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In silico prioritization of molecules with action in M. tuberculosis
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Histérico: Resumo. Tuberculose ¢ uma doenga infecciosa causada pelo Mycobacterium tuberculosis que
Recebido em 14/11/2023  ;4ptinua sendo uma das principais causas de morte por doenca infecciosa. Este estudo teve como
iigtssicr)nénzl 42/%/21/%220323 objetiyo a identiﬁcage?o de pqtenciaig inibidpres da pantotenato sintetase, enzima essencial para a
Publicado em 08/01/2024 bactéria, através de triagem virtual hierarquica. Modelos baseados na forma e Volume; moleculares

foram construidos e validados para filtrar um banco de dados com estruturas quimicas produtos

Palavras-chave naturais. As moléculas selecionadas foram acopladas na estrutura do alvo molecular, obtido junto ao
Tuberculose Protein Data Bank sob o codigo 3IUB com o programa FRED. O composto ZINC000012489800 foi
Triagem Virtual; a mais bem ranqueada. As intera¢des intermoleculares mostraram interagdes hidrofobicas, ligagdes
Produtos Naturais de hidrogénio (aceptoras e doadoras) e idnicas, entre o composto identificado e aminoacidos

importantes para o reconhecimento molecular ja descritas na literatura. A molécula possui
Keywor ds pardmetros farmacocinéticos razoaveis e bom indice de seguranca toxicoldgico. Este estudo
Tuberculosis; demonstra a eficacia dos métodos in silico na identificagio de um composto promissor para o
Virtual Screening; tratamento da tuberculose multirresistente, representando um passo importante na busca por novas

Natural Products terapias.

Summary. Tuberculosis is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis that
remains one of the leading causes of death from infectious disease. This study aimed to identify
potential inhibitors of pantothenate synthetase, an essential enzyme for bacteria, through
hierarchical virtual screening. Models based on molecular shape and volume were built and
validated to filter a database with chemical structures of natural products. The selected molecules
were docked into the structure of the molecular target, obtained from the Protein Data Bank under the
code 3IUB with the FRED program. The compound ZINC000012489800 was the best ranked. The
intermolecular interactions showed hydrophobic interactions, hydrogen bonds (acceptor and donor)
and ionic, between the identified compound and important amino acids for molecular recognition
already described in the literature. The molecule has reasonable pharmacokinetic parameters and a
good toxicological safety index. This study demonstrates the effectiveness of in silico methods in
identifying a promising compound for the treatment of multidrug-resistant tuberculosis,
representing an important step in the search for new therapies.

*Autor correspondente: Manoelito Coelho dos Santos Junior, manoelito@uefs.br, Departamento de Saude, Laboratério de Modelagem

Molecular (LMM), Universidade Estadual de Feira de Santana, Feira de Santana, Bahia, Brasil. CEP 44.036-900.
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Introducio

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca bacteriana
infecciosa causada pelo Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) onde a transmissdo ocorre entre humanos pela via
respiratoria e afeta comumente os pulmdes e outros
tecidosl. As manifestagdes clinicas comuns para a TB
incluem tosse prolongada, fadiga, sudorese noturna,
febre, perca de peso todos esses de forma leve por
meses'. A suscetibilidade a doenga ¢ influenciada por
fatores biologicos (desnutri¢do e infec¢do por HIV) e
fatores sociais’. A Organizagdo Mundial de Satde
considera a TB como uma doenga curavel e evitavel3,
mas a cada ano, dez milhdes de pessoas sdo
diagnosticadas e 1,5 milhdes morrem’ evidenciando ser
um desafio a saude publica mundial de modo que a
maioria dos diagnosticos sdo encontrados em paises de
baixa e médiarenda’.

No Brasil, o Ministério da Saude indicou que em
2022 houve cerca de 74.385 novos casos quanto ao
coeficiente de mortalidade que vinha reduzindo ha
aproximadamente duas décadas, em 2021 houve um
aumento registrando cerca de 5.072 6bitos’. Ademais, é
imprescindivel ressaltar que cerca de 55% dos novos
casos sd0 advindos de cepas multirresistentes do Mtb°,
responsaveis por produzir formas mais severas da
patologia provocando sequelas e com altos indices de
morbidade e mortalidade’. A terapia atual para as cepas
multirresistentes disponiveis no Brasil® se resume a
utilizagcdo de Estreptomicina, Etambutol,
Levofloxacina, Pirazinamida e Terizidona, entretanto,
apresenta desafios no que tange a adesdo ¢ a
tolerabilidade devido aos efeitos adversos e o esquema
de utilizagdo’.

Um estudo proposto por Borisov et al.’
conduzido em 45 centros distribuidos por 26
paises/regiodes, revelou a incidéncia de efeitos adversos
em pacientes submetidos ao tratamento com
bedaquilina, delamanida, clofazimina e linezolida,
levando a interrupg@o do tratamento. Embora existam
pesquisas cientificas em busca de novas combinagdes,
os resultados apresentados s3o insuficientes'
motivando a busca de novos farmacos com maior
eficacia, tolerabilidade e reducdo da duracdo da
farmacoterapia a fim de melhorar a adesdo ao
tratamento''.

A descoberta de farmacos trata-se de um
processo longo e dispendioso. Com o0s avangos
tecnologicos, as estratégias computacionais como a
Triagem Virtual Baseada no Ligante (TVBL) e a
Triagem Virtual Baseada no Receptor (TVBR) surgem
como uma excelente ferramenta de identificacdo de
novas entidades quimicas reduzindo consideravelmente
o custo e o tempo gasto” de forma que a TVBL € uma
técnica rapida, entretanto menos acurada quando
comparada com a TVBR que é mais lenta e com mais
acuracia. O emprego dessa metodologia in silico € capaz
de avaliar como uma molécula pode ser identificada por
um alvo molecular”.

Para o uso de triagem in silico faz-se necessario

identificar o alvo molecular, cuja importancia seja
fundamental para a sobrevivéncia ou viruléncia do
microrganismo. A pantotenato sintetase (PS) ¢ uma
enzima presente em uma etapa limitante para a
biossintese do acido pantoténico, que € um componente
fundamental para a biossintese da coenzima A (CoA) e
das proteinas transportadoras de acila (ACP). Tanto a
CoA quanto a ACP desempenham papéis criticos em
muitos processos celulares, como o metabolismo
energético e o metabolismo de acidos graxos, sendo
essencial para o ciclo de vida da Mtb". A auséncia da PS
em células humanas endossa a sua viabilizagdo para
tornar-se alvo de farmacos visto que ocorre a redugdo
dosniveis de efeitos adversos e toxicidade .

Nesse contexto, ao determinar o alvo biologico,
inicia-se a busca por moléculas por meio da triagem
virtual. Para isso, € fundamental um banco de dados que
possuam 0s mesmos requisitos fisico-quimicos e
estéreo-eletronicos. Dessa forma, optou-se por explorar
os compostos oriundos de fontes naturais devido a
diversidade estrutural ¢ funcional. Ademais, a
descoberta de novos antimicrobianos oriundos de
produtos naturais ¢ um campo promissor, podendo
contribuir significativamente para o desenvolvimento
de novas terapias além da TB".

Diante do exposto, o presente trabalho teve
como objetivo identificar potenciais inibidores da PS
Mtb através da triagem virtual hierarquica, no qual em
um primeiro momento adotou-se a estratégia TVBL
com o delineamento do modelo baseado em inibidores e
posteriormente a estratégia TVBR através do
acoplamento molecular e andlise das interagdes
intermoleculares além das propriedades
farmacocinéticas e toxicoldgicas da molécula, com a
melhor pontuacdo de eficiéncia de ligagdo”, frente ao
homem.

Materiais e Métodos

Triagem Virtual Baseadano Ligante (TVBL):

Vinte moléculas com atividade biologica (IC50
<2.000nM) frente a PS foram selecionadas
(CHEMBL") e divididas em dois grupos de forma
aleatoria: treinamento (n = 14) e teste (n =06).

Modelos baseados na forma e volume a partir do
grupo de treinamento (tabela 1) foram construidos no
programa vROCS3.6.0.0" variando o numero de
moléculas empregadas (3,4, 5, 6 e 14), mesclando-se as
cores dos 4tomos e gerando-se um modelo
(configura¢do padrdo). O alinhamento entre as
moléculas e modelos foi realizado de forma flexivel
com otimizag¢do da cor ou caracteristicas dos 4&tomos e
moléculas, os resultados foram avaliados pelo
coeficiente de similaridade TanimotoCombo (TC)"".

Através do servidor DUD-E” as moléculas do
grupo teste (tabela 2) foram utilizadas para a construgdo
dos decoys (1:50) que, posteriormente, foram
empregadas para a validagcdo do modelo pelo método da
curva ROC através do SigmaPlot15.0”, selecionando-
se 0 modelo com maior AUC (Area Soba Curva).
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Tabela 1. Moléculas do grupamento treino. Imagens geradas no MarvinSketchv23.12".
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Fonte: Samala G, et al.” e Yang Y, et al”.




SANTOS, K. S. e colaboradores

Revista Cientifica Eletrénica do Conselho Regional de Farmacia da Bahia, v.3, n.1, 2024.e03012402

Tabela 2. Moléculas do grupamento teste. Imagens geradas no MarvinSketch v23.12".
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Fonte: Samala G, et al." e Yang Y, et al”.

O modelo selecionado foi empregado para a
triagem de moléculas obtidas no banco Biogenic (BB)
do servidor ZINC20”. Com o objetivo de selecionar
moléculas com maior complementariedade com o
modelo, somente foram considerados compostos com
valor de TanimotoCombo >x + 2.c dos valores obtidos
no grupo teste.

Triagem Virtual Baseadano Receptor (TVBR):

As coordenadas atomicas da enzima utilizada
nesse estudo foram obtidas banco de dados de proteinas
Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/)” sob codigo
PDB ID 3IUB que foi selecionada com valor de
resolugdio < 2A e a presenca do inibidor (5-metoxi-N-
[(5-metilpiridina-2-il)sulfonil]-1H-indol-2-
carboxamida) co-cristralizado a proteina (ligante
cristalografico). O acoplamento molecular foi realizado
nos programas DOCK6.10* ¢ FRED4.2.1.0”.

Para 0 DOCK®6.10” a proteina foi preparada no
UCSF Chimeral.17.3* com a adigdo das cargas parciais
Gasteiger-Huckel (campo de for¢a ff14SB), juntamente
com os hidrogénios polares. Apos o preparo da proteina,
a superficie molecular de acesso ao solvente do receptor
foi calculada no software DMS”. Em seguida,
construiu-se a imagem negativa da superficie molecular
do sitio ortostérico pelos programas SPHGEN™ e
SPHERE SELECTOR™. A delimitagdo do espago de
acoplamento molecular fora realizada por meio do
software SHOWBOX™ utilizando como referéncia as
coordenadas do ligante cristalografico. O ranqueamento
foi realizado com afun¢do de pontuagdo padrido
GridScore.

Previamente ao acoplamento pelo programa

FRED?, o preparo do alvo molecular foi realizado no
programa Make Receptor4.2.1.0”. Inicialmente os
hidrogénios polares e cargas foram adicionadas.
Damesma forma, as coordenadas do ligante
cristalografico foram utilizadas para delimitagdo do
espaco de acoplamento molecular. A caixa de grade foi
construida com as dimensdes 20,00x15,00x20,67A,
volume balanceado de 6200A° e contorno externo de
1,331A.

As performances de acoplamento molecular
foram avaliadas através do reacoplamento e da analise
ROC empregando ao mesmo conjunto de moléculas do
grupo teste e decoys utilizadas na TVBL. O
reacoplamento molecular foi realizado através da
distancia da pose cristalografica em relagdo a calculada,
medida pela raiz quadrada do desvio quadratico médio
(RMSD)”. Por fim, avaliagdo da curva ROC considerou
o método com maior AUC. O programa com melhor
desempenho foi empregado paraa TVBR. As interacdes
intermoleculares foram avaliadas no servidor PLIP”.

Andlise das propriedades farmacocinéticas e
toxicologicas:

A molécula melhor ranqueada foi submetida ao
servidor pkCSM — pharmacokinetics™ para obteng¢do
das propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas.

Resultados e Discussao

Triagem Virtual Baseadano Ligante (TVBL):

A triagem virtual baseada no ligante seguiu para
o delineamento dos modelos farmacoforicos e de
morfologia. Esses modelos representam as
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caracteristicas comuns presentes em um grupo de
moléculas ativas para se ligar ao seu alvo”. Dessa
forma, a determinagao dessas caracteristicas auxilia na
priorizacdo de moléculas mais seletivas que atendam
aos principais requisitos estéreo-eletronicos™.

O VvROCS3.6.0.0" utiliza informagdes estéreas e
eletronicas baseadas no volume, forma e cor ou
caracteristicas quimicas dos atomos para localizar
regides farmacoforicas com base no alinhamento entre
as estruturas inseridas no grupo de treinamento'. Os
resultados encontram-se dispostos na Figura 1.

Figura 1. Modelos baseados na forma e volume: a) 3 moléculas; b) 4 moléculas; c) 5 moléculas; d) 6 moléculas;

e) 14 moléculas.

@l

NOTA: as esferas representam as caracteristicas do farmacdforo: centros hidrofébicos amarelos, aceitadores de hidrogénio em azul
semipreenchido, doadores de hidrogénio em vermelho semipreenchido, centros catidnicos em azul preenchido e a presenca de anéis

estarepresentada em verde.
Fonte: os autores

Apos etapa de avaliagdo, o modelo B (figura 1)
foi o que apresentou melhor valor de AUC (0,80)* e
melhor fator de enriquecimento em 2% (7,3)
comprovando a capacidade razoavel do modelo em
diferenciar as moléculas verdadeiro-positivas das falso-
positivas (figura 2). O modelo B apresentou 31
propriedades: cinco centros doadores, sete centros
aceptores de hidrogénios, trés centros catidnicos,
presenca de catorze anéis e dois pontos hidrofébicos.

Figura 2 — Curva ROC” dos modelos obtida a partir de
moléculas verdadeiras e falsas-positivas para

Mycobacterium tuberculosis pantotenato sintetase.
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T
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Nota: *simboliza o modelo escolhido.
Fonte: os autores

O alinhamento do BB resultou em 500
compostos alinhados ao modelo B, de um total de
84.613. Essas moléculas possuem requisitos estéreo-
eletronicos e morfologicos semelhantes a de inibidores
ativos (TC>0,4).

Triagem Virtual Baseadano Receptor (TVBR):

O RMSD para 0 DOCK6.10* resultou em 0.8 A
demonstrando uma boa capacidade em reproduzir a
pose obtida pelo ligante experimental. Quanto ao
FRED4.2.1.0” o resultado obtido foi de 1,46 A, uma
capacidade razoavel. Segundo Batista et al.” o RMSD
entre duas estruturas ¢ considerado satisfatério quando
< 2,0 A. Sendo assim, percebe-se que ambos o0s
softwares demonstraram valores dentro do valor de
referéncia. Como o RMSD nio foi suficiente, optou-se
por utilizar, também, a avaliacdo através da curva ROC.
Para a curva ROC o programa DOCK6.10™ apresentou
AUC = 0,542, desempenho pouco satisfatorio™ visto
que, conforme demonstrado na figura 3, em diversos
momentos a curva encontra-se abaixo da linha da
aleatoriedade. Outrossim, para o FRED4.2.1.0” obteve-
se uma AUC = 0,877 considerada como bom™
desempenho, o que possibilitou a sua sele¢do para a
triagem.

O programa FRED4.2.1.0” acopla moléculas
multiconformeras em um tUnico receptor empregando
uma busca exaustiva e sistemdtica que pesquisa
rotagdes e translagdes de cada conformero do ligante
dentro do sitio de ligagdo™. A fungdo de pontuacdo
Chemgauss4 utiliza potenciais gaussianos para medir a
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complementariedade das posicdes do ligante dentro do
sitio de ligacdo considerando as formas, ligagdes de
hidrogénio entre o ligante a proteina, ligacdes de
hidrogénio com o solvente implicito e interagcdes metal-
quelante™.

Figura 3: Curva ROC” baseada nas fung¢des do

acoplamento molecular.
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T
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Fonte: os autores

Além da funcdo de pontuacdo padrio utilizou-se
a eficiéncia de ligacdo (EL)15 visando relacionar o

score com a quantidade de atomos pesados. Segundo
Hopkins, Groom & Alex" a EL é um valor que expressa
a energia da ligacdo de acordo com o tamanho do
composto sendo uma propriedade importante na
avaliacdo da qualidade dos acertos da triagem, visto
que os compostos maiores tendem a apresentar maior
energia de ligagdo, entretanto, podem ndo ser
necessariamente mais eficientes. Ademais, utilizou-se o
coeficiente de similaridade TanimotoCombo das
mesmas obtidas na TVBL para realizar o ranqueamento
final (tabela 3). Por preencher todos os requisitos, o
composto ZINC000012489800 foi o selecionado.

Analise das interagoes intermoleculares

O perfil de possiveis interacdes
intermoleculares esta disposto na figura 4. O anel
aromatico presente na estrutura da ZINC000012489800
foi capaz de estabelecer intera¢des hidrofobicas com
PRO38, VAL143 e PHE157, o grupamento alquila
promoveu uma ligacdo de hidrogénio aceitadora com
ASP161, ligagao de hidrogénio doadora com TYRS2,
SER197 e ARGI19S8, ademais, observou-se ligagcdes
ionicas com ASP191 realizada pela amina terciaria do
ligante. O estudo realizado por Amaroju et al.” ¢ Hung
et al.” para a identificagdo e desenvolvimento de
inibidores para PS Mtb indicou que seu acoplamento
molecular demonstrou as mesmas interagdes

Tabela 3: 06 melhores moléculas ranqueadas conforme a EL, Chemgauss4 e TC na forma e volume. Imagens geradas

no MarvinSketchv23.12".
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Fonte: os autores
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demonstradas na figura 4 e que as interacgdes
hidrofébicas estabelecidas sdo favordveis para o
reconhecimento molecular. Amaroju et al.” que realizou
seu estudo com a mesma proteina, ainda

reforca os mesmos achados experimentais para as
ligagdes de hidrogénio e com a ligacdo idnica
demonstradana figura 4.

Figura 4. Interacdes intermoleculares entre os residuos do sitio de ligacdo da pantotenato sintetase do
Mycobacterium tuberculosis e amolécula ZINC000012489800.

=0

Nota: A linha azul sélida representa a ligacdo de hidrogénio, a linha amarela tracejada demonstra as intera¢des
idnicas e a linha cinza tracejada representa as ligagdes hidrofébicas. PLIP server™.

Fonte: os autores

Analise das propriedades farmacocinéticas e
toxicologicas

A predicdo do ADMET in silico encontra-se
disposta na tabela 4. O pardmetro HIA (do inglés
human intestinal absorption) relacionada com a
dissolucdo, dissociacdo dos compostos além da
permeabilidade intestinal® demonstrou que a molécula
possui 60,4% de absor¢do®. As propriedades
relacionadas a glicoproteina P (P-gp) por ser um
descritor seletivo quanto a entrada de xenobidticos nos
tecidos” e observou-se que a molécula € um substrato da
glicoproteina P, entretanto, ndo se caracteriza como um
inibidor da mesma e isto pode influenciar na diminuig¢ao
da biodisponibilidade visto que a P-gp esta relacionada
com a excre¢do de substidncias. O volume de
distribuicdo em estado estacionario (Vdee) foi

considerado razoavel por estar abaixo de 0,4531, a
fracdo livre demonstrou que 52% das moléculas
estariam livres indicando, também uma razoabilidade.
A permeabilidade a BHE e ao SNC demonstraram que a
molécula ndo possui capacidade’ de atravessar estas
barreiras protetoras. A ZINC000012489800 ndo ¢
substrato ¢ nem inibidor de nenhuma das isoformas da
CYP450, importante enzima para o metabolismo
presente no figado. O clearance total indica a depuragao
do farmaco e se trata da somatoéria da depuragdo
hepatica e renal, o resultado obtido foi de 0.709
ml/min/kg como demonstrado, ainda na tabela 4.
Outrossim, avaliou-se, também, o pardmetro
toxicologico teste de AMES que avalia o potencial
mutagénico e se pode atuar como cancerigeno' o
resultado foi negativo.

Tabela 4. Resultados obtidos do pkCSM’' para a molécula com melhor resultado triagem virtual.

Absorcdo intestinal humana 60,4%
Absorcdo Substrato da glicoproteina P Nio
Inibidor da glicoproteina PI e II Nao
VDee 0,16 L/kg

Distribuicao Fra(;'e”l f) fivre b2%

Permeabilidade BHE -0,552 (log)

Permeabilidade SNC -3,252 (log)
Metabolismo Substrato do citocromo CYP450 Nio
Inibidor do citocromo CYP450 Nao

Excrecao Clearance total 0,709 ml/min/kg

Toxicidade Teste de AMES Nao

Fonte: os autores.
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Conclusao

Pode-se concluir que a abordagem hierdrquica
de triagem virtual foi capaz de identificar um composto
promissor, a ZINC000012489800, que demonstrou
afinidade e capacidade de intera¢do com a proteina alvo
associada a cepa multirresistente da tuberculose. A
avaliacdo das propriedades farmacocinéticas e
toxicoldgicas indicou que a molécula possui boas
caracteristicas e seguran¢a. Contudo, estudos
adicionais, incluindo ensaios in vitro e in vivo, sdo
necessarios para validar a eficacia e a seguranca desse
composto candidato. Em ultima andlise, esses
resultados representam um passo inicial promissor na
busca por novas opgdes terapéuticas para a tuberculose
multirresistente.
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