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PESQUISA DE NOVOS ANTIBIOTICOS ANTI-Pseudomonas aeruginosa UTILIZANDO
METODOS in silico

A infeccdo hospitalar, € um grave problema de saude publica, pois aumenta o tempo e
custos de internacdes e leva ao aumento das taxas de morbidade e mortalidade de
pacientes. Os antibiéticos cada vez menos potencialmente ativos, limitam as opc¢fes de
tratamento para essas infec¢des, com isso a crescente necessidade de desenvolvimento
de novos farmacos e novas classes de antibioticos. Infec¢des causadas pela P. aeruginosa
sao classificadas como o terceiro patdgeno com maior frequéncia a resisténcia e encontrar
um tratamento efetivo contra elas é um desafio, as concentracbes capazes de inibir a
resisténcia e tornar-se ativas contra a bactéria sédo incompativeis a exposicdo humana.
Neste contexto, utilizar alternativas que contornem a resisténcia desta bactéria tem sido
uma boa opgéo para erradicacao da infecgéo, a inativagdo de enzimas que tem capacidade
de conferir tal resisténcia seria uma delas. Com isso a modelagem molecular tem se
mostrado uma das ferramentas mais importantes na descoberta desses novos farmacos,
pois possui potencial para alcancar propriedades intrinsecas que favorecam as interagoes
especificas. O objetivo deste projeto foi realizar estudos de Quantitative tructure-activity
relationship (QSAR) para um conjunto de compostos derivados de &cido
benzamidobenzodico que apresentaram capacidade de inibi¢cao in vitro da atividade da 2-
heptyl-4(1H)-quinolone synthase (PqgsD) de P. aeruginosa, e a partir deste conjunto definir
um modelo farmacoforico, para utilizar como ferramenta de triagem virtual na identificacdo
de novos compostos com potencial para atividade antimicrobiana. Materiais e métodos: foi
utiizado um conjunto de dados formado por estruturas contendo o &cido
benzamidobenzbico como farmacoéforo essencial, previamente descritas na literatura,
utiizando ferramentas de modelagem molecular com geometrias termodinamicamente
estaveis foram definidas e utilizadas na obtencdo de uma série de descritores moleculares,
estes utilizados para estudos 2D-QSAR. Estas mesmas estruturas também foram utilizadas
como base para modelagem farmacoférica para triagem virtual. O modelo obtido no QSAR
foi validado conforme atualmente recomendado pela literatura. Estudos de ancoramento
molecular e toxicologia in silico foram utilizados como parte do estudo visando encontrar
novos compostos hits potencialmente Gteis como ponto de partida para o desenvolvimento
de novos antibidticos para o tratamento de infec¢bes proporcionadas pela bactéria em
estudo. Este trabalho obteve 12 compostos, dos quais 10 se mostram promissores
compostos-protétipos para o planejamento de novos inibidores da PgsD de P. aeruginosa,
passo inicial para o desenvolvimento de novos agentes antibiéticos. Palavras chaves:

Triagem virtual;, QSAR; Modelagem molecular; Pseudomonas aeruginosa; PqsD.



SEARCH FOR NEW ANTIBIOTICS ANTI-Pseudomonas aeruginosa USING IN SILICO
METHODS

Hospital infection is a serious public health problem, as it increases the time and costs
of hospitalizations and leads to increased rates of morbidity and mortality in patients.
Antibiotics, which are less and less potentially active, limit the treatment options for
these infections, with the increasing need for the development of new drugs and new
classes of antibiotics. Infections caused by P. aeruginosa are classified as the third
most frequent pathogen to resistance and finding an effective treatment against them
is a challenge, since the concentrations capable of inhibiting resistance and becoming
active against the bacteria are incompatible with human exposure. In this context,
using alternatives that circumvent the resistance of this bacterium has been a good
option to eradicate the infection, the inactivation of enzymes that have the capacity to
confer such resistance would be one of them. Thus, molecular modeling has proven
to be one of the most important tools in the discovery of these new drugs, as it has the
potential to achieve intrinsic properties that favor specific interactions. The objective
of this project was to carry out QSAR studies for a set of compounds derived from
benzamidobenzoic acid that showed the ability to inhibit the PgsD activity of P.
aeruginosa in vitro, and from this set to define a pharmacophoric model, to use as a
screening tool in the identification of new compounds with potential for antimicrobial
activity. Materials and methods: a data set formed by structures containing
benzamidobenzoic acid as an essential pharmacophore, previously described in the
literature, using molecular modeling tools, thermodynamically stable geometries were
defined and used to obtain a series of molecular descriptors, these used for 2D-QSAR
studies. These same structures were also used as a basis for pharmacophoric
modeling for virtual screening. The model obtained in the QSAR was validated as
currently recommended by the literature. Molecular anchorage studied, in silico
toxicology were used as part of the study aiming to find new potentially successful
compounds as a starting point for the development of new antibiotics for the treatment
of infections caused by the bacteria under study. This work obtained 12 compounds,
of which 10 are promising compound-prototypes for the planning of new P. aeruginosa

PgsD inhibitors, an initial step for the development of new antibiotic agents.



Keywords: Virtual screening; QSAR; Molecular modeling; Pseudomonas aeruginosa,;
PgsD.
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1. INTRODUCAO

A infeccao hospitalar, € um grave problema de saude publica, pois aumenta
o0 tempo e custos de internacdes e leva ao aumento das taxas de morbidade e
mortalidade de pacientes. Atualmente é a quarta maior causa de mortes no mundo,
ultrapassando os 6bitos causados por acidente vascular cerebral (AVC) e infarto.

A prescricdo de antibidticos nos hospitais fundamenta-se na eficacia do
medicamento frente a infeccdo. Portanto, a terapéutica se baseia na utilizacédo de
um medicamento agressivo e de amplo espectro, o que culmina na melhora do
quadro. Porém, essa terapia empirica muitas vezes faz o uso desnecessario desses
medicamentos de amplo espectro, aumentando as chances de propagar a
resisténcia.

Infecgbes causadas pela Pseudomonas aeruginosa sao classificadas como
o terceiro patdbgeno com maior frequéncia a resisténcia e estdo associadas a altas
taxas de mortalidade, o que causa ainda mais preocupacao, ja que a contaminacao
pela bactéria ja atinge 13 % dos casos de infeccbes hospitalares, e 30 % de
infeccbes em UTlIs. Ainda hoje, encontrar um tratamento efetivo contra infeccdes
pseudomonais € um desafio, pois as concentragdes capazes de inibir a resisténcia
e tornar-se ativas contra a bactéria sdo incompativeis a exposi¢cdo humana.

Os antibidticos cada vez menos potencialmente ativos, limitam as opcdes
de tratamento para essas infec¢bes, com isso a crescente necessidade de
desenvolvimento de novos farmacos e novas classes de antibiéticos, vem se
tornando uma preocupacao aparente dos tempos atuais. A modelagem molecular
tem se mostrado uma das ferramentas mais importantes na descoberta desses
novos farmacos, pois possui capacidade de alcancar propriedade intrinsecas que
favorecam as interacdes especificas entre ligante e receptor.

Neste contexto, utilizar alternativas que contornem a resisténcia desta
bactéria tem sido uma boa opc¢éo para erradicacao da infeccdo. Uma das maneiras
observadas, seria a inativacdo de enzimas que tem capacidade de conferir tal
resisténcia, entre elas a PqsD que possui atividade na producdo de fatores de

viruléncia.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve por objetivo realizar estudos de QSAR para um conjunto de
compostos derivados de acido benzamidobenzdico que apresentaram capacidade
de inibicdo in vitro da atividade da PgsD de P. aeruginosa, e a partir deste conjunto
definir um modelo farmacoférico, para utilizar como ferramenta de triagem virtual

na identificagdo de novos compostos com potencial para atividade antimicrobiana.

2.2 Objetivo especifico

- Selecédo na literatura de um conjunto de compostos com atividade contra a
bactéria P. aeruginosa, mais especificamente contra a enzima PqsD desta bactéria;
- Obtencdo das estruturas tridimensionais dos compostos citados utilizando
ferramentas de modelagem molecular;

- Obtencao de geometrias termodinamicamente estaveis de cada composto;

- Obtencao de descritores moleculares a partir das geometrias mais estaveis;

- Realizac&o de estudos QSAR-2D;

- Validagéo dos modelos QSAR obtidos;

- Realizacdo de estudos de triagem virtual, utilizando métodos de modelagem
farmacoforica, a partir do conjunto em estudo;

- Selecao dos compostos obtidos da etapa acima, utilizando filtro de toxicidade;

- Avaliacdo do conjunto reduzido por ancoramento molecular no sitio de ligagédo da
PgsD;

- ldentificacdo de compostos com potencial para atividade contra a enzima,

resultando em possivel atividade antimicrobiana.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1lInfecgbes hospitalares

Nas ultimas décadas a infec¢cdo adquirida em hospitais passou a ser uma
preocupacao imponente. Estima-se que aproximadamente 10 % dos pacientes
hospitalizados no mundo adquirem algum tipo de infeccao relacionada a assisténcia
a saude. Nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) esse numero é ainda maior,
podendo chegar a 35 % (OLIVEIRA et al., 2012).

Por ser um assunto de preocupacdo mundial, em 1998 o Ministério da
Saude regulamentou medidas de prevencédo e controle de infecgdo hospitalar e a
definiu como sendo “qualquer infeccdo adquirida apds internagdo do paciente,
podendo ter relacdo com a hospitalizacdo e/ou procedimentos hospitalares”
(ANVISA, 1998).

A infeccdo hospitalar aumenta o tempo e custos das internacdes e ainda
leva a0 aumento das taxas de morbidade e mortalidade de pacientes. O Ministério
da Saude estima que a taxa de infeccéo hospitalar no Brasil € de 15 %, e que mais
da metade dos casos (55,7 %) sao fatais, o que equivale a cerca de 230 mil mortes
anualmente. O problema ja se tornou a quarta maior causa de mortes no mundo,
ultrapassando os o6bitos causados por acidente vascular cerebral (AVC) e infarto
(FERREIRA, 2005; ASCOM/ANVISA, 2018; RIBEIRO e CORTINA, 2016).

Os procedimentos invasivos e as condicdes imunocomprometidas dos
pacientes corroboram para o desenvolvimento dessas infec¢des, ja que a presenca
de bactérias em superficies e equipamentos se torna comum nesse ambiente por
ser um local destinado a tratamentos. A utilizacdo de cateteres venosos e sondas
vesicais estdo entre as maiores fontes de contaminac¢des: o risco de um paciente
desenvolver uma infecgcdo aumenta de 3% a 10% por dia de cateterismo, com risco
de 100% no trigésimo dia (QUIJADA-MARTINEZ et al., 2017; RIBEIRO e
CORTINA, 2016; FLORES-MEIRELES et al., 2015).

Geralmente a infeccdo hospitalar inicial € monomicrobiana, tendo como
prevaléncia as Enterobacteriaceae, em sua maioria a Escherichia coli. No entanto,
com o internamento prolongado essas infecgcdes evoluem para polimicrobianas,
envolvendo Klebsiella spp., Proteus spp., P. aeruginosa e/ou espécies de

Enterococcus e Candida spp. Isto dificulta o tratamento empirico com



antimicrobianos, e leva ao desenvolvimento de microrganismos multirresistentes
(QUIJADA-MARTINEZ et al., 2017; JACOBSEN et al., 2008).
3.2Infecgbes resistentes

A resisténcia bacteriana se caracteriza pela capacidade de crescimento da
bactéria mesmo na presenca de determinado antibidtico em concentracdo
suficiente para inibir tal atividade. Essa resisténcia é conferida principalmente
através de fatores genéticos e mutacdes, que sdo repassadas na reproducdo da
bactéria, motivadas, na maior parte das vezes, pela utilizacdo irracional de
farmacos antimicrobianos. Ainda, a capacidade de reproducdo acelerada e o
surgimento de novas cepas de bactérias multirresistentes faz com que o cenario da
resisténcia se torne cada vez mais preocupante (RIBEIRO, M; CORTINA, 2016;
ARAUJO et al., 2010; VITERBO DE FARIA, PESSALACIA e DA SILVA, 2016;
MARILIA et al., 2016).

Até o inicio deste século a resisténcia bacteriana se limitava quase que
totalmente ao ambiente hospitalar. Este ja ndo é mais o panorama atual, e acredita-
se que essa situacao ocorra em virtude da ma utilizacdo dos antimicrobianos dentro
dos proprios hospitais, e ndo pelo aumento da producdo e comercializacdo dos
mesmos (BUENAHORA et al., 2016; VITERBO DE FARIA, PESSALACIA e DA
SILVA, 2016).

A prescricdo de antibidticos nos hospitais fundamenta-se na eficacia do
medicamento frente a uma infeccdo. Portanto, a terapéutica baseia-se na utilizacao
de um medicamento agressivo e de amplo espectro, o que culmina na melhora do
quadro. Porém, essa terapia empirica muitas vezes faz uso desnecessario desses
antimicrobianos de amplo espectro, aumentando as chances de propagar a
resisténcia (VITERBO DE FARIA, PESSALACIA e DA SILVA, 2016).

A literatura evidencia a prevaléncia de tratamentos empiricos de
antimicrobianos e indica que 59% das prescricdes sdo inadequadas. Farias,
Pessalacia e Silva mostraram que de 275 internados avaliados que fizeram a
utilizacao de pelo menos um antibiético de amplo espectro, somente 18,5% haviam
tido confirmacéo da presenca de patdgenos. Portanto, a grande maioria fez o uso
sem ter nenhuma infeccdo comprovada (VITERBO DE FARIA, PESSALACIA e DA
SILVA, 2016; FRANCO et al., 2015).

O exame de cultura que identifica o agente responsavel pela infeccéo € um

procedimento padronizado na grande maioria dos hospitais e juntamente a ele sédo
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preconizados protocolos que auxiliam na determinacdo do antibidtico mais
adequado para o tratamento. No entanto, essa préatica € empregada pela minoria
dos profissionais prescritores, o que expdem nao s6 o paciente mas toda a
sociedade a riscos que poderiam ser diminuidos e até mesmo evitados (VITERBO
DE FARIA, PESSALACIA e DA SILVA, 2016; HAKKI et al., 2007).

A recomendacdo dos Servicos de Controle de Infeccdes Hospitalares
(SCIH) é para que o antimicrobiano s6 seja prescrito apos a realizacdo do
antibiograma e sua avaliacdo em comparagdo com os protocolos disponiveis. Essa
conscientizacao profissional € fundamental e pode ser considerada uma medida de
precaucdo e prevencao frente aos riscos j4 citados (VITERBO DE FARIA,
PESSALACIA e DA SILVA, 2016).

O cenério atual é preocupante, tanto devido as alternativas terapéuticas
“ineficazes”, quanto ao dificil acesso de novas drogas antibacterianas que, além de
serem de alto custo, tem disponibilidade limitada no mercado. Além disso, 0
desenvolvimento dessas novas drogas vem caindo consideravelmente e a industria
farmacéutica ndo consegue acompanhar a avanco da multirresisténcia bacteriana.
Por esta razdo, nota-se a importancia da conscientizacao e utilizacao racional de
antimicrobianos (QUIJADA-MARTINEZ et al., 2017; VITERBO DE FARIA,
PESSALACIA e DA SILVA, 2016).

A resisténcia bacteriana pode ser dividida em duas categorias: intrinseca e
adquirida. A primeira, intrinseca ou natural, € determinada quando o microrganismo
manifesta estruturas ou mecanismos que impedem a acdo do farmaco sobre a
célula, ocorre sem uma exposi¢do prévia ao antibitico e pode ser justificada por
trés possiveis razdes: ndo possuir uma metabolizacdo compativel com o
mecanismo de acdo do antibidtico, acdo de enzimas que podem inativar o
antibiético e/ou disposicdo de uma morfologia peculiar (FRANCO et al., 2015;
BAPTISTA, 2013).

Ja aresisténcia adquirida incide em mutacédo do material genético, e a partir
desta o antibiético que antes sensibilizava o microrganismo agora ja ndo o faz. Essa
mutac&o genética se da quando ocorre algum erro na replicacdo ou alteracdo na
estrutura do gene, podendo ser repassada de forma vertical (reprodugéo) ou
horizontal através de um de quatro meios basicos: (i) transformacdo, que ocorre
apos absorcdo do DNA presente no ambiente de outra bactéria da mesma espécie

que sofreu lise; (ii) transducéo, quando o gene de uma bactéria é incorporado por
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outra através de bacteriofagos; (iii) conjugacéo, quando a transferéncia do material
genético se da por contato, podendo ser direto ou pela fimbria sexual; ou (iv)
transposicdo, onde a célula recebe 0 gene em seu interior através de transposons
(RIBEIRO, M; CORTINA, 2016; FRANCO et al., 2015).

Os principais mecanismos da resisténcia aos antibidticos sao classificados
em quatro tipos:

- Alteracéo da permeabilidade celular ou bloqueio da entrada da droga: a
penetracdo do antibiotico na célula da bactéria esta relacionada com suas
caracteristicas moleculares. Contudo, a principal via utilizada para esse feito sédo
algumas proteinas transmembranares responsaveis pela difusdo nas células
bacterianas, as porinas. Neste tipo de resisténcia a alteracdo acontece nestas
proteinas, podendo ser em quantidade, tamanho e seletividade, diminuindo ou
impossibilitando a permeabilizacdo do farmaco no interior da bactéria e como
consequéncia diminuindo ou inibindo o seu efeito bactericida ou bacteriostatico
(RIBEIRO e CORTINA, 2016; BAPTISTA, 2013).

- Alteracao do local de acao/sitio-alvo da droga: caracterizado por diminuir
ou inativar a afinidade do farmaco com o local de acao, alterando ou codificando a
estrutura da proteina alvo (peptidoglicano), interferindo na sintese de proteinas (de
transporte, ativacdo ou inativacdo) ou do DNA (afetando a expresséo),
modificacdes essas que nao causam prejuizos as funcdes celulares da propria
bactéria (RIBEIRO e CORTINA, 2016; FRANCO et al., 2015; BAPTISTA, 2013).

- Bombas de efluxo: sdo proteinas presentes na membrana da bactéria que
auxiliam no efluxo de substancia presente internamente, ou seja, realiza o
transporte de material intracelular para o exterior da célula, esta resisténcia é
caracterizada pelo aumento da eficiéncia destas proteinas, que carreiam o farmaco
do meio interno (NEVES et al., 2011; RIBEIRO e CORTINA, 2016; FRANCO et al.,
2015).

- Inativacéo enzimética: como o proprio nome diz, € a inativagédo do farmaco
através da atividade de enzimas, estas produzidas pela bactéria, ocorrendo por
meio de hidrélise, transferéncia de um grupo ou oxi-reducdo, inativando o
antibiotico antes mesmo de atingir seu alvo (NEVES et al.,, 2011; RIBEIRO e
CORTINA, 2016; FRANCO et al., 2015).



3.3Infeccbes por bactérias gram-negativas

Entre as infec¢Bes oportunistas, as bactérias gram-negativas se destacam
no quesito resisténcia antimicrobiana. Estas sdo responsaveis por cerca de 60 %
das pneumonias, 25 % das infec¢cdes na corrente sanguinea, e sdo a maior causa
de sepse cirargica adquirida ou do trato urinario no ambiente hospitalar
(BUENAHORA et al., 2016; CUENTAS, 2016).

Uma razédo para essa capacidade de resisténcia, € sua membrana celular
que compreende uma camada extra, conferindo maior protecdo a ceélula. A
membrana das bactérias gram-negativas possui uma organizagcdo molecular
sofisticada, tornando-se altamente hidrofébica e seletiva (QUIJADA-MARTINEZ et
al., 2017; DELCOUR, 2009).

A membrana externa € constituida por fosfolipidios e lipopolissacarideos
(LPS). Em meio a essa camada ficam alojadas algumas proteinas, conhecidas
como porinas, que desempenham o papel de estruturacdo, mas principalmente
servem como poros de difusdo hidrofilica para o espaco periplasmico, onde
localizam-se enzimas degradativas e cadeias soltas de peptidoglicanos,
heteropolissacarideos que conferem rigidez a parede celular e consequentemente
a protecdo da célula. Adjunto a parede celular, encontra-se a membrana
citoplasmatica que é formada por duas camadas fosfolipoproteicas que atuam
como barreira osmotica (DELCOUR, 2009).

O LPS é composto por trés porcdes: lipidio A (Que age como uma
endotoxina que quando liberada na corrente sanguinea provoca febre), um
polissacarideo central e uma cadeia lateral O especifica, que distingue diferentes
cepas e auxilia na identificacdo do agente através de exames. A diferenciacdo de
grau de viruléncia entre as bactérias é a presenca, nas gram-negativas, desta
endotoxina LPS que confere propriedade patogénica, enquanto que nas gram-
positivas a exotoxina &cido lipoteicoico confere aderéncia (DELCOUR, 2009;
FERREIRA, 2005).

3.4Pseudomonas aeruginosa
A P. aeruginosa estad entre os agentes multirresistentes nomeados de
ESKAPE pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), e considerados o terceiro
problema de maior importancia na saude humana. Juntamente estdo o

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
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Acinetobacter baumannii e Enterobacter sp. (BASSETTI, GINOCCHIO e
MIKULSKA, 2011; BUENAHORA et al., 2016).

Infeccbes causadas pelas P. aeruginosas estdo associadas a altas taxas
de mortalidade, 0 que causa ainda mais preocupacao, ja que a contaminacao pela
bactéria ja atinge 13 % dos casos de infec¢des hospitalares e 30 % das infec¢des
em UTIs. Este patdgeno é classificado como o terceiro com maior frequéncia a
resisténcia. Esta alta ocorréncia de infeccdo pela P. aeruginosa pode ser
evidenciada pela capacidade adaptativa ao ambiente, tanto nutricional quanto
climatico, e assim esta bactéria pode sobreviver por longos periodos em
equipamentos e utensilios hospitalares (CHIU et al.,, 2014; FERREIRA, 2005;
NEVES et al., 2011).

Pertencente a familia das Pseudomonadaceae, esta bactéria caracteriza-
se por bacilos gram-negativos retos a levemente curvos, aerébios estritos, e moveis
através de flagelos. Elas ndo fermentam carboidratos nem produzem esporos. Para
identificagéo e diagnostico sdo observadas caracteristicas morfoldgicas da col6nia,
producdo de pigmentacédo e realizacao de testes bioquimicos (FERREIRA, 2005;
JACOME, 2011).

Para isolamento, sdo inoculadas em meio de cultura 4gar sangue, ou agar
eosina azul de metileno (EMB), ou ainda o de maior especificidade, cetiltrimetil
cloreto de amoénio (cetimide). Este microrganismo € resistente a compostos de
quaternario de amonio. ApOs crescimento em placa, pode ser observada a
formacgéo de coloracéo azul fenazinico e odor peculiar de uva, devido producgéo da
piocianina. Além deste pigmento, ela é capaz de sintetizar a pioverdina, composto
fluorescente que em contato com a piocianina gera uma tonalidade verde brilhante.
Também pode produzir, mais raramente, a piorrubina (vermelha) e piomelanina
(marrom) (JACOME, 2011).

A morfologia da colbnia € bastante diversificada, porém a de maior
incidéncia sdo coldnias planas com bordas rugosas e brilho metalico. Nos testes
bioquimicos caracateriza-se por fermentacdo de acuUcares negativa, oxidade
positiva, citrato positivo, lisina negativa e indol negativo (FERREIRA, 2005;
JACOME, 2011).



3.5Patogenicidade e fatores de viruléncia

A P. aeruginosa é considerada um patdgeno sobretudo oportunista, pois
acomete pessoas debilitadas, raramente provoca doencas em individuos sadios.
Por preferirem ambientes umidos, as infec¢cdes costumam ocorrer em locais com
acumulo de umidade, como queimaduras, orelha externa, cateter e feridas e se
singulariza pelo aparecimento de pus azulado com odor de uva (JACOME, 2011).

Tem sido bastante notada em infec¢gGes graves, levando a agravamentos
como sepse, infeccbes geniturinarias, pneumonias, infeccdes de pele e mucosas,
casos cronicos de otite e infeccdes respiratorias associadas a fibrose cistica
(JACOME, 2011).

Na fibrose cistica o paciente possui ampla disfuncdo das glandulas
exocrinas, manifestando secre¢cdes mucosas espessas e viscosas, tornando-o
suscetivel a desenvolver infecgbes pulmonares, e a P. aeruginosa esta entre o
patégeno infectante mais comum dessa patologia (GOMEZ e PRINCE, 2007;
GOVAN e DERETIC, 1996; BUENAHORA et al., 2016).

Considerada a mais virulenta dentre as bactérias, a P. aeruginosa
apresenta uma variedade de fatores de viruléncia que abrangem as diferentes fases
da infeccdo. Na adeséo e colonizagdo bacteriana ha o envolvimento de fatores de
superficie e adesinas que auxiliam na fixagdo ao tecido, entre eles, as fimbrias, a
membrana externa ligante ao muco, proteina F, lectinas de superficie e o
alginato/biofilme sdo alguns dos mais importantes. Ja para a invasao local os
elementos que auxiliam no rompimento do epitélio, danificando a integridade
celular, podemos citar, as elastases, protease alcalina, fosfolipase C, exoenzima S,
neuraminidase, lectina, hemolisinas e exotoxinas A e S (FERREIRA, 2005;
JACOME, 2011).

Esta bactéria pode causar infecgcbes agudas através da producdo de
toxinas e cronicas pela formagéo do biofilme, ou ainda envolver as duas quando

produzido ambos os componentes concomitantemente (FERREIRA, 2005).

3.6Resisténcia da P. aeruginosa
A P. aeruginosa é citada como uma das bactérias que mais apresentam
resisténcia a antibioticoterapia. Uma das mais importantes formas de adesdo ao
tecido, o biofilme, é um dos fatores de viruléncia da P. aeruginosas, e também pode

ser considerado uma das causas de sua elevada taxa de resisténcia. O biofilme é
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um conjunto de polissacarideos composto por polimero de alginato. Apresenta
consisténcia mucoide, uma caracteristica isolada da espécie, e além da capacidade
de aderéncia, desempenha o papel de protecdo a exposi¢cao de antibioticos e ao
reconhecimento do sistema imune (ARDON, et al., 2019 ; FERREIRA, 2005;
GOVAN e DERETIC, 1996; JACOME, 2011).

As porinas, ja citadas anteriormente, também podem ser determinadas
como um fator de resisténcia por essa bactéria, sdo encontradas diferentes delas
em sua membrana externa, entre elas, OprC, OprD, OprH, OprE e OprF cada qual
desempenha uma funcdo. A OprF € a mais especifica e utilizada pelos -
lactamicos, a OprD (porina D2) utilizada para a difusdo de carbapenémicos, OprH
para Polimixina B, ja a OprC e OprF séo canais inespecificos, utilizado por alguns
outros antibioticos. A resisténcia se da quando ha a reducdo da permeabilidade
celular através dessas proteinas, podendo ser pela diminuicdo de nimero, tamanho
ou afinidade (BAPTISTA, 2013; FERREIRA, 2005; JACOME, 2011; NEVES et al.,
2011; RIBEIRO e CORTINA, 2016).

Também como um fator de resisténcia apresentado, temos a “bomba de
efluxo”, que nas P. aeruginosas pertencem a familia RND (resistance-nodulation-
cell division). Estas caracterizam-se como canais que atravessam as membranas,
externa e interna, facilitando a ejecdo rapida, ativa e significativa de qualquer
substancia nociva a sua vida. O reconhecimento dessas substancias se da pelas
propriedades fisico-quimicas das mesmas, os antibidticos, por exemplo, sdo
geralmente anfifilicos e, portanto, facilmente reconhecidos. Cada bomba tem
afinidade por determinado antimicrobiano. Para a P. aeruginosa foram
caracterizadas quatro, entre elas MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e
MexXY-OprM, conforme Figura 1 (FERREIRA, 2005; JACOME, 2011; NEVES et
al., 2011):

A inativacdo enzimatica também contabiliza como mais uma causa a
resisténcia da P. aeruginosa. As enzimas sintetizadas por elas para esse fim séo
as B-lactamases, carbapenemases e aminoglicosidases (JACOME, 2011).

-B-lactamases: determina a resisténcia a penicilinas, carbapenémicos e
cefalosporinas, reduzindo a sensibilidade das porinas OprD e aumentando a
atividade da bomba MexAB-OprM. Benzilpenicilina, ampicilina, meropenem e

cefalosporinas de primeira geracao (cefalotina, cefazolina, cefalexina e cefadroxila)
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tornam-se ineficazes frente a essa enzima (ANVISA, 2018; FERREIRA, 2005;
JACOME, 2011).

)
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Figura 1 — Modelos estruturais de funcionamento das bombas de efluxo de P.
aeruginosa, indicando a localiza¢éo das proteinas constituintes da bomba e agéo
preferencial a determinados tipos de substratos. FQ: fluoroquinolona; BL: -
lactamico; TC: tetraciclina; CF: cefalosporina; CP: carbapenémico; AG:
aminoglicosideo (NEVES et al., 2011).

- Carbapenemases: também inativa penicilinas, carbapenémicos e
cefalosporina, porém através da hidrolise do anel B-lactamico nesses farmacos.
Séo divididas em trés classes que se diferenciam pela conformacédo do sitio ativo:
sao elas, carbapenemases de classe A, classe B ou metalo-B-lactamase e classe
D ou oxacilinase, conforme tabela abaixo (ANVISA, 2018; JACOME, 2011):

Tabela 1 — Antibidticos inativados pelas classes das enzimas carbapenemases.
CARBAPENEMASES ANTIBITICOS INATIVADOS

Classe A Carbapenémicos (meropenem e imipenem) e cefamicina

Classe B ou Todos o0s p-lactamicos (penicilinas, cafalosporinas e

metalo-B-lactamase carbapenémicos) com excecdo dos monobactamicos

(aztreonam)
Classe D ou Cloxacilina, cefalosporinas de espectro estendido
oxacilinase (ceftriaxona, cefotaxima e ceftazidima), meropenem e
imipenem.
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3.6.1

- aminoglicosidases: mais especificamente a metilases 16S rRNA, age
modificando através de fosforilacdo ou acetilacdo a estrutura dos antibidticos
amidoglicosideos, antes que eles consigam se ligar a seu alvo. Entre os
medicamentos inativados, estdo a gentamicina, tobramicina, amicacina e
neomicina (NEVES et al., 2011).

PgsD: 2-heptil-4 (1H) -quinolona sintase

Essa enzima € o fundamental da biossintese de HHQ (2-heptil-4-
hidroxiquinolina) e PQS (Pseudomonas quinolone) que fazem parte do sistema de
sinalizacdo, quorum sensing (QS). Esse sistema corresponde a expressao de
genes que desenvolvem alguns fatores de viruléncia, como a piocianina, elastase
B, lectina A, ramnolipideos, e hidrogénio cianeto. Além disso, o PQS é capaz de
formar biofilmes, embora o mecanismo de acdo nao seja claro (HINSBERGER et
al., 2014; STORZ et al., 2012; WEIDEL et al., 2013).

Esta enzima esta sendo considerada um bom alvo terapéutico para
desenvolvimento de novas drogas, pois acredita-se que sua inibicédo, pode dificultar
a comunicacao entre a célula, principalmente em relacéo a producao de fatores de
viruléncia. O que poderia resultar na desativacdo de alguns deles, deste modo,
caso nao causar a morte celular bacteriana resultaria em uma menor pressao
seletiva e consequentemente limitaria a possibilidade de resisténcia desta bactéria
(HINSBERGER et al., 2014; STORZ et al., 2012; WEIDEL et al., 2013).

3.7 Tratamento contra P. aeruginosa

Os antibidticos vém sendo utilizados desde a década de 50 e sua
descoberta foi imprescindivel para a promocéo da saude da populacéo, diminuindo
palpavelmente as taxas de morbidade e mortalidade. Sem eles ndo conseguiriamos
realizar cirurgias e transplantes, ou o tratamento citotoxico do cancer, nem mesmo
salvar um bebé nascido prematuramente, sem falar que hospitais se tornariam uma
fonte de doencas infecciosas (BRITO e CORDEIRO, 2012; FRANCO et al., 2015;
VITERBO DE FARIA, PESSALACIA e DA SILVA, 2016).

Desde a década de 60, a P. aeruginosa ja era reconhecida por sua
resisténcia natural. De todas as classes de antimicrobianos da época, apresentava
sensibilidade apenas a polimixinas. Apés a descoberta de novas substéancias, essa

bactéria conseguia ser combatida por alguns aminoglicosideos (gentamicina,
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amicacina, tobramicina e metilmicina), carboxipenicilinas e ureidopenicilinas,
cefalosporinas (ceftazidima e cefepima), carbapenens (meropenem e imipenem),
monobactans (aztreonam) e fluoroquinolonas (ciprofloxacino), porém esses
medicamentos também se tornaram ineficazes frente a resisténcia adquirida por
esse microrganismo (ANVISA, 2018; ARAUJO et al., 2010; FERREIRA, 2005).

Ainda hoje, encontrar um tratamento efetivo contra infecgOes
pseudomonais é um desafio, as concentracbes capazes de inibir a resisténcia e
tornar-se ativas contra a bactéria sdo incompativeis a exposicdo humana. O que se
busca no momento sdo tratamentos distinto as monoterapias. Alguns estudos
apontam a associagao entre ceftolozamo e tazobactam como um tratamento eficaz
e ainda a utilizagdo de amicacina para diminuir a possibilidade de surgimento de
resisténcia. Entretanto, a terapia continua sendo empirica, tornando-a paliativa e
dificilmente erradicada (GOVAN e DERETIC, 1996; NOEL et al., 2018).

A Polimixina B utilizada no combate a bactérias multirresistentes, devido ao
aumento da frequéncia de seu uso por falta de outras opg¢des de tratamento,
também j& demonstrou-se ineficaz em alguns casos de infec¢cdes por P.
aeruginosa. A capacidade potencial de resisténcia dessa bactéria revela mais uma
vez 0 resultado do uso intenso indiscriminado desses medicamentos e a

necessidade de racionalizar sua utilizacdo (FERREIRA, 2005).

3.8Novos antibioticos

O aumento de prescricdes dos antibidticos “de reserva”, tais como 0s
carbapenémicos, usados em ultimos casos para o tratamento de infec¢des graves
de bactérias resistentes, além da administracdo de antibiéticos de amplo espectro
sem mesmo a pré definicho de uma infeccdo, vem tornando essa classe de
farmacos cada vez menos potencialmente ativos, limitando as opc¢bes de
tratamento para as infeccOes, e com isso a crescente necessidade de
desenvolvimento de novos farmacos e novas classes de antibiéticos. (BRITO e
CORDEIRO, 2012; QUIJADA-MARTINEZ et al., 2017; VITERBO DE FARIA,
PESSALACIA e DA SILVA, 2016).

Além das P. aeruginosas, todos os agentes da ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae,
e especies de Enterobacter) carecem de novos antibiéticos com urgéncia, no

entanto, a industria farmacéutica ndo consegue acompanhar a evolucdo dessa
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resisténcia (BRITO e CORDEIRO, 2012; VITERBO DE FARIA, PESSALACIA e DA
SILVA, 2016).

Nos ultimos 30 anos a sintese de novos antimicrobianos diminuiu
drasticamente, para ndo se falar em totalidade, somente duas novas classes foram
inseridas no quadro dos antibidticos neste periodo. Em vista disso, destaca-se a
importancia de investimentos em pesquisas e simultaneamente a conscientizacao
de toda a sociedade dos riscos relacionados ao mau uso de antimicrobianos
(BRITO e CORDEIRO, 2012; VITERBO DE FARIA, PESSALACIA e DA SILVA,
2016).

3.9Modelagem molecular

A modelagem molecular tem se mostrado uma das ferramentas mais
importantes na descoberta de novos farmacos. Apesar da evidente utilizacdo para
a descoberta de novos farmacos, é também utilizada para otimizar prot6tipos ou
mesmo farmacos ja existentes, melhorando propriedades para potencializar a agéo,
para dar uma nova funcéo biolégica, aumentar ou diminuir a seletividade dos alvos
ou mesmo para combinar mais de uma atividade. Estas alteracdes estruturais
propostas tem origem em estudos acerca da estrutura molecular através de
programas computacionais ( WERMUTH, 2008).

A utilizacdo de modelagem molecular permite alcancar uma propriedade
intrinseca da molécula que pode impactar diretamente na interacdo entre o ligante
e o receptor alvo, por exemplo, como a densidade eletronica, momento dipolar,
energia dos orbitais de fronteira e polarizabilidade (BARREIRO e RODRIGUES,
1997; WERMUTH, 2008).

3.10 Triagem virtual

A utilizacdo de modelos in silico esta relacionada a obtencéo e/ou analise
de dados utilizando um computador ou um programa de computador. Esta pratica
cresceu bastante nos ultimos anos aliada ao crescimento de bancos de dados
confiaveis com milhares de compostos com alta diversidade e a disseminacao de
modelos mateméticos confiaveis por QSAR. Com essas ferramentas, a avaliacdo
do potencial de atividade de um determinado farmaco pode ser realizada para
determinacao de compostos mais vantajosos para um posterior estudo in vivo ou in
vitro (LEON e MARKEL, 2006; EKINS et al., 2016; WALKER, 2009).
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Hoje em dia, a triagem virtual é largamente utilizada para identificacdo de
novos padrdes presentes em moléculas com uma determinada atividade e pode ser
dividida em dois tipos: ligand-based virtual screening (LBVS) e structure-based
virtual screening (SBVS). O primeiro deles, ligand-based virtual screening, é a
triagem virtual baseada no ligante, que busca farmacoforos através da similaridade
molecular ou QSAR para a escolha de moléculas com bom potencial de se ligarem
ao alvo de interesse. O segundo tipo, structure-based virtual screening, € a triagem
virtual baseada na estrutura, que tendo como base a estrutura tridimensional do
alvo de interesse, seleciona ligantes com boa afinidade quimica a um determinado
sitio da molécula alvo e alta complementariedade estrutural (EKINS et al., 2016;
LIONTA et al., 2014).

3.11 Estudos de relacéo estrutura-atividade quantit  ativa (QSAR)

A atividade bioldgica de um farmaco esta estreitamente relacionada a sua
estrutura molecular. Um farmaco sera ativo para um receptor biolégico quando a
estrutura deste farmaco € capaz de interagir e se ligar a estrutura do receptor
bioldgico, caracterizando a atividade bioldgica do farmaco. Destas consideracdes
surgiu a expressao “relacdo estrutura-atividade” e as interacdes entre farmaco e
receptor podem se dar através de diferentes interacdes intermoleculares, como
ligacbes de hidrogénio, dipolo-dipolo, interacbes de van der waals, interacfes
eletrostaticas, ligacbes coordenadas, e outras. Mas hem sempre as estruturas se
complementam perfeitamente. Para que isso ocorra, o farmaco deve possuir uma
estrutura quimica que possua geometria molecular complementar a molécula ou
macromolécula receptora, como uma enzima, por exemplo. Mas além da geometria
molecular, o farmaco deve possuir grupos capazes de interagir com o0s sitios
existentes no receptor. Quanto melhor essa complementaridade quimica e
geométrica, maior a tendéncia a atividade biolégica, que pode ser vista como uma
caracteristica fisico-quimica. Assim, a atividade de compostos um reflexo de suas
propriedades fisico-quimicas, que podem ser descritas quantitativamente por
descritores ou parametros fisico quimicos adequados (MOTIEJUNAS e WADE,
1994).

Os estudos de QSAR baseiam-se na hipotese de que modelos matematicos
multivariados podem descrever o comportamento de um grupo de compostos. A

partir destes modelos pode-se calcular diversas propriedades fisico-quimicas com
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elevada assertividade, tendo somente a estrutura molecular como base para os
calculos. Entretanto, cada propriedade analisada pode ser descrita por uma grande
variedade de modelos matematicos, e algum desses modelos pode ser bem
ajustado para uma determinada classe de molécula sob estudo, enquanto outra
classe tera melhor ajuste com um outro modelo, existindo ainda compostos que néo
se ajustam a modelo algum conhecido até o momento. Considerando uma estrutura
molecular, os valores de propriedades quanticas podem ser calculados e estes
podem estar associados a propriedades fisico-quimicas e a atividade de um
farmaco. Uma vez conhecida a correlacdo entre estrutura e a atividade ou
propriedade, define-se um modelo matematico a partir do qual pode-se avaliar
diversos outros compostos. Estas propriedades quanticas podem ser avaliadas por
descritores, que possibilitam a obtencdo de caracteristicas/informacdes das
moléculas, tais descritores podem ser divididos em eletrénicos, topoldgicos,
geomeétricos e constitucionais (ROY, KAR e DAS, 2015).

Os eletronicos sdo derivados das cargas parciais, 0os topoldgicos estéo
relacionados as propriedades fisico-quimicas, 0s geomeétricos sao provenientes da
estrutura 3D e o0s constitucionais sdo obtidos levando em consideracdo a
composicdo atbmica do composto. Dentre eles temos como exemplo, média dos
valores absolutos das cargas em todos os atomos, dureza absoluta, diferenca de
energia entre os orbitais HOMO e LUMO , polarizabilidade molecular, momento de
dipolo molecular, energia total, energia de ligacdo, entalpia de formacé&o, potencial
de ionizacdo e afinidade eletrbnica, indice de contetdo de informacéo de ligagéo,
volume molecular, area de superficie polar, peso molecular, nUmero de atomos e
ligacdes, entre inumeros outros (ROY, KAR e DAS, 2015).
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4 CAPITULOI

Graphical Abstract

PgsD, an important enzyme fromPseudomonas aeruginosa, a bacterium that causes serious

nosocomial infections, and its catalytic site.

IDENTIFICACAO DE POTENCIAIS NOVOS AGENTES ANTI- Pseudomonas
aeruginosa UTILIZANDO METODOS in silico.

Cristiane Daniel®* e Eduardo Borges de Meld&

Centro de Ciéncias Médicas e Farmacéuticas, Umilaels Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE), 85819-110 Cascavel-PR, Brasil.
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IDENTIFICATION OF NEW ANTIPseudomonas aeuruginossGENTES USING in silico
METHODS

Gram-negative bacteri®seudomonas aeuruginosa the third leading cause of nosocomial
infections, affecting mainly patients with immunaogaromise and with cystic fibrosis. Considering
the need for efficient antibiotic agents againg thicroorganism, this article presents the resfits
in silico studies that aimed to identify new hitgmounds structurally related to a set of 57 deirreat

of benzamidobenzoic acid (all active against theyem® PqsD) that may be useful in the
development of these new drugs. In the virtual estireg stage, it was possible to identify 12
compounds, and in the subsequent biological agtprigdiction stage using a 2D-QSAR model, 10
hits fell within the applicability domain and thange of biological activity variation, and it was
concluded that this set presents the potentiaktmime prototype compounds after confirmation of

activity in experimental tests.

Keywords:Virtual screening; QSAR; Molecular modelingseudomonas aeruginggdaqsD.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas as infec¢cbes hospitalares rpassa ser uma grande
preocupacéao. Estima-se que aproximadamente 10 gada@ntes hospitalizados no mundo
adquirem algum tipo de infecgdo relacionada at@s&im a saude. Nas Unidades de Terapia
Intensiva (UTIs) esse nimero é ainda maior, podehdgar a 35 % Este problema ja se
tornou a quarta maior causa de mortes no mund@apaksando os 6bitos causados por
acidente vascular cerebral (AVC) e infaftb.

Geralmente a infeccao hospitalar inicial € monootimna, tendo como prevaléncia
asEnterobacteriacegeem sua maioria Bscherichia coliCom o internamento prolongado
essas infeccbes evoluem, envolvendtebsiella spp., Proteus spp., Pseudomonas
aeruginosae/ou espécies denterococcuse Candidaspp., o que dificulta o tratamento e
leva ao desenvolvimento de microrganismos mulistestes®° A resisténcia surge através
de fatores genéticos e, especialmente, mutacdesigaimente devido ao uso irracional de
antimicrobianos. A capacidade de reproducdo adEeeao surgimento de novas cepas
multirresistentes faz com que este cenario se tada vez mais preocupanté:®

Neste cenario destacam-se as bactérias gram-regajive possuem uma membrana
celular sofisticada, muito hidrofébica e seletfa°Dentre estas,R. aeruginosapresenta
a terceira maior frequéncia de resisténcia, semda das principais responsaveis pelas
infeccdes hospitalares que acometem imunocomprdasgtassim como pacientes com
fibrose cistica. Esta alta ocorréncia deve-se aaltaadapacidade adaptativa ao ambiente, o
gue permite sua sobrevivéncia por longos periodos eguipamentos e utensilios
hospitalares. Aléem disso, diversos fatores de émrcia auxiliam neste processo: (i)
formacao de biofilmes; (ii) presenca de porinas gjieram a permeabilidade celular ou
blogueiam a entrada de drogas; (iii) bombas deeftiue facilitam a ejecéo rapida, ativa e
significativa de substancias nocivas a célulayepiesenca de enzimas das classe$das
lactamases, carbapenemases e aminoglicositia&es?

A PgsD é uma enzima fundamental da biossintese H& H2-heptil-4-
hidroxiquinolina) e PQSHseudomonaguinolona), substancias que fazem parte do sistema
de sinalizaca@uorum sensingQS). Esse sistema corresponde a expressado de geae
desenvolvem alguns fatores de viruléncia, aléemuddiar na formacao do biolfime. Esta

enzima pode ser considerada um bom alvo para anddsemento de novos agentes
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antibioticos, A inibicdo deste sistema pode, emmidedlificultar a comunicagcao entre as
células, principalmente em relacdo a producao tdeef de viruléncia, podendo resultar na
desativacao de alguns deles, sem contudo causarte celular, o que resultaria em uma
menor pressao seletiva, e consequentemente limtgrossibilidade de desenvolvimento de
resisténciat®>1"18

Neste contexto, este estudo teve como objetivizezalma série de estudiossilico
de modelagem molecular e de relacdo estruturadatiei quantitativa (QSARQuantitative
Structure-Activity Relationshipsitilizando um conjunto de dados com 57 derivados
acido benzamidobenzoico descritos como ativos aangnzima PqsD, visando identificar
novos compostosits potencialmente ativos contra este alvo e, poseamuEéncia, que
possam ser Uteis para darem origem a novos aititsditeis para o tratamento de infecgbes

causadas peR. aeruginosa

PARTE EXPERIMENTAL

Conjunto de dados

O conjunto de dados selecionado para este estudistiorsn 57 derivados de acido
benzamidobenz06i¢6'®(Material Suplementar, Tabela S1), que apresantaagpacidade de
inibir em pelo menos 50% a PqgsDs valores das atividades descritas (em uM) foram
convertidos para seusspectivos - log 16 (ou plGo), gerando uma faixa logaritmica de

1,56 (4,36 a 5,92) unidades com distribuicdo teddennormalidade.
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Figura 1. Estrutura basica dos compostos do conjunto de treinamento e histograma de
distribuicao dos compostos conforme seus valores de plCso.
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As estruturas dos derivados foram construidas agr@ama HyperChem 7 (Hyper
Co.Y*® por modificagbes de uma estrutura cristalogréfiedgacionada obtida no
Crystalographic Open Databd3éode 2004472). Cada geometria foi otimizadazatiltlo
mecanica molecular (MM+) com ciclos alternados idémica molecular (1 ps, 300 K) até
gue ndo houvesse mais variacdo da energia obtidasdguida, utilizando o programa
Gaussian 08 as estruturas foram otimizadas utilizando mecamiéatica, inicialmente ao
nivel semi-empirico (AM1), seguindo-se por otimizegab initio em Hartree-Fock (HF/6-
31Gd,p) e, finalmente, pela Teoria Funcional dadiade (DFT/B3LYP/6-311G++d,p).
As geometrias obtidas foram utilizadas para osdestuealizados nas etapas de triagem
virtual?? e de QSAR-2[#3

Para o estudo QSAR-2D foi necessario dividir o gotg de dados em dois menores:
conjunto de treinamento (para construcédo dos meyelde teste (para a validacao externa).
Este segundo conjunto foi formado por doze comgodi®, 11, 17, 23, 27, 29, 38, 40, 46,
48 e 53, e representa 21% do total do conjunto de dadgmal. Esta selecéo foi realizada
considerando o pKgreal, através da construgdo de um histogramaxquieea distribuicdo
de frequéncias das moléculas dentro do intervalcada valor de atividade biolégica, em
faixas logaritmicas de 0,17 unidades. Foram desgtenaslas as amostras com menor e
maior atividade (primeira e Ultima barras do histoga). Para as demais faixas, foram
consideradas compostos aleatérios de cada uma delas

Triagem virtual

O servidor PharmaG#tfoi utilizado para construcdo do modelo famacafirEste
é utilizado como um modelo em forma 3D para a émagirtual, e é gerado a partir de
grupos ligantes pré-determinados. O derivado ntaie do conjunto25, foi selecionado
como a molécula referéncia, pois se considera ie apresenta as propriedades
geomeétricas de maior interesse para presencavittade. Para a escolha do melhor modelo
foi avaliada a pontuacéo obtida para cada escapresenca das caracteristicas similares as
interacdes do acido benzamidobenzdico com a erRasB.

O modelo farmacoférico obtido foi utilizado par@aalizar a triagem virtual no
programa Pharmf que disponibiliza um grande banco de dados corapmst diferentes
bibliotecas (ZINC, NCI Database, PubChem e MCisje servidor também permite o uso
de diversos filtros moleculares para auxiliar austda dimensédo dos dados. Durante o
processo, os valores destas propriedades foranzatios para as seguintes faixas: (i) 300

a 350 para o peso molecular; (i) numero de ligagéacionaveis 7; (iii) log P<5; nimero
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de grupos aceptores de ligacao de hidrogénio (HB&)e (iv) nUmero de grupos doadores
de ligacdes de hidrogénio (HBB}X. Estes valores foram definidos pelos autores,teralo
como ponto de partida sugestdes da literéffaComo complemento, uma nova reducéo
pos-triagem foi realizada, incialmente por remogiis compostos duplicados e, na
sequencia, foram removidos aqueles potencialménieds. Para este ultimo passo, foi
utilizado o programa VEGA QSAR para predicdo do potencial mutagénico e a
carcinogénico de cada composto.

O conjunto reduzido foi avaliado por ancoramentdetidar de cada composto no
sitio de ligacdo da PqgsD, formado principalmentegeesiduos Phe32, Cys112, Arg153,
Asnl54, 1lel57, Leul93, Met220, Arg223, Met225, Bt His257, Pro259, Arg262,
Asn287, Ala289 e Tyr315. O uso desta abordagenu\gstecionar dentre aqueles obtidos
na triagem baseada em ligante que apresentassemafiaidade pelo alvo de interesse e,
consequentemente, apresentem maior probabilidadgrésentar atividade bioldégica em
futuros ensaiosn vitro. A estrutura tridimensional da PgqsD sem mutac&&B(3H76,
Figura 2) foi obtida no Protein Data BaffkComo esta estrutura ndo possui ligante co-
cristalizado no sitio de ligacdo, o mesmo foi ddfbincom base em dados provenientes do

PDB 3H78 (mutante C112A), que apresenta o acidamitito co-cristalizado.

Figura 2. Estrutura tridimensional da PgsD (PDB 3H76), subunidades A e B, com destaque
para o sitio de ligacao da subunidade A. A triade catalitica (residuos Cys112 e His257 e
Asn87) esta destacada em vermelho.

A preparacgdo da enzima e dos ligantes, assim gamte da etapa de pos-analise,
foram realizadas no programa Discovery Studio Vizern17.23° enquanto o estudo de
ancoramento foi realizadao utilizando o programaodack Vina®! através da interface
PyRx32 Uma caixa virtual com dimensdes de 20x20x20 Awngstdelimitou o sitio de
ligacdo utilizando como referéncia o residuo Ala2B3te método foi validado pelo
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ancoramento do acido antranilico, visando idemtifiama ligacdo semelhante aquela
observada em PDB 3H78. A interpretacéo dos resdtéal realizada pela construcéo de

um complexo entre o sitio ativo da enzima e as onethposes de cada composto utilizando
o programa PyMdF para gerar um arquivo com o ancoramento das esisuha respectiva

cavidade de ligacao.

Estudo QSAR-2D

Para o estudo QSAR-2D, inicialmente foram calcudaa®descritores moleculares,
representacdes numericas mensuraveis das propggetisito-quimicas dos compostos em
estudo, visando uma consequente avaliacdo da geeslencorrelacdo multivariada entre
eles e a variaveis dependente g)@m estudo. Deste modo, ainda no programa Gaussian
09 foram obtidos os seguintes descritores eletn8nicargas parciaiQf dos atomos da
estrutura basica calculadas pela tedfa&ural Bond OrdergNBO), energia totalET),
momento dipolar total) e seus componentes nos eix¢Bx), y (Dy) ez (D), e as energias
dos orbitais moleculares de valéncia ocupados ecdpados Exomo-1, EHomo, ELumo,
ELumo+1). Com base nos valores das energias dos orbitdecuolares, foram utilizadas as
equacbes descritas por Todeschini e Consbrnpara obter outros dez descritores
relacionados a reatividade molecular: diferencaemergia entre fovo € Bumo (GAP),
indice de energia de ativac@H]), fracdo da energia HOMO/LUMQw( ), dureza ) e
moleza § moleculares, potencial de ionizacdB)( afinidade eletrénicaEp), indice de
eletrofilia no estado fundamentdEEF), eletrofilicidade ELETROR e eletronegatividade
molecular ELETRON.

As geometrias otimizadas também foram utilizadasaca@ados de entrada para
obtencdo de diversas classes de descritores cmnmtidis, topoldgicos, geométricos e
moleculares no programa Dragof®®este mesmo programa foi realizada a primeiraaetap
de reducao de variaveis, visando remover: (i) deses de baixa relevancia, com valores
constantes ou quase constantes; (ii) descritorasatio grau de correlacao entrers«(0,9),
onde um deles € eliminado de modo arbitrario plgjors&imo; e (iii) variaveis com desvio
padrdo menor que 0,001, pois considerou-se que c&sb ndo haveria informacéao relevante
para uso em modelo. No final desta etapa, foi ahiida matriz com 380 descritores.

Uma ultima etapa de reducgéo de varidveis foi reddzno programa gratuito QSAR
Modeling®® (download:http:/Igta.igm.unicamp.hy ainda com o objetivo de eliminar do

estudo outras variaveis que, mesmo tendo persiafids as etapas anteriores de filtragem,

também ndo apresentassem informacao relevantaestdigpara compor bons modelos.
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Assim, foram eliminados da matriz descritores comcém plGo menores que 0,2,
originando uma matriz com 256 descritores. Estaimé&i submetida ao processo de
Selecdo de Preditores Ordenados (GP8n método de selecdo de variaveis que utiliza
regressao por minimos quadrados parciais (PLS)dgdirar a importancia de cada descritor
na totalidade do conjunto, para na sequéncia ainags de menor significancia. Este método
de regressdo também foi utilizado para construg@onabdelos. Tanto para a selecéo de
variaveis quanto para a construcdo dos modelogeswitbres foram autoescalados: cada
valor teve subtraido o valor médio do descritorespondente, e o resultado foi dividido
pelo desvio padrdo também do descritor. Com isitag as colunas da matriz passam a
apresentar média 1 e desvio-padrao igual a zete.J&scesso, 0 mais comum para estudos
QSAR, deve ser realizado porgue o conjunto de dgel@mente consiste em varidveis com
diferentes unidades e grandes faixas de variacgsimi evita-se influéncia dos descritores
que apresentam ordens de valores maiores sobrieswguoenores transformando todos na
mesma escala de variagdo numérica, porém sem pefcienacic®

Os modelos obtidos foram submetidos a validacOesna e externa. A primeira
etapa visa testar o poder de previsdo de modetasoganesmos compostos utilizados em
sua construcao, conjunto este denominado conjunteethamento. Ja a validacédo externa
avalia o modelo obtido e ja aprovado na validagderma em prever a atividade de um
conjunto de amostras que nao foram utilizados nestoacdo do mesmo, sendo este
geralmente um subconjunto menor do conjunto desiselecionado para o estuicé?

A validacéo interna foi realizada para o conjurgdrdinamento, através da obtencao
dos seguintes parametros estatisticos: (i) coafiide determinacéo multiplB3; (i) erro
quadratico médio de calibracgd®NISEQ; (iii) significAncia da regresséo, através doetes
(0= 0,05); (iv) coeficiente de determinacéo da vatacruzadéeave-one-ou(Q?.0o); (V)
erro quadratico médio da validacédo cruza@dBM$ECY; (vi) estatisticasmSquarg (vii)
validagdo cruzadaeave-N-out (LNO); e (viii) randomizagdo do vetoy (ou Y-
randomizatiof. Os calculos dos parametros estatisticos adotaekia etapa de validacéo
foram realizados através do software QSAR Modekngranualmente no caso do Tdste
Ja para a validacdo externa, o conjunto testermregado para avaliar o potencial de
predicdo da atividade bioldgica para compostosutifizados na construcdo do modelo. A
qualidade de previsao foi avaliada através dospetras: (i) coeficiente de determinacao
da validacéo extern®&%red; (i) erro quadratico médio da validacdo exteiRMSER; (iii)

as estatisticas de Golbraikh e Tropskak{, |R%-R'%|);** e (iv) as métricaRmSquare
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aplicadas a validacdo externa (Averagg(pred)-scaled eAr?y(pred)-scaled}! Estes
parametros foram calculados utilizando o prograratugo Xternal Validation1.0#?

O modelo obtido foi usado para previsdo da atiedaibs compostosits
selecionados na etapa de triagem virtual. Porémsiderando diferencas estruturais
presentes entre 0s compostos selecionados e Ggoeusados para construcao do modelo,
foi necessario verificar se estes compostos seuastamqm ao dominio de aplicabilidade. Este
pode ser definido como uma regido tedrica no esppgmico que abrange tanto os
descritores do modelo quanto a resposta modeladapgumite estimar a incerteza na
predicdo de um composto particular com base em geawlhante € aos compostos de
treinamento empregados no desenvolvimento do makédilido como o espaco quimito.
Para esta viabilizar esta medida, foi utilizadoreagpamaEuclidean Applicabilty Domain
1.0

RESULTADOS E DISCUSSAO

Triagem virtual

O melhor modelo farmacoférico obtido no Pharma@isipresentado na Figura 3.
Este modelo apresentou um escore de 82,082 endosdamolécula referéncia e € formado
por 8 grupos farmacoféricos que descrevem a estri@isica dos compostos estudados:
duas regides aromaticas, uma correspondente aoupm carregado negativamente (anion),

trés grupos aceptores de ligacao de hidrogénio grupo doador de ligacéo de hidrogénio.

f
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Figura 3. A. Modelo farmacoférico selecionado. Roxo: grupo aromatico; vermelho: grupo
ion negativo; amarelo: grupo aceptor de liga¢ao de hidrogénio; branco: grupo doador de
ligagao de hidrogénio. B. Representag¢ao do farmacéforo sobre a molécula referéncia do
estudo (25), a mais potente do conjunto de dados.

A triagem realizada com base neste farmacéfortizarndo filtros moleculares para
reducdo do tamanho do conjunto, resultou em 7.06fpostoshits (j& com as duplicatas
removidas). Na sequéncia, a avaliacdo da toxicidagdico no programa VEGA QSAR
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mostrou que a grande maioria destes compostoseapaga algum grau de potencial para
causar efeitos mutagénicos e carcinogénicos. Assiegnjunto final foi de apenas 12
compostosits (Figura 4).
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Figura4. Compostos selecionados atraves de triagem basadigante utilizando modelo
farmacoforico selecionado e os processos de reddgaoonjunto de dados baseado em
propriedades fisico-quimicas e toxicoldgicas.

Como esperado, todos 0s compostos apresentam umgtsmamde similaridade
estrutural com o conjunto de dados utilizado, emeeisl com uma ponte amida ou
sulfonamida ligando os dois grupos ciclicos, samdalestes grupos sempre aromatico (com
excecdo do composto). Um resultado similar era esperado, ja que odaagforo (Figura
3) apresenta pontos que fazem uma boa descriggirdéura basica de interesse (Figura 1).
Apesar do pequeno numero, b#s selecionados foram avaliados por ancoramento
molecular. Os resultados sdo apresentados na Tabeta Figura 5, e no material
suplementar, Figuras S1 e S2. E interessante abvsgre, apesar de nenhum dos compostos
selecionados apresentarem uma afinidade peladgifigacdo maior do que o compo2®
(7,3 kcal/mol) ou menor que o composto menos atovoonjunto22 (0,3 kcal/mol), todos
0S compostos apresentam ligacdo com os Cys1128His a maioria apresentou ligacao
com Asn287. Estes residuos formam a triade catalith Pgs3® e a interagdo com os
mesmos aumenta as chances de um compostos apresgguaia grau de inibicdo contra o
alvo em estudo, sendo que futuros estudos de eaipdiz estrutural podem auxiliar no
aprimoramento da poténcia destes compostos.

26



Tabela 1.Resultados gerais dos estudos de ancoramento rfawleom o conjuntdit

Aminoacido | Residuo| A B C D E F G| H| I J K| L
LEU 81

CYs 112+ |

LEU 142

LEU 155

LEU 158

LEU 159

LEU 193

PHE 218

MET 220

MET 225

HIS 257*

PRO 259

ASN 260

ASN 287*

ALA 289 ] |
TYR 315

GLY 316

SER 317

Energia de interacdo 62| 52| 33| 67 63 58 66 2 5 58

(Kcal/mol)

pi- hc(;:lrbon C(:]n\(/jentional o kp})i-(;jonor

interacbes**

17.2

*Triade catalitica; ** as definigGes foram mantidasno apresentadas p&dascovery Studio Visualizer
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Figura 5. Resultados do ancoramento molecular (representag2fee 3D) dos compostos
hits D e G, que apresentaram as maiores afinidades de ligaghio o sitio de ligacdo da
PgsD (PDB 3H76). Figura construida no Discoverydgtwisualizer 17.2.

O residuo Cys112 é considerado de alta relevdraia a atividade catalitica da

PgsD. A interacdo com este residuo ocorre com uigéoio dos grupos amida ou
sulfonamida, de forma semelhante ao que ocorreacsubstrato para a producdo de HHQ.
A interacdo com os residuos Phe218 e Leu81, 142, 15D e 193 também foi muito
observada para os compostos ancorados, gracaspamoagomatico presente na maioria dos
hits, com excecdo do compostm explica o motivo destat ser aquele com menor energia
de interacdo entre os 12 selecionados. Realmenstemx dados que indicam que a
manutencao de grupos aromaticos favorece a atidéuitoria, levando a resultados mais
vantajosos do que quando estio presentes os iafgéi®te furand®

Outra interacdo que se mostra importante é a lighigfogénio entre a hidroxila,
também presente na maioria dos compostos, e AsB28¥os prévios realmente indicaram
que a introducéo desta funcdo quimica leva a uneatoma inibicdo devido a formacao de
mais ligacGes hidrogénio com os residuos de amisho&0o sitio de ligagdo. Antranilatos
que tiveram a adicdo de um grupo cloro na posigwésentaram uma melhora na atividade
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inibitoria da PgsD® enquanto os compostos ancorados com a presengardeem sua

estrutura apresentaram maior energia de inter&ggoré 5).

Estudo QSAR-2D

Utilizando a selecao de variaveis com o algoritnRs0foi possivel obter um modelo
com 42 compostos (trés compost@s, 20 e 52) foram identificados comautliers e
removidos do conjunto) e oito descritores mole@daue originaram trés variaveis latentes
(LVs), que acumularam 48,776% de informacao (LVA,238%; LV2: 19,625%; LV3:
9,913%).

pICs;= -1.916 +0.650x(SM05_AEA(dm)) +0.009x(RDF150s) 088x(GATS1s)
+0.539x(R6m) +0.306x(CATS2D_04_DA) +0.989x(SpMax8&(1)) -0.059x(F10[C-N])

Os resultados das andlises estatisticas, tant@laiagéo interna quanto externa
(nes= 12), s@o apresentados na Tabela 2. Os valoregedodtores selecionados para todos
0s compostos do conjunto de dados (incluindo ctéojde treinamento e outliers) estao
disponiveis no Material Suplementar, Tabela S2odsjvel observar que o modelo obtido é
capaz de explicar e predizer informagdo acima dwénpetros minimos exigidos pela
literatura. Considerando os valores obtidos fRéra Q?.0o, pode-se dizer que o modelo
pode explicar 82% e prever 72,7% de informacéo ddontonfiavel. Isto é fortalecido
guando associamos esta conclusdo ao alto valoop@sieF obtido, muito acima do seu
valor critico tabelado (2,852, papa3 en-p-1= 38). A diferenca entre os valores Rkee
Q300 de apenas 0,092, muito abaixo do limite de OdB¢canque os dados néo se apresentam
sobreajustado®:*’Finalmente, os resultados obtidos para os parasitfe(LOO)-scaled
(0,085) e Average fm(LOO)-scaled(0,637) indicam que as atividades preditas est&o
realmente préoximas aos valores observados, ou sgaacdo realmente consegue

representar a previsao intefa.

Tabela 2.Pardmetros das validacdes interna e externa.
Parametros Modelo Especificacao
n 42
9 R2 0,820 >0.6
g RMSEC 0,156 Menor possivel
= F (o= 0,05) 57,608 Maior quEe tabelado
> Q300 0,727 >0.5
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RMSECV 0,183 Menor possivel
Average fn(LOO)-scaled 0,637 >0.5
Ar’y(LOO)-scaled 0,085 <0.2
R2- Q%00 0,093 <0.3
« R%red 0,636 >0.6
g RMSEP 0,207 Menor possivel
= k 0,986 0.85 k<1.15
9 K 1,013 0.85 k< 1.15
§" IR%- R'2)| 0,038 <0.3
T Average fn(LOO)-scaled 0,633 >0.5
= Ar’(LOO)-scaled 0,043 <0.2

Na Figura 6 é possivel verificar que o0 modelo, merando sua qualidade interna,
também € robusto e ndo apresenta correlacdes &speipor isso 0s resultados que forem
preditos por este modelo apresentam uma minimaatdlidade para possivel reproducéo
dos valores em testes experimentais. Na Figura é&Bepe-se uma boa estabilidade dos
valores médios de cada ponto variam préximo d@4eo, com uma média gerafino)
de 0,711, apenas 0.016 unidades. O maior desvidoofui paraQ?®7o (0,675).%? Ja o
resultado da randomizacao yi{¢Figura 6B) mostra a ma qualidade dos modelodtasgas
da aleatorizagdo do vetgrquando comparado com o modelo original, 0 queseéltao
desejado neste caso. A literatura traz valoresmendados d&2< 0.3 eQ3 0o < 0.05 para
os interceptos de modelos de regressao baseadies mesultados, o que indica que a

variancia observada no modelo n&o resulta de egéelcasu&f 3848

0.850 0.85 +
0.60
0.800
o 0% RIS . -
0.750 S 010 +
N L]
2 * s } : ; 1 I $ Q015 fhu &2 .
o 0700 T & LT
(=] . » & -0.40 &
0.650 oes . as o Intercepts:
b RI=0.111
-0.90
0.600 Q2 00=-0.425
A (B)
0.550 { ) -1.40
] 2 4 & 8 10 0 02 04 06 08 1
LNO cross-validation (N=1 to 10) rlyrand.,y)

Figura 6. Resultados dos testes de robustez leave-N-out)((N@ correlagdo ao acaso

(B).

Os resultados obtidos na validagao externa (T&)elamonstram aproximacao das
atividades bioldgicas real e predita, o que permiteditar que o modelo é confiavel em
suas previsdes, além de que seus parametros sadesquaos limites estabelecidos. O
modelo indica possuir uma boa capacidade de predigdnformacéo externa (63,6%). Ou

seja, compostos que sejam representados pelo egpiegimo deste modelo possuem esta
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chance de terem a atividade predita com sucessmo D& valores d& quantok’ estao
distantes dos limites, portanto proximos ao idkalX), da mesma forma que o valor do
moédulo da diferenca entre os coeficientes de datagéo centrados na origem, que
apresentou valor muito abaixo do limite. Finalments valores obtidos para de
Average_fm(pred)-scaledeA_r’m(pred)-scaledajudam na confirmacéo da capacidade de
predicdo externa do modelo obtitfd4°

O numero de descritores ndo € um problema quantlizéda a regressao por PLS,
ja que este método € baseado em LVs, onde cadatalesudicado retrata diferentes
informacdes (Tabela 3) para cada uma destas navidas®is. Estas também sdo mutuamente
ortogonais entre si, o que elimina um problemasatésda regresséo linear maltipla (MLR),
que € o efeito de alta correlacdo entre dois desesiem um modelo, o que pode levar a
modelos tendenciosos e com risco de sobreajustadies. O PLS avalia os dados de forma
que os redimensiona para reduzir suas diferengalsiindo a atividade biolégica como
forma de aumentar a covariancia desta com os twesfi® Por fim, o uso dos descritores
autoescalados também auxilia na interpretacdo ddelmo pois como deste modo os
coeficientes apresentam-se na mesma escala, &gladiger quais sao as variaveis que
apresentam uma maior ou menor influéncia na atié@gaedita, quando consideramos seus
valores absolutos. Neste estudo, esta ordem mestraomo SM05 AEA(dm(0.555) >
GATS1s (0.399) > RDF150s (0.306) > SpMax5 Bh(m27@) > R6m (0.212) >
CATS2D 04 DA (0.186) > F10[C-N] (-0.150). Na Tabebk sdo apresentados 0s
significados de cada descritor. Observa-se quensiego modelo, a atividade contra a PgsD
é definida por propriedades topolégicas (SM05_AdA), CATS2D 04 DAF10[C-N],
R6m e SpMax5_Bh(m)), com menor dependéncia de ipagufes geométricas (RDF150s e
GATSL1s).

Tabela 3.Definigcbes dos descritores selecionados

Simbolo Descritor Classe
SMO05_AEA(dm) Spectral mor&e{;‘lt \(/)\fe(i)grﬂ(teer dSJ;OS?p%ﬁJSmimiﬂtedge:adw Edge adjacency indices
RDF150s Radial Distribution Function - 150 / weighted bgthte RDF descritors
GATS1s Geary autocorrelation of lag 1 weighted by I-state 2D autocorrelations

R6m R autocorrelation of lag 6 / weighted by mass GEPAVdescriptors
CATS2D_04 DA CATS2D Donor-Acceptor at lag 04 CATS2D descriptors
SpMax5_Bh(m) Largest eigenvalue n. 5 of Burden matrix weightgdiass Burden eigenvalues

F10[C-N] C-N frequency at topological distance 10 2D atomissp
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Previsao de atividade

O modelo QSAR foi utilizado para predicdo da atdd em potencial dos 1its
obtidos. Para isto, as geometrias obtidas nos batedados foram otimizadas pela mesma

metodologia utilizada com o conjunto de dados, sawuencia os descritores selecionados

foram obtidos no Dragon 6. Os valores corresporsends respectivos pliipreditos estdo

disponiveis na Tabela 4. Com os valores dos desesitfoi possivel calcular o dominio de

aplicabilidade Euclideano do modelo. Esta aborda@édraseada na verificacdo do grau de

semelhanca estrutural dos compostos em teste agéoehos utilizados para a construcéo

do modelo real, através dos descritores molecylaess necessidade de uso de valores de
atividade biol6gica para comparad¢ddssim, este método é adequado para o problema em
analise. A Figura 7 apresenta os resultados destie € é possivel verificar que doits (E

e J) encontram-se fora do dominio, com distancias as&dormalizadas acima do limite de

1 (2,242 e 1,121, respectivamente). Este fato pelweente é explicado pelos valores do

descritor RDF150s, que encontrma-se em uma famacima da média dos valores para

0Ss compostos que formam o conjunto de treinaméh88). Este motivo pode-se dever a

presenca do anel tiazolidina em ambodits sendo os Unicos onde isso ocorre. Como

complemento, o valor predito para o compdstéambém encontra-se fora da faixa de
variacdo da atividade biologica, o pode ser conadie extrapolacdo. Sendo assim, a

previsao para estes dois compostos, em esfigaido pode ser considerada confiavel.

Tabela 4.Descritores e atividades preditas para os compdstesnjuntcit

Hit Descritores moleculares p|(;_50

SMO05_AEA(dm) | RDF150s| GATS1s | R6m | CATS2D 04 DA| SpMax5 Bh(m) F10[C-N] | Predito

A 0.618 0 0.681 0.423 1 3.34 1 5.014
B 1 0.002 0.667 0.341 1 3.34 2 5.102
C 0.618 2.363 0.653 0.306 1 3.324 3 4.725
D 1 23.636 0.669 0.286 1 3.341 1 5.354
E 1.092 88.735 0.705 0.306 1 3.343 1 6.157
F 1 0 0.646 0.316 1 3.236 1 4.960
G 1 0.189 0.668 0.45 1 3.273 3 5.042
H 1 5.812 0.699 0.26 2 3.254 1 5.520
| 1 9.782 0.681 0.231 1 3.274 0 5.240
J 1 50.638 0.66 0.375 1 3.254 0 5.581
K 1 6.153 0.681 0.283 1 3.273 0 5.235
L 0.73 0.747 0.668 0.24 1 3.188 0 4.851
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Figura 7. Dominio de aplicabilidade Euclideano obtido.

Considerados os 1its restantes (83,3% do conjunto), € interessantenadsgue,
assim como no estudo de ancoramento moleculars tygl@sentam valores preditos dentro
da faixa linear de atividade e encontram-se dedtrodominio de aplicabilidade. Se
compararmos com os valoresAie obtidos no estudo de ancoramento molecular, menhu
deles supera o valor do composto mais ativo douoctmjde treinamentd®p) da mesma
forma que ocorre com as energias de ligacdo obtAlés disso, € possivel observar a
presenca de um bom grau de relacdo entre aumeitivitiade predita e aumento 4G
de ligacao (Figura 8). Deste modo, ambos os esteda®boram-se, fortalecendo a
possibilidade de os compostos selecionados podapeesentar uma atividade real dentro
da faixa de ples de 4,36 a 5,92 unidades logaritmicas.

5620

5.450

5.280

5.110 .

Figura 8. Tendéncia linear observada ent& de ligacao e a atividade predita dos 10

plCy; predito

4.940

4770

4600

y=0,15x + 4,2434
=0,53

35

45

5 55
AG (Kcal/mol)

6 65 7

compostos hits localizados dentro do dominio decapilidade.
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CONCLUSAO
Utilizando métodos de planejamento de farmacos liadgi por computador

baseados tanto no alvo biologicatrgcture-based quanto em inibidores testados
experimentalmentdi§and-based, foi possivel utilizar um conjunto de derivadaséatido
benzamidobenzdico para identificar dez interessaotenpostoshits. Estes compostos,
apesar de apresentarem caracteristicas farma@f@amnelhantes ao conjunto de dados,
nunca antes haviam sido descritos como potengaistes antibidticos, em especial contra
a P. aeruginosa Utilizando um modelo de QSAR-2D adequadamentedadd, estes
compostos apresentaram previsoes dentro da faixar@gao de atividade do conjunto de
dados e foram classificados no dominio de aplickue do modelo. Além disso, os de IC
preditos apresentaram um bom grau de correlacdmsomalores dAG obtidos na etapa de
ancoramento molecular para 0os mesmos compostossim as duas etapas nao se
contrariam. Neste contexto, dsts selecionados mostram-se como potenciais futuros
compostos-prototipos Uteis para o planejamento @es inibidores da PqgsD de.
aeruginosapasso inicial para o desenvolvimento de novostageantibioticos Uteis para o

tratamento de pacientes acometidos por infecc@esdas por este microrganismo.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Encontram-se disponiveis no material suplementpartabela com as estruturas,
atividades reais e preditas nas validacdes interegerna do conjunto de dados original;
(ii) tabela com os valores dos descritores moleeslaelecionados para construcdo do
modelo 2D-QSAR,; e (iii) figuras das estrutuhats ancoradas no sitio de ligacado da 3H76
(exceto compostdd e G). Estes dados estdo disponiveis em http://quiroi@sbq.org.br,

na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho apresentou resultados de estudos de QSAR-2D para um conjunto
de derivados do acido benzamidobenzo6ico com capacidade de inibi¢do in vitro da
atividade da enzima PgsD da P. aeruginosa. O modelo obtido no estudo QSAR foi
aprovado nos testes de validagéo, tanto interna quanto externamente, indicando
capacidade confiavel de predicdo e robustez, ja que a atividade predita se
aproximou consideravelmente da atividade real no conjunto teste, também
mostrando-se significativo, e que n&do possui correlacdo ao acaso,

Quanto a triagem virtual, foi possivel obter uma quantidade consideravel de
compostos com o modelo farmacoférico definido, e apds a filtragem levando em
consideracao as suas toxicidades in silico, foram alcangados 12 compostos. Destes
todos apresentaram um bom grau de similaridade estrutural com o conjunto de
dados utilizado e afinidade pelo sitio de ligagdo da enzima, confirmada através do
estudo de ancoramento molecular.

Por fim, os hits obtidos se mostram promissores compostos-prototipos para
o planejamento de novos inibidores da PgsD de P. aeruginosa, passo inicial para o
desenvolvimento de novos agentes antibiticos Uteis para o tratamento de

pacientes acometidos por infecgdes causadas por este microrganismo.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Como recomendacdo para trabalhos futuros, se da a aquisicdo destes
compostos promissores, para analise in vitro e a confirmacdo de suas atividades
antimicrobianas, tendo em vista a necessidade de avaliagdo de sua capacidade

inibitéria para com a enzima PqsD.
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ANEXOS

MATERIAL SUPLEMENTAR

IDENTIFICACAO DE POTENCIAIS NOVOS AGENTES ANTI- Pseudomonas aeruginosa UTILIZANDO METODOS in silico.

Cristiane Daniel®* e Eduardo Borges de Mel@

aCentro de Ciéncias Médicas e Farmacéuticas, Uri\aets Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), 8580 ascavel-PR, Brasil.
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Tabela S1.Conjunto de dados selecionado para o estudo, kadss das predicdes obtidas nas validacdes ingeexéerna

SUBSTANCIA ESTRUTURA ICs0(UM) | pICsoreal plCso predito Residuos
HO 0
NH P4
1 ST~ 19.8 4.703 4.833 -0.130
/ N CH3
o) © k
CH3
CHs
o 9 Nr CH
2 Tl 6.9 5.161 5.088 0.073
NH \\
O
HO O Br
CH3
3 27.3 4.564 4.862 -0.298




4* 9.4 5.027 5.014 0.013
Cl
HO. O
NH S/P
5 . 8 5.097 4.787 0.310
e} O
CH3
F
CH3
CH3
N—
_ O/
O I
O=N"* o) e
6 >_© 6.3 5.201 5.559 -0.358
NH
o
HO
HO O
NH //O
7 SN CHa 18.4 4.735 4.830 -0.095
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CHs
N—/
O~ /
F Ng
F ~0
8* F O@ 12.4 4.907 5.102 -0.195
NH
(0]
HO
HO O
NH /Y
9 //S\N/\CH3 11.4 4.943 4,735 0.208
: © ° L
CH3
HO O
NH7(©\S//O
10 7 \N/\CH3 9.9 5.004 4.964 0.040
le} O
Br
CH3
HO O
NH //o
11* St 26.2 4.582 4.740 -0.158
/N CHs3
e} (@)
P
NZ CH3
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12 8.9 5.051 4.995 0.056
0] (@)
(IDI CH3
CH3
o [
\\S/N\/CH3
A\Y
O
13 OYQ/ 13 4.886 4.843 0.043
NH
/@i(O
Br =
OH
(6] CH
N\
o\\ \—cH,
14 25.5 4.593 4.690 -0.097
Br NH
(0]
HO
CH
F ( ?
7 > N CH
15 WA A 6.6 5.180 5.132 0.049
NH A\Y
(@]
HO O Br

46




Br
" N CH
16 Il : NN 3.8 5.420 5.559 -0.139
NH A\N
O
HO @) Br
HO (@)
v YQS”O
17+ O &N e 3 5.523 5.352 0.171
»
HO O
0
Cl NH / .
18 PN 39 4.409 Outlier
2\ CHj3
o] o k
CHj3
HO ®)
O
19 i - 4 24.9 4.604 4.739 -0.135
I 7SN CH; ' ' ' '
kCHg
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HO O

HO NH //O .
20 S 1.2 5.921 Outlier
7/ N CH3
o) 0]
CHj3
HO O
=
NH //O
O I N CH;
21 O CHs 3.8 5.420 5.520 -0.100
Hae™ N7 X0
H3C)
HO 0]
NH //
Y e
(0]
22 o O - 1.9 5.721 5.712 0.009
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23* 1.5 5.824 6.153 -0.329
24 2.7 5.569 5.780 -0.211
NH ?
25 & 43.6 4.361 4.202 0.159
/" >NH,
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26 5.4 5.268 5.083 0.184
CH3
HO (@)
O
27* 5/"‘ HT(©\S// 14.4 4.842 4.960 -0.119
e} O
o o}
N N
28 S 14.8 4.830 4.957 -0.127
NH A\Y
O
O OH
HO O
29* 16.5 4.783 5.041 -0.258
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30 i 6.6 5.180 5.168 0.012
o
31 o 6.2 5.208 5.142 0.065
ﬁ NH
O
OH
Ox O
32 18.2 4.740 5.025 -0.285




33 6 5.222 5.172 0.050
F NH
OH
0
oM
34 o 8.7 5.060 5.192 -0.132
Cl NH
\C[?O
OH
Cl
0
35 5.7 5.244 5.274 -0.030
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36 3.2 5.495 5.350 0.145
Br NH
.
0
Br
(@)
37 o 51 5.292 5.560 -0.267
i \©
HO 0]
e
38* 0 . 3.3 5.481 5.520 -0.039
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39 4.9 5.310 5.191 0.119
40* 6.6 5.180 5.240 -0.060
41 15.2 4.818 5.011 -0.193

54




42 3.8 5.420 5.109 0.311
NH
/@(O
Cl =
OH
Ox O
43 3.2 5.495 5.154 0.341
NH
/©ifo
Br
OH
ad
(0]
N
44 8 4.4 5.357 5.207 0.150
r NH




W
Br: NH

45 5 5.301 5.116 0.185
—0
HO
O O
46* 4 5.398 5.579 -0.181
NH
= F
% OH
F o |
47 34 5.469 5.438 0.031
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48* 5 7.7 5.114 5.235 -0.121
HO. _O O
49 NH O 8.6 5.066 4.801 0.265
O
NZ
e
50 4.2 5.377 5.611 -0.235
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51 1.3 5.886 5.553 0.333
O
50 Br NH O 32.6 4.487 Outlier
o
L2
O OH
HO 5 O
53* 5.2 5.284 4.851 0.433
NH
s I
e O
54 19.5 4.710 4.923 -0.213
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55 g/ W/‘/‘ 15.7 4.804 4.892 -0.088

"1 O
56 Y 9.8 5.009 5.157 -0.148
(o]

57 1.3 5.886 5.852 0.034

Br

* Compostos selecionados como conjunto teste dmlesPSAR. Os resultados das predicbes apreseritadbem correspondem a resultados
da validacdo externa.
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Tabela S2.Descritores selecionados para o modelo 2D-QSAR.

Composto SMO05_ AEA(dm) RDF150s GATS1s R6m CATS2D 0BA SpMax5_ Bh(m) F10[C-N]
1 0.618 0 0.68 0.277 1 3.234 1
2 0.618 0 0.682 0.569 1 3.339 1
3 0.618 0 0.679 0.244 1 3.275 1
4 0.618 0 0.681 0.423 1 3.34 1
5 0.618 0 0.655 0.357 1 3.271 1
6 1 0 0.637 0.333 2 3.341 1
7 0.618 0 0.679 0.278 1 3.293 2
8 1 0.002 0.667 0.341 1 3.34 2
9 0.618 0 0.655 0.283 1 3.254 1
10 0.618 0 0.683 0.321 1 3.34 1
11 0.618 2.363 0.653 0.306 1 3.324 3
12 1 0.308 0.637 0.377 1 3.339 2
13 0.618 0.097 0.683 0.333 1 3.343 3
14 0.618 0 0.64 0.25 1 3.265 1
15 0.618 10.619 0.658 0.646 1 3.34 1
16 0.618 0 0.686 0.599 1 3.683 1
17 1 23.636 0.669 0.286 1 3.341 1
18 0.618 5.397 0.68 0.315 1 3.328 1
19 0.618 0 0.654 0.291 1 3.235 1
20 0.618 0 0.744 0.28 2 3.234 1
21 1.151 33.34 0.645 0.306 1 3.53 4
22 1.107 46.404 0.645 0.296 1 3.53 1
23 1.092 88.735 0.705 0.306 1 3.343 1
24 1.088 42.851 0.705 0.272 1 3.345 1
25 -0.656 0 0.778 0.272 1 3.206 1
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26 1 0 0.667 0.331 1 3.279 1
27 1 0 0.646 0.316 1 3.236 1
28 1 0 0.641 0.33 1 3.237 1
29 1 0.189 0.668 0.45 1 3.273 3
30 1 0.212 0.68 0.277 1 3.268 0
31 1 0.149 0.667 0.368 1 3.248 0
32 1 4.11 0.625 0.332 1 3.254 0
33 141 4.4 0.63 0.416 1 3.272 0
34 1 0.514 0.668 0.414 1 3.255 0
35 1 0 0.688 0.399 1 3.274 0
36 1 0.091 0.673 0.753 1 3.255 0
37 1 1.337 0.693 0.732 1 3.274 0
38 1 5.812 0.699 0.26 2 3.254 1
39 1 19.683 0.643 0.317 1 3.255 0
40 1 9.782 0.681 0.231 1 3.274 0
41 1 10.084 0.625 0.223 1 3.251 0
42 1 4.619 0.668 0.245 1 3.254 0
43 1 5.607 0.673 0.272 1 3.254 0
44 1 0 0.693 0.273 1 3.271 0
45 1 1.135 0.664 0.277 1 3.283 0
46 1 50.638 0.66 0.375 1 3.254 0
47 1 39.437 0.643 0.436 1 3.254 0
48 1 6.153 0.681 0.283 1 3.273 0
49 1 4.955 0.622 0.269 1 3.254 2
50 1 9.642 0.763 0.23 1 3.246 0
51 1 0.223 0.762 0.263 2 3.222 0
52 1 5.607 0.673 0.272 1 3.254 0
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53 0.73 0.747 0.668 0.24 1 3.188 0
54 0.73 0.022 0.669 0.245 1 3.245 0
55 0.73 0.315 0.668 0.228 1 3.233 0
56 1 7.25 0.662 0.246 1 3.273 0
57 1 2.69 0.719 0.658 1 3.564 0
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Figura S1. Resultados do ancoramento molecular (representa2fee 3D) dos compostos hsB, C, E, F e H no sitio de ligacdo da PgsD
(PDB 3H76). Figura construida no Discovery Studisudlizer 17.2.
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Figura S2. Resultados do ancoramento molecular (representa8ee 3D) dos compostos hiits], K e L no sitio de ligacdo da PgsD (PDB
3H76). Figura construida no Discovery Studio Viszed 17.
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