
que a presenga de aminoacidos capazes de
realizar interagdes hidrofdbicas é importante
para o reconhecimento molecular da enzima
com os ligantes estudados. Tal fato ja era
esperado pela natureza do sitio de ligagao da
MtKasA. O grupo O foi o que obteve maior
valor de pontuagdo pelo AuPosSOM (Figura
5) e dentro desse grupo o composto
ZINC51860757 foi o que apresentou o maior
numero de contatos (Figura 5E) e melhor
valor de energia de interacdo (GB/SA = -54,35
Kcal/mol).

As interacbes intermoleculares formadas
com a molécula ZINC51860757 também
ocorrem com outras moléculas presentes em
outros grupos (Figura 7), mas a Phe401 que
participa principalmente da formacdo de
interacBes hidrofébicas, pode também
contribuir para a formacdo de empilhamento

Vo

pill devido a presencga do anel aromdtico em
sua cadeia lateral. Considerando que a
contribuicdo  energética da interagdo
aromatica é maior que as interagles
hidrofébicas®’,  realizou-se modifica¢Oes
estruturais utilizando o fragmento
ZINC51860757 como molécula molde, os
fragmentos adicionados ao ZINC51860757
foram idealizados com base nas informacgdes
dos grupos 1, 3 e 8. As modificaces
sugeridas encontram-se descritas na figura 7.

Com as modificagbes estruturais no
fragmento ZINC51860757 (GB/SA = -54,35
kcal/mol) pode-se perceber que algumas
moléculas obtiveram reducdo na interacdo
com a proteina alvo, no entanto, a molécula
LMM7, apresentou ganho energético de
aproximadamente -4,83 kcal/mol (GB/SA = -
59,18 kcal/mol) (Figura 8). A inser¢do de
grupos maiores (benzeno, fenol e naftaleno)
ndo levou a bons resultados, pois as
moléculas ndo realizaram interagOes
significativa com os aminoacidos do sitio,
resultando em valores de energias ruins.

A andlise das intera¢Ges intermoleculares
(Figura 9) do complexo formado entre a
MtKasA e a LMMO7 mostrou a presenca de
interacbes hidrofébicas, empilhamento pi e
ligacGes de hidrogénio. O anel imidazédlico do
ligante realiza uma interac¢do hidrofébica com
a cadeia lateral da Pro279, neste mesmo anel
do ligante, ocorre a formagio de
empilhamento pi com o anel aromdtico de
Phed401. Estas duas interagdes podem ter
contribuido para o ganho energético obtido
pela molécula tedrica LMM7, pois o
fragmento original apresentava apenas a
formagao de interagdes hidrofébicas com
essa regido. O anel furano da LMM7 se
coordena com o anel aromatico da Phe403
formando uma interacdo do  tipo
empilhamento pi. Foram identificadas duas
ligacdes de hidrogénio doadoras com o grupo
amino protonado, sendo uma com o Asp272
e a outra com a Asn407, as cadeias laterais
polares desses aminoacidos facilitam a
formacdo desse tipo de interacdo. Por fim, o
grupo nitro da LMM7 realiza duas ligagdes de
hidrogénio aceptoras com as His310 e 344.
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Figura 8. Estrutura molecular das moléculas tedricas propostas e respectivos valores de

energia de afinidade frente a MtKasA

O padrdo de interagdo intermolecular foi
mantido para a molécula teérica LMM?7, pois
existem indicios que os residuos Phe401,
Phe403 realizam interagGes aromaticas com
os inibidores TLM e seus analogos (Figura 2).
As interagOes intermoleculares com os
aminoacidos His310 e 344 também merecem
destaque, pois estes residuos fazem parte da
triade catalitica da enzima.’

Segundo Lipinski et al. (1997), um
farmaco para ter boa biodisponibilidade oral

deve satisfazer os seguintes parametros:
massa molecular < 500 Da; maximo de cinco
grupos doadores de ligacdo hidrogénio
(HBD); maximo de dez grupos aceptores de
ligacdo hidrogénio (HBA) e LogP menor do
que 5, esse Ultimo corresponde a
lipofilicidade da substdncia, e afeta no
metabolismo, absorcdao e toxicidade da
molécula. Com isso a moléculas tedrica
LMM?7 nao viola nenhum dos parametros da
regra dos cinco de Lipinski.*
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Figura 9. Imagem 2D do complexo gerado entre a proteina e a molécula tedrica LMM7 com
respectivo valor de pontuagdo para o acoplamento molecular. Linha preta tracejada: ligacGes
de hidrogénio; Linha verde tracejada: empilhamento pi; linha verde preenchida: interacbes
hidrofdbicas. Imagens geradas pelo servidor Poseview Web 1.97.0

4. Conclusao

A utilizacdo de ferramentas in silico no
planejamento  racional de  farmacos
apresenta dois ganhos claros, necessidade de
pouco recurso disponivel em comparagdo
com outras estratégias de pesquisas e o
ganho de tempo, que é notdrio, pois é
possivel testar um banco de dados com
milhares de estrutura em um curto espago de
tempo.

A triagem virtual realizada neste trabalho
utilizando a estratégia de pesquisa baseada
na estrutura do receptor possibilitou chegar a
um composto que foi obtido a partir da
analise dos mapas de intera¢cdes gerados
pelos melhores compostos do banco de
fragmentos do ZINC.

Através dos dados obtidos foi possivel
analisar as interacGes intermoleculares
propor novas entidades quimicas que fossem
reconhecidas mais facilmente pela enzima
em estudo, mantendo assim as interagdes
lipofilicas, empilhamento pi e ligacdes de
hidrogénio, ja descritas na literatura como
importantes para o  processo de
reconhecimento molecular de inibidores pela
MtKasA. A formagao da interagdo aromatica
proximo a Phe401 mostrou-se importante
para a melhora na energia de afinidade com a
enzima alvo, grupos aromaticos com maiores
nao apresentaram resultados satisfatdrios,
possivelmente por impedimento estérico.
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