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RESUMO

Staphylococcus aureus (S. aureus) € uma bactéria gram-positiva que produz toxinas de alta
viruléncia, como as toxinas formadoras de poros. Dentre elas, destaca-se a alfa-hemolisina (a-
HL), uma proteina monomérica de 33 kDa, solUvel em &gua, que é secretada por 95% das cepas
de S. aureus durante o seu crescimento exponencial. A a-HL é responsavel por formar poros
proteicos ndo seletivos na membrana do hospedeiro, responsavel por intensas respostas
inflamatorias, desequilibrios osméticos com o influxo de Ca?* e efluxo de K* e perda de ATP,
resultando na lise celular. No hospedeiro, a presenca desta toxina no meio extracelular, aliada
a outros fatores de viruléncia, facilita a infeccéo estafilococica, demonstrando-se um grande
desafio na antibioticoterapia, principalmente por esta bactéria ser responsavel por infeccdes
hospitalares, além de favorecer o surgimento de cepas resistentes a varias classes de
antibioticos, inclusive os de Ultima geracdo. Por esse motivo, 0 presente estudo visou testar
computacionalmente por meio do docking molecular possiveis blogueadores dessa toxina
baseados em derivados da rodanina (AG-55, AG-58 e AG-104) e tiazolidina (GQ-294, GQ-310
e GQ-443) com o intuito de obter alternativas farmacologicas que possam inibir a progressao
da infeccdo estafilococica. O docking molecular é uma ferramenta in silico amplamente
utilizada para avaliar computacionalmente a interacdo entre receptores e ligantes, permitindo
testar a afinidade entre moléculas antes mesmo de realizar estudos experimentais, sendo de
grande importancia na descoberta de novos farmacos. Os resultados de docking demonstraram
que o ligante AG-55 foi o que apresentou maior afinidade com a proteina, especificamente na
regido de constricdo ou anelar (-7.129 kcal/mol), recebendo destaque os aminoacidos glutamato
111, lisina 147 e metionina 113. Por esse motivo, 0 AG-55 poderia ser um bom candidato a
bloqueador do poro protéico formado pela a-HL. Além disso, o ligante AG-55 apresentou duas
ligacGes de hidrogénio, que sdo interacdes consideradas fortes se comparadas as demais
intermoleculares. Os demais ligantes interagiram na regido troncular predominantemente por
meio de ligacOes de hidrogénio, todas envolvendo residuos do aminoacido asparagina. Esse
resultado preditivo contribui com o entendimento das possiveis atuagdes desses candidatos a

farmacos e em futuros estudos de bloqueadores da alfa-hemolisina.

Palavras-chave: Docking molecular. Alfa-hemolisina. Staphylococcus aureus. Tiazolidina.

Rodanina.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus (S. aureus) is a gram-positive bacterium that produces highly virulent
toxins, such as pore-forming toxins. Among them, alpha-hemolysin (a-HL), a water-soluble
monomeric protein with 33 kDa, which is secreted by 95% of S. aureus strains during
exponential growth, stands out. a-HL is responsible for forming non-selective protein pores in
the host membrane, responsible for intense inflammatory responses, osmotic imbalances with
the influx of Ca?* and efflux of K* and loss of ATP, resulting in cell lysis. In the host, the
presence of this toxin in the extracellular environment, combined with other virulence factors,
facilitates staphylococcal infection, demonstrating a great challenge in antibiotic therapy,
mainly because this bacterium is responsible for hospital infections, in addition to favoring the
emergence of resistant strains. to several classes of antibiotics, including the last generation
ones. For this reason, the present study aimed to computationally test, through molecular
docking, possible blockers of this toxin based on rhodanine derivatives (AG-55, AG-58 and
AG-104) and thiazolidine (GQ-294, GQ-310 and GQ- 443) in order to obtain pharmacological
alternatives that can inhibit the progression of staphylococcal infection. Molecular docking is a
widely used in silico tool to computationally evaluate the interaction between receptors and
ligands, allowing to test the affinity between molecules even before carrying out experimental
studies, being of great importance in the discovery of new drugs. The docking results showed
that the ligand AG-55 showed the highest affinity with the protein, specifically in the
constriction or ring region (-7.129 kcal/mol), with emphasis on the amino acids glutamate 111,
lysine 147 and methionine 113. For this reason, AG-55 could be a good candidate to block the
protein pore formed by a-HL. In addition, the AG-55 ligand presented two hydrogen bonds,
which are interactions considered strong when compared to the other intermolecular ones. The
other ligands interacted in the trunk region predominantly through hydrogen bonds, all
involving residues of the amino acid asparagine. This predictive result contributes to the
understanding of the possible actions of these drug candidates and to future studies of alpha-

hemolysin blockers.

Keywords: Molecular docking. Alpha-hemolysin. Staphylococcus aureus. Thiazolidine.
Rhodanine.
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1. INTRODUCAO

Staphylococcus aureus (S. aureus) é uma bactéria gram-positiva que possui a
morfologia arredondada denominada coco, sendo seu grupamento do tipo estafilococo. E uma
espécie que faz parte da microbiota humana, colonizando a pele e as cavidades nasais. Contudo,
pode apresentar-se como um patdgeno oportunista e estar associado tanto a infecgdes simples
como espinhas e furtinculos, quanto a manifestagfes clinicas mais graves, como pneumonia,
endocardite, meningite, osteomielite, sindrome do choque toxico e sepse (LEW,;
WALDVOGEL, 2004; BECKER et al., 2015; COHEN et al., 2016; KWIECINSKI;
HORSWILL, 2020; ALHURAYRI et al., 2021). O surgimento de cepas resistentes e os fatores
de viruléncia demonstram-se grandes desafios no tratamento farmacolégico (CHEUNG; BAE;
OTTO, 2021).

Alguns fatores atrelados a resisténcia tém sido alarmantes, como a formacdo de
biofilmes. Os biofilmes sdo agregados microbianos sésseis de espessura variada e com alto grau
de organizagdo presentes em superficies. As bactérias imersas no biofilme possuem
mecanismos de resisténcia diferentes se comparados ao nivel de uma bactéria isolada, tornando-
as mais resistentes (PENESYAN; GILLINGS; PAULSEN, 2015). Nessas circunstancias, as
defesas imunoldgicas sao ineficazes, fazendo com que as infeccdes adquiram carater crénico.
O S. aureus também apresenta outros mecanismos que podem agravar os quadros de infeccao,
como os fatores de viruléncia. A producéo de toxinas, por exemplo, possui um importante papel
no avanco das infec¢des, pois sdo secretadas pelas bactérias e afetam diretamente o hospedeiro
(OLIVEIRA; BORGES; SIMOES, 2018).

Dentre os grupos de toxinas, destacam-se as formadoras de poros, sendo divididas em
a-hemolisina (a-toxina), B-hemolisina, leucotoxinas e modulinas soliveis em fenol
(GRUMANN; NUBEL; BROKER, 2014). Um grande destaque de toxina formadora de poros
pode ser dado a a-hemolisina (a-HL), uma proteina monomérica de 33 kDa, soltivel em agua,
que é secretada por 95% das cepas de S. aureus durante o seu crescimento exponencial
(GRUMANN; NUBEL; BROKER, 2014). A presenca desta toxina altera as respostas
inflamatorias, secrecdo de citocinas e sinalizacdo celular (GOUAUX et al., 1994; SEILIE;
WARDENBURG, 2017). Alguns estudos tém demonstrado, inclusive, que através da formacao
dos biofilmes a a-HL pode ser secretada para atingir celulas importantes como os macrofagos
(SCHERR et al., 2015).

A oligomerizagao de sete protdomeros da a-HL na membrana celular do hospedeiro

forma um poro proteico (canal i6nico) com estrutura B-barril. Sua capacidade de formar poros



permite a passagem livre de moléculas entre 0 meio intra e extracelular, aumentando a
permeabilidade da membrana causando desequilibrios osmoticos e consequente lise celular
(MELO et al., 2016). A a-HL pode afetar variados tipos celulares, como as células epiteliais,
endoteliais, linfocitos T, mondcitos e macrofagos (OLIVEIRA; BORGES; SIMOES, 2018).
Porém, é a sua capacidade hemolitica que tem recebido grande destaque devido a uma maior
predisposicdo a formacao de poros em hemacias (GOUAUX et al., 1994; MELO et al., 2016).
Por esse motivo, faz-se necessario o estudo de novos farmacos com a propriedade de bloguear
a acdo da toxina e evitar a formacdo de danos as membranas celulares a fim de trazer novas
opcodes de tratamento.

Nesse contexto, os derivados da tiazolidina demonstram-se uma boa alternativa para
inibir a formagdo de poros da a-HL, pois possuem importantes aplicabilidades farmacoldgicas
como a antibiofilme (HAMMAD et al., 2020) e antimicrobiana (KHAN et al., 2020), incluindo
cepas multirresistentes (TOMASIC et al., 2010). Outros derivados, como os da rodanina,
também demonstram-se eficazes antimicrobianos, incluindo para cepas de S. aureus resistente
a meticilina (SARM) e resistente a vancomicina (VRSA) (ABDELKHALEK et al., 2016;
KRATKY; VINSOVA; STOLARIKOVA, 2017).

Uma forma de se estudar a interacdo entre proteinas e candidatos a farmacos é através
de estudos in silico envolvendo ferramentas de docking molecular, que permitem avaliar as
interacdes e afinidade entre ligantes e receptores antes mesmo de realizar testes experimentais.
Trata-se de uma abordagem computacional e de baixo custo, sendo de grande importancia na
descoberta de novos farmacos (FAN, 2021). Considerando esses fatores, o presente estudo visa
investigar com a ferramenta in silico de docking molecular a atividade bloqueadora de
derivados tiazolidinicos e rodaninicos candidatos a farmacos frente a a-HL de S. aureus, com
0 intuito de obter alternativas de antibioticoterapia de forma a inibir a progressdo da infeccao

estafilocdcica, uma vez que esta toxina representa um forte fator de viruléncia da bactéria.



2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Caracterizacao, resisténcia bacteriana e fatores de viruléncia

Por ser uma bactéria gram-positiva, 0 S. aureus possui a parede celular composta por
uma Unica membrana lipidica contendo uma espessa camada de peptidoglicano, responsavel
por dar rigidez a parede celular. Além disso, possui o acido lipoteicdico ancorado por
diacilglicerol, responsavel por conferir carga negativa a superficie celular (KNOX; WICKEN,
1973; SHOCKMAN; BARREN, 1983; WILKINSON, 1997). Por fim, possui proteinas de
superficie, exoproteinas e autolisinas (HARRIS et al., 2002). Foi descoberta pela primeira vez
em 1884 pelo médico Anton Rosenbach (ROSENBACH, 1884). Nessa mesma época, havia
uma alta taxa de mortalidade em pacientes infectados por S. aureus, chegando a 82% de acordo
com o Boston City Hospital (SKINNER; KEEFER, 1941; OLIVEIRA; BORGES; SIMOES,
2018).

Apds o desenvolvimento da penicilina em 1928, houve diminuicdo dos casos de morte.
No entanto, no inicio da década de 1950, surgiu o primeiro caso de cepas resistentes a penicilina.
Na década de 1960 percebeu-se a resisténcia também a meticilina, dando origem as cepas
denominadas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) (JEVONS, 1961). As
cepas SARM eram associadas ao ambiente hospitalar, no entanto, a partir de 1990 foram
consideradas presentes também na comunidade e em todo o mundo (STINEAR et al., 2014).
Até mesmo a vancomicina, antibiotico glicopeptidico considerado ideal para tratar as SARM,
em algumas situacbes demonstrou-se insuficiente para os tratamentos, sendo relatada a
existéncia de cepas resistentes aos antibioticos glicopeptidicos (GRSA) (KELMANI; RAJU;
PATIL, 2008; HOWDEN et al., 2010; MCGUINNESS; MALACHOWA; DELEO, 2017).

Através de estudos filogenéticos, foram descobertos genes responsaveis pela resisténcia
a diferentes classes de drogas, sendo a transferéncia horizontal de genes do cassete
cromossémico estafilococico mec (SCCmec) um ponto crucial na resisténcia aos antibioticos
(TURLEJ; HRYNIEWICZ, 2011; CHUA et al, 2014). Além disso, ha outros mecanismos de
resisténcia, podendo ser citadas: 1) a inativacdo enzimatica através de enzimas de degradacédo
de antimicrobianos, associada principalmente a resisténcia as penicilinas e aos
aminoglicosideos; 2) a alteracdo do sitio de acdo do alvo que diminui a afinidade por
antibiéticos como a vancomicina; 3) mecanismo de aprisionamento de antibidticos incluindo

novamente a vancomicina e, também, a daptomicina; 4) bombas de efluxo, que conferem
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resisténcia principalmente aos antibioticos fluoroquinolonas e tetraciclinas (CHRISTAK;
MARCOU; TOFARIDES, 2020).

A vancomicina é comumente usada para tratar essas infeccdes, pois é o antibiotico mais
ativo contra as SARM. No entanto, sabe-se que ha cepas resistentes a vancomicina, tornando
as infecgdes por S. aureus mais dificeis de tratar (OLIVEIRA; BORGES; SIMOES, 2018). A
capacidade do S. aureus de formar biofilmes, o surgimento de cepas multirresistentes e os
fatores de viruléncia sdo as principais razdes que determinam o desafio em lidar com essas
infeccdes. A capacidade infecciosa do S. aureus e seu sucesso como patogeno esta relacionado
a expressdo de fatores de viruléncia, dentre os quais se destaca a producdo de uma grande
variedade de toxinas que contribuem com a proliferacio de S. aureus (GRUMANN; NUBEL;
BROKER, 2014). Por esse motivo, busca-se novas estratégias farmacoldgicas para conter os
fatores de viruléncia e, consequentemente, as infec¢es causadas pelo S. aureus.

O S. aureus secreta toxinas altamente eficazes que auxiliam no crescimento bacteriano,
sendo consideradas alvos atraentes para pesquisas cientificas (OLIVEIRA; BORGES;
SIMOES, 2018). Os fatores de viruléncia sdo estratégias utilizadas pelas bactérias para driblar
o hospedeiro, fazendo com que obtenham sucesso como patégenos (GRUMANN; NUBEL;
BROKER, 2014). Dentre os fatores de viruléncia de S. aureus, podem ser citadas as suas
toxinas, que dividem-se em trés grupos principais, como as toxinas esfoliativas, superantigenos
e as toxinas formadoras de poros (OLIVEIRA; BORGES; SIMOES, 2018).

As toxinas esfoliativas sdo epidermoliticas, pois hidrolisam caderinas desmossémicas e
estdo associadas a clivagem de jung6es de queratindcitos e adesao célula-célula na epiderme do
hospedeiro, podendo induzir descamacdo da pele e formacdo de bolhas (BUKOWSKI;
WLADYKA; DUBIN, 2010). Ja os superantigenos incluem as chamadas enterotoxinas
estafilocdcicas, que podem causar sintomas de intoxicacdo alimentar como vomitos e diarreia
(GRUMANN; NUBEL; BROKER, 2014). Além disso, possuem mais de 23 toxinas descritas,
recebendo destaque a toxina associada a sindrome do choque téxico (TSST-1) (DINGES;
ORWIN; SCHLIEVERT, 2000; GRUMANN; NUBEL; BROKER, 2014).

Por fim, ha as toxinas formadoras de poros, que podem formar canais na membrana do
hospedeiro e causar a degradacéo celular, podendo incluir quatro tipos de toxinas, denominadas
a-hemolisina, B-hemolisina, leucotoxinas e modulinas soliveis em fenol (GRUMANN;
NUBEL; BROKER, 2014). Essas toxinas foram avaliadas em estudos com modelos de
biofilmes que revelaram haver uma sinergia entre a a-hemolisina e a leucotoxina (LUKAB) na

indugdo de morte celular, algo que auxiliou o crescimento e a viruléncia de S. aureus. Ou seja,



11

essas toxinas juntamente com os biofilmes tornam ainda maiores os desafios para obter opcoes

de tratamento farmacoldgico contra infec¢fes causadas por S. aureus (SCHERR et al., 2015).

2.2 Caracteristicas da alfa-hemolisina de S. aureus

Entre as toxinas formadoras de poros, a alfa-hemolisina (a-HL) € o principal agente
citotoxico, sendo secretada por 95% das cepas de S. aureus. Trata-se de uma proteina que forma
um poro heptamerico transmembranar. Cada protdmero apresenta 293 aminoacidos contendo
aproximadamente 33 kDa, tendo as estruturas denominadas de amino latch (N-terminal),
dominio S-sandwich (copal), triangle region (regido triangular), e os dominios rim (anelar) e
prestem ou stem (pré-troncular ou troncular) (Figura 1A). O dominio N-terminal de cada
protdmero (Figura 1A) liga-se a subunidade adjacente dentro do dominio copal e o dominio
troncular no pré-poro e se desdobra para formar o B-barril transmembranar. Essa transformacéo
é acompanhada por mudancas conformacionais dentro dos trechos de aminoacidos que cercam
0 dominio troncular no protdmero e se tornam a regido triangular, que conecta o barril ao
dominio copal, formando o poro heptamérico (Figura 1B). Ou seja, os dominios N-terminal, a
regido triangular e o dominio troncular participam juntos na transicdo de pré-poro para poro
(JAYASINGHE; MILES; BAYLEY, 2006).

Figura 1. Estrutura da a-hemolisina de S. aureus. A) representagdo das regides do protémero da a-
HL; B) canal proteico heptamérico formado pela a-HL, com destaque para um protdmero que o
compde; C) canal inserido na membrana com a identificagcdo das regides cap (regido copal), rim

(regido anelar) e stem (regido troncular).

A B

N\

N-terminal
B Dominio copal

B Dominio circular

Regido triangular

B Dominio troncular

Troncular

Fonte: Adaptado de Menestrina et al. (2003) e Jayasinghe, Miles, Bayley (2006).
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O poro formado pela oligomerizagao de sete protdomeros de a-HL na membrana celular
age como um canal iénico ndo seletivo (BHAKDI; TRANUM-JENSEN, 1991; RASHIDIEH
et al., 2015; MELO et al., 2016). Aproximadamente 68% de sua estrutura é composta por
folhas-beta e sua estrutura interior é hidrofilica, enquanto o exterior possui um anel hidrofobico
(SONG et al., 1996). Além disso, possui trés regides, nomeadas de copal (cap) com 4,6 nm de
diametro, anelar (rim) com 1,4 nm de didmetro e troncular (stem) com 2 nm de diametro (Figura
1C). A regido copal fica acoplada a superficie extramembranar, enquanto a regido anelar e
troncular estao inseridas na membrana celular, formando um canal transmembranar responsavel
pela passagem de moléculas e ions (MERZLYAK et al., 2005; AGUIAR et al., 2015).

O mecanismo de agdo da a-HL inclui o receptor ADAM10 (Figura 2), uma
metaloprotease com variadas funcdes, incluindo as de interacdo entre diferentes células,
células-matriz e clivagens de proteinas do meio extracelular. O receptor ADAM10 é expresso
na superficie da maioria das células hospedeiras (SEALS; COURTNEIDGE, 2003;
EDWARDS; HANDSLEY; PENNINGTON, 2008) e, apos ligar-se a esse receptor, a a-HL
passa pelo processo de oligomerizacdo formando um pré-poro e, ao final, um poro proteico
heptamero transmembranar (SEILIE; WARDENBURG, 2017).

O estabelecimento do poro na membrana celular permite a saida de moléculas
importantes como o ATP, causa o efluxo de fons K* e o influxo de ions Ca?* (CASSIDY;
HARSHMAN, 1976; BHAKD et al.,, 1989; LIZAK; YAROVINSKY, 2012; BERUBE;
WARDENBURG, 2013). A desregulacido osmdtica do meio intracelular com o excesso de Ca®*
estimula a hidrolise dos fosfolipidios da membrana, resultando na lise celular. Além disso, a
toxina também esta envolvida com a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6 e IL-
8) e a ativacdo da via do inflamassoma NRLP3, associadas a intensos processos de inflamacéo,
podendo causar até mesmo a necrose tecidual (GRIMMINGER et al., 1997; SUTTORP et al.,
1985; ROSE et al., 2002).

A expressdo da a-HL é considerada de alta viruléncia (BERUBE; WARDENBURG,
2013; DELEO et al., 2011), promovendo a formagdo de canais i0nicos e, consequentemente,
lise em hemacias, mondcitos, linfécitos e células endoteliais, tornando as novas estratégias de
tratamento urgentes (RASHIDIEH et al., 2015).
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Figura 2. Esquema do processo de oligomerizacdo da alfa-hemolisina. 1) O protémero da a-HL se
liga ao receptor ADAM10 da célula hospedeira. 2) Ha 0 aumento na concentragéo de fons Ca?* e queda
répida na concentragdo de ions K*. 3) Ocorre a ativagdo do inflamassoma NLRP3. 4) Ativacéo da

caspase-1 que leva a lise celular.

Fonte: Retirado de Oliveira, Borges, Simdes (2018).

2.3 Compostos derivados de tiazolidina e rodanina

Apesar de haver opcdes variadas de antibioticos disponiveis para tratar as infeccoes, o
surgimento de cepas multirresistentes associado aos fatores de viruléncia ameagcam, cada vez
mais, a eficacia dos medicamentos disponiveis (ABUSETTA et al., 2020). Assim, torna-se
urgente a necessidade de novos compostos antibacterianos com mecanismos de agdo que
diferem dos atuais agentes antimicrobianos, como por exemplo na busca por bloqueadores da
a-HL, um dos principais fatores de viruléncia de S. aureus (RASHIDIEH et al., 2015).

Os compostos heterociclicos sdo amplamente utilizados na quimica medicinal e
desempenham um papel importante na busca de novas moléculas bioativas na industria
farmacéutica. Especialmente os heterociclicos contendo nitrogénio parecem possuir uma gama

diversificada de atividades bioldgicas, uma vez que sdo encontrados em muitas moléculas
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naturais e sintéticas com atividades bioldgicas conhecidas (ABUSETTA et al., 2020), incluindo
propriedades bactericidas (TEJCHMAN et al., 2019).

Com base nisso, os compostos tiazolidinicos merecem destaque, pois sdo compostos
heterociclicos que apresentam a formula quimica C3H7NS, recebendo destaque o0s
heterodtomos de enxofre na posicdo 1 e o nitrogénio na posi¢do 3 (Figura 3). Dentre as
atividades bioldgicas, pode-se citar a agdo antimicrobiana, tanto em bactérias gram-positivas
como S. aureus, incluindo as cepas multirresistentes (TOMASIC et al., 2010; DESAI et al.,
2014; KHAN et al., 2020) quanto em bactérias gram-negativas (ABUSETTA et al., 2020).

Figura 3. Estrutura da tiazolidina.

/—NH

S

Fonte: Chemdraw; Autora (2022).

Alguns derivados merecem destaque, como por exemplo a tiazolidina-2,4-diona, que
possui um grupo carbonil na posicdo 2 e 4 (Figura 4). Segundo Aziz et al. (2022) a adi¢do da
tiazolidina-2,4-diona na ciprofloxacina auxiliou no mecanismo de bloqueio da sintese de DNA
de S.aureus, demonstrando a capacidade de inibi¢do da topoisomerase IV e girase. Além disso,
segundo o estudo de Vasconcelos et al. (2022), a presenca do derivado também auxiliou no
efeito antitumoral, revertendo alteracdes metabolicas causadas pelo glioblastoma. Ainda
segundo Vasconcelos et al. (2022), a presenca das duas carbonilas do derivado permite diversas
atividades bioldgicas, como a anticancerigena, anti-inflamatoria, antidiabética, antimicrobiana,
antiviral, antioxidante e neuroprotetora (BARROS et al., 2010; ALBERS et al., 2014;
MUGHAL et al., 2015; NAIM et al., 2017; BANSAL et al., 2020).

Figura 4. Estrutura da tiazolidina-2,4-diona.

H
N

Fonte: Chemdraw; Autora (2022).
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Outro nacleo farmacoforico de interesse € a rodanina (TEJCHMAN et al., 2019). Trata-
se de um composto organico heterociclico de 5 membros que possui um nucleo de tiazolidina.
A estrutura é similar a da tiazolidina-2,4-diona, no entanto, possui um grupo tiocarbonil no
lugar da carbonila na posicdo 2 (Figura 5) A presenca desses atomos de dupla ligacdo com
outros grupos funcionais resulta em uma densidade particularmente alta de sitios de ligacéo
para interacdes polares e ligacOes de hidrogénio, que sdo responsaveis por sua ampla gama de
propriedades bioldgicas, como a antibacteriana (MOELLERING, 2008), antifungica (LIU et
al., 2014), antidiabética (SCHEMMEL; PADIYARA; D’SOUZA, 2010), anti-inflamatdria
(CUTSHALL; O’DAY; PREZHDO, 2005), antituberculose (ALEGAON et al., 2012),
antitumoral (OMAR et al., 2010), anti-HIV (RAJAMAKI et al., 2009), antiparasitaria
(KUMAR et al., 2007), hipnética (ERGENC et al., 1999) e anti-helmintica (RAUTER et al.,
2005). Além disso, tem demonstrado, também, acdo contra cepas SARM e SARV de S. aureus
tanto em condigdes in vitro quanto in vivo (ABDELKHALEK et al., 2016).

Figura 5. Estrutura da rodanina.

H
N

Fonte: Chemdraw; Autora (2022).

Dessa forma, os derivados tiazolidinicos e rodaninicos apresentam-se como estruturas
com potencial de agdo bloqueadora do canal da a-HL, diminuindo a atividade desse fator de
viruléncia responsavel pela desregulacdo e morte celular do hospedeiro. O bloqueio
farmacologico da a-HL poderia, entdo, ser um auxiliar terapéutico, diminuindo a atividade
desse fator de viruléncia que contribui diretamente com o crescimento bacteriano, morte celular

e intensas respostas imunologicas.

2.4 Aplicacdo do docking molecular na farmacologia

Os avangos tecnoldgicos permitiram o surgimento de abordagens computacionais de
grande importancia em pesquisas cientificas no campo da farmacologia. Através desses

procedimentos, hd uma reducdo da quantidade de compostos quimicos a serem testados
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experimentalmente, permitindo que os estudos experimentais concentrem-se em alvos mais
precisos importantes na triagem de novas moléculas (FEINSTEIN e BRYLINSKI, 2015). Um
tipo importante de ferramenta computacional é a de docking molecular, pois permite aplicacdes
terapéuticas no design moderno de drogas (HUANG; ZOU, 2010). Trata-se de um estudo in
silico dos complexos moleculares formados entre um ligante e uma regido especifica do
receptor de interesse, com objetivo de entender as principais interagdes e afinidades envolvidas
nesse complexo (HUANG; ZOU, 2010) (Figura 6).

Da sintese a comercializacdo de medicamentos, sao necessarios de 10 a 20 anos. Além
disso, é considerado um processo custoso, podendo chegar a 800 milhdes de ddlares (VERLI,
2014). Por esse motivo, a ferramenta também pode reduzir tempo e custos financeiros. Através
do docking molecular, é possivel testar variados tipos de farmacos em proteinas de interesse
antes de realizar testes experimentais, economizando tempo, dinheiro em pesquisas e
otimizando etapas (PINZI; RASTELLI, 2019). Além de formar complexos entre receptores e
ligantes, a técnica também é Gtil em estudos de interacdo entre diferentes proteinas e entre
proteinas e acidos nucléicos (ZACHARIAS, 2010; VERLI, 2014).

Figura 6. Esquematizacdo do processo de docking ou atracamento molecular. A) Proteina alvo. B)
Ligante. C) Complexo receptor-ligante.

Fonte: Adaptado de Verli (2014) e DockThor.

Inicialmente, o docking foi baseado no modelo chave-fechadura proposto por Emil
Fischer em 1884, em que o ligante corresponde a chave e o receptor a fechadura. Hoje sabe-se
gue a técnica utiliza tanto estruturas rigidas quanto flexiveis. A flexibilidade diz respeito as

caracteristicas relacionadas as orientacdes das moléculas. Ha diferentes formas de se estudar o
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complexo receptor-ligante, podendo ser estudado com a proteina rigida e o ligante flexivel ou
ambos flexiveis (VERLI, 2014).

Na formacdo do complexo receptor-ligante, alguns fatores séo levados em consideracao,
como por exemplo os graus de liberdade, onde séo investigadas as diferentes conformacdes do
ligante no sitio de ligacéo do receptor. Esses graus de liberdade podem ser tanto translacionais
e rotacionais, considerando a movimentagdo da molécula no receptor quanto 0s
conformacionais, que levam em consideracdo os diedros ou ligacBes quimicas simples dos
ligantes (VERLI, 2014). Um outro fator levado em consideracdo € o grau de afinidade, que
consiste nas interagdes intermoleculares envolvendo o receptor e o ligante (VERLI, 2014,
FEINSTEIN e BRYLINSKI, 2015).

Para investigar as forcas intra e intermoleculares na formacao do complexo receptor-
ligante, ha a funcdo de avaliacéo, que utiliza calculos de campo de forca da mecénica molecular,
como por exemplo o conhecido Merck Molecular Force Field 94 (MMFF94). O MMFF94
calcula uma soma de fatores, como as liga¢des (bond stretching), angulo das ligac6es (angle
bending), energia do termo cruzado (stretch-bend), torcdo diedral prépria (out-of-plane
bending), torcdo diedral imprépria (torsion interactions), interacfes de van der waals (van der
waals interactions) e eletrostaticas (electrostatic interactions) (ALMEIDA, 2011). Alem do
MMFF94, pode-se citar, também, o CHARMM (WU et al, 2003), GROMACS
(STJIERNSCHANTZ e OOSTENBRINK, 2010) e potenciais baseados em conhecimento, como
o DrugScore (VELEC; GOHLKE; KLEBE, 2005) e 0 DSX (NEUDERT e KLEBE, 2011).

Além da funcdo de avaliacdo, hd também o algoritmo de busca, que visa solucionar as
melhores conformacdes do ligante. Como exemplo, pode-se citar os algoritmos do tipo
estocasticos, que realizam mudancas nos graus de liberdade. Dentre deste grupo, pode-se citar
0s métodos de Monte Carlo (MC) e algoritmos evolucionistas. No MC sdo feitas mudancas
aleatdrias para alterar a translacdo e rotacdo do ligante, bem como os angulos de tor¢do. Apos
cada movimento, a estrutura é minimizada e a energia da nova estrutura é determinada. Os
algoritmos evolucionistas sdo semelhantes aos métodos MC, no entanto, sdo usados para
encontrar o minimo global de energia e sdo baseados na teoria da evolucdo de Charles Darwin.
As moléculas representam “individuos”, e os mais aptos sdo transportados para a proxima
geracdo. Além disso, mutacOes aleatdrias podem ser feitas para aumentar a diversidade
genética. Um tipo de algoritmo evolucionista importante € o genético. Algoritmos genéticos
consideram mais alguns fatores, como a troca de genes dos parentais, 0 tamanho da populagéo,
as taxas de mutacdo, taxas de cruzamento e nimero de rodadas evolutivas (BROOIJMANS;
KUNTZ, 2003; VERLLI, 2014).
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Por fim, hd uma funcdo de pontuacdo, onde sdo realizados céalculos que irdo ranquear
os complexos formados. Esses célculos buscam a solugdo mais estavel, baseando-se nos
principios termodinadmicos de minimo de energia global ou energia livre de ligacdo de Gibbs
(VERLI, 2014; PINZI; RASTELLLI, 2019), associada a constante de equilibrio de ligacdo Keq:

AG =AH —TAS = —RT InKeq

onde AH ¢ a variagdo de entalpia, T ¢ a temperatura absoluta, AS ¢ a variacao de entropia, R é
a constante universal dos gases e Keq € a constante de equilibrio de ligacdo (VERLI, 2014).

As etapas para a realizacdo do docking molecular levam em consideracdo, a principio,
a preparacdo dos ligantes, que podem ser obtidos em bancos de dados ou serem modelados.
Além disso, é necessario realizar a minimizacdo de energia a fim de deixar a molécula em sua
conformacdo mais estavel, ou seja, mais proxima do experimental. Outro passo é preparar 0
receptor de interesse, que pode ser encontrado principalmente nos bancos de dados. A
preparacdo pode incluir, por exemplo, a remocao de ligantes presentes na cristalografia e um
estudo completo da proteina para eleger os melhores sitios de ligagdo (STANZIONE;
GIANGRECO; COLE, 2021).

Apbs definidos os parametros, é possivel realizar a submissdo das moléculas, que séo
analisadas pela funcdo de avaliacdo e pontuacdo (scoring), fazendo com que o ligante seja
ranqueado e receba pontuagdes de acordo com a varia¢do dos graus de liberdade previamente
descritos, que buscam quantificar as solu¢des obtidas no atracamento molecular (PINZI;
RASTELLI, 2019). Essas avaliacbes levam em consideracdo o algoritmo utilizado pelo
programa de docking molecular (KITCHEN et al., 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Avaliar por meio do docking molecular o potencial efeito bloqueador dos derivados de
rodanina e derivados da tiazolidina frente ao canal i6nico formado pela alfa-hemolisina

de Staphylococcus aureus.

3.2 Objetivos especificos

e Investigar as melhores poses dos derivados da rodanina (LPSF/AG-55, LPSF/AG-58 e

LPSF/AG-104) na formacdo do complexo com o canal idnico da alfa-hemolisina;

e Investigar as melhores poses dos derivados diretos da tiazolidina (LPSF/GQ-294,
LPSF/GQ-310 e LPSF/GQ-443) na formacdo do complexo com o canal idnico da alfa-

hemolisina;

e Realizar a predi¢do da afinidade entre os diferentes candidatos a farmacos e o canal

ionico da alfa-hemolisina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao dos candidatos a farmacos

O planejamento dos farmacos ocorreu no Laboratdério de Planejamento e Sintese de
Farmacos (LPSF), pertencente ao Nucleo de Pesquisa em Inovacao Terapéutica, Suely Galdino
(NUPIT-SG) da Universidade Federal de Pernambuco. As estruturas e formulas quimicas foram
cedidas em parceria com o Laboratorio de Biofisica das Membranas e Células-tronco - Dr. Oleg
Krasilnikov (LBM-CT) com o propdsito de testar esses candidatos a farmacos como potenciais
bloqueadores do canal i6nico formado pela a-HL de S. aureus.

A selecdo das moléculas se deu por aquelas que apresentam 1) custo de sintese mais
acessivel; 2) boa atividade antimicrobiana, com foco especial em cepas de S. aureus; 3)
tamanho menor que o didmetro da regido copal do canal, para uma maior probabilidade de
interacdo entre a molécula e o canal idnico e com hidrogénios labeis que facilitem interacdes
fortes como as de hidrogénio.

Ao total, foram selecionados e disponibilizados seis candidatos a farmacos, sendo trés
derivados de rodanina, denominados de LPSF/AG-55, LPSF/AG-58 e LPSF/AG-104 e trés
derivados diretos da tiazolidina, denominados LPSF/GQ-294, LPSF/GQ-310 e LPSF/GQ-443
(Figura 7).

Figura 7. Candidatos a farmacos selecionados para o ensaio in silico com o canal ibnico da alfa-hemolisina.

el ;YL /jiL

O,N Br HO
LPSF/AG-55 LPSF/AG-58 LPSF/AG-104
0. o] 0.
NH NH NH
— %O e %0 — >§0
HO OzN Br
LPSF/GQ-294 LPSF/GQ-310 LPSF/GQ-443

Fonte: Chemdraw; Autora (2022).
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4.2 Simulagéo computacional

4.2.1 Desenho dos compostos tiazolidinicos

Os compostos tiazolidinicos foram desenhados em estruturas tridimensionais no
software Avogadro, onde também foi realizada uma pré-otimizacéo de energia com o campo
de forca MMFF94, considerado padrdo para as otimizacdes de energia. A otimizacdo é uma
etapa importante, pois € necessario que os ligantes também possuam a menor energia livre
possivel entre os seus 4&tomos, ou seja, uma conformagdo mais estavel e proxima do que seria

em estudos experimentais.

4.2.2 Otimizacdo de energia dos compostos tiazolidinicos

Ap0s convertidos em estruturas tridimensionais, os compostos modelados passaram por
uma otimizacdo de energia mais robusta através do software GAMESS. A partir do Avogadro
foi gerado um input com os parametros utilizando o método Ab initio - DFT-B3LYP - Base: 6-
31G +d, p; charge: 0; Spin: singlet. Apds isso, o input foi gerado no GAMESS, onde obteve-se

também o output com a estrutura otimizada.

4.2.3 Obtencao e tratamento da estrutura cristalografica do canal i6bnico da alfa-hemolisina

A estrutura cristalografica do poro proteico da a-HL foi obtida no banco de dados PDB
(Protein Data Bank) com o codigo 7AHL (SONG et al., 1996). O cristal do poro da alfa-
hemolisina foi obtido pelo método de difracdo de raios-X, é bem elucidado e apresenta uma
resolucdo de 1.89 A. O tratamento da toxina foi realizado no software Discovery Studio
Visualizer, com a remocéao das moléculas de agua presentes na cristalografia, pois poderiam

influenciar na formacédo do complexo de docking.

4.2.4 Definig&o dos sitios de ligacdo no canal da alfa-hemolisina

Um ligante pode variar sua orientacdo dentro do sitio de ligacdo do receptor através dos
chamados graus de liberdade translacionais, rotacionais e conformacionais como citado
anteriormente. Para isso, € preciso saber quais as regides da proteina sdo consideradas mais
sensiveis a ligantes. Com base nas trés regides da proteina (Figura 8), foram calculadas as

coordenadas atdmicas de residuos centrais em cada regido. Além disso, o centro da caixa ou
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grid center foi ajustado de modo a incluir os sitios de ligagdo selecionados, que correspondem
ao lumen do canal (Tabela 1).

Figura 8. Defini¢do do grid center através do software VMD. A) Vista lateral; B) Vista superior; C)
Vista inferior. Em laranja: residuos do aminoécido Serina (SER 3) na regido copal. Em rosa: residuos
do aminoacido lisina (LYS 147) na regido anelar. Em verde: residuos do aminoacido glicina (GLY

137) na regido troncular.

Residuos de SER 3
B Residuos de LYS 147
M Residuos de GLY 137

Tabela 1. Coordenadas atdmicas X, Y e Z dos residuos selecionados para o grid center das trés regides
do canal estabelecidas para este estudo (copal, anelar e troncular).

N Residuo selecionado Coordenadas
Regiéo do canal )
para o grid center X Y 7
Copal Serina (SER 3) 61,265 32,821 54,049
Anelar Lisina (LYS 147) 39,188 32,857 31,429
Troncular Glicina (GLY 137) 19,407 32,851 13,438

Fonte: Autora (2022).

4.2.5 Docking molecular

O atracamento molecular foi realizado pelo software DockThor (MAGALHAES et al.,
2014), que foi desenvolvido pelo Laboratério Nacional de Computacdo Cientifica (LNCC). A
plataforma é disponivel gratuitamente e seus calculos sdo realizados pelo supercomputador
Santos Dumont, suportando experimentos de triagem virtual com até 200 compostos para
usuarios convidados e 5.000 compostos para projetos cadastrados (GUEDES et al., 2021).
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O DockThor considera o receptor na forma rigida e o ligante na forma flexivel, utiliza
o campo de forca da mecénica molecular MMFF94 como fonte de avaliacdo e é baseado no
algoritmo genético, utilizando-o como fonte de busca (ALMEIDA, 2011). As moléculas deste
trabalho foram submetidas ao docking, na plataforma DockThor, com os parametros indicados

na Tabela 2.

Tabela 2. ConfiguracOes da caixa para a realizagdo do docking nas regifes copal, anelar e troncular.

Parametros Regiéo copal Regido anelar Regiéo troncular
Tamanho da caixa 30A 20 A 20 A
Discretizacao da caixa 0,42 A 0,25 A 0,25 A
Total de pontos da caixa 373248 531441 531441

Fonte: Autora (2022).

As moléculas foram submetidas ao DockThor, sendo adicionados os hidrogénios nos
ligantes, que correspondem a correcdo dos estagios de protonacdo. Foram avaliados diferentes
tamanhos de caixa, no entanto, foi selecionado o tamanho padréo de 20 A para a regido anelar
e troncular. Para a regifo copal, que possui 0 maior didmetro, a caixa foi ajustada para 30 A.
As coordenadas X, Y e Z foram definidas de acordo com cada regido do canal (Tabela 1), sendo
realizado o total de trés dockings por ligante, correspondentes a regido copal, regido anelar e
troncular (Figura 9).

Os paréametros utilizados no algoritmo séo considerados padrdo da plataforma (Tabela
3). Além disso, foi habilitada a opcéo soft docking, que considera uma ligeira flexibilidade da
proteina por meio da suavizagdo do potencial MMFF94 e uma constante de “amolecimento”

determinada empiricamente.

Tabela 3. ConfiguracGes do algoritmo utilizado no DockThor.

Configurac6es do algoritmo

Tamanho da populagéo 750
Namero de avaliagdes (AG) 1.000.000
NUamero de execucles 24

Fonte: Autora (2022).
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4.2.6 Andlise dos resultados

A visualizacdo dos complexos receptor-ligante foi realizada através do software
Discovery Studio Visualizer (BIOVIA, 2021), onde também foram geradas as imagens
destacando as interagcdes quimicas entre o complexo receptor-ligante e, também, foi utilizado o
software VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996), onde foram geradas as imagens

de posicionamento do ligante na a-HL.
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados do docking molecular (rodanina)

5.1.1 LPSF/AG-55

Nas tabelas 4 e 5 encontram-se, respectivamente, os resultados das energias de interacao
e das interagdes intermoleculares da regido anelar, que corresponde a regidao de menor AG
(- 7.129 kcal/mol) obtidos no docking realizado entre o canal da alfa-hemolisina e a molécula
AG-55. Na figura 9 encontram-se os diagramas 2D e 3D das intera¢Ges intermoleculares
estabelecidas pela AG-55 na regido anelar do poro da a-HL.

Tabela 4. Resumo das energias de interagdo do ligante AG-55 e o canal idnico da alfa-hemolisina.

. Energia total Energia Afinidade
NEFEE e (kcal/mol) interna e Cmuliem (kcal/mol)
Copal Run 19 -4.297 -25.137  -14.033 -11.104 -6.205
Anelar Run 17 -0.939 -22.101  -13.205 -8.826 -7.129

Troncular  Run 16 0.429 -20.447  -14.925 -5.522 -6.958

Fonte: Autora (2022).

Tabela 5. Resumo das interagdes quimicas do ligante AG-55 e a regido anelar da alfa-hemolisina.

x - Distancia
Regido . MU PECE anntldasie de ligacdo  Residuo de ligacéo
intermolecular  de interac6es A)
) 1.77 Glutamato (B111)
Ligacéo de H 2 o
2.57 Lisina (B147)
L 3.64 Lisina (B147)
Pi-sigma 2 o
3.68 Metionina (A113)
Anelar
4.00 Metionina (A113)
Pi-enxofre 2 o
5.89 Metionina (G113)
) . 5.25 Metionina (A113)
Pi-alquila 2 o
5.01 Metionina (B113)

Fonte: Autora (2022).
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Figura 9. Diagramas 2D e 3D das intera¢6es intermoleculares envolvidas entre a AG-55 e residuos da

regido anelar do poro da alfa-hemolisina.

Ligagdo de hidrogénio
@® Pi-sigma
Pi-enxofre
Pi-alquila
Regides sensiveis a solventes

5.1.2 LPSF/AG-58

Fonte: Autora (2022).

METI11

@® Monomero A
GLUTI Monémero B
® Mondémero G

AET113

Os resultados das energias de interacdo (Tabela 6) e das interacdes intermoleculares da

regido troncular (AG = -6.859 kcal/mol) (Tabela 7) obtidos no docking realizado entre o canal

da alfa-hemolisina e a molécula AG-58 estdo a seguir. Na figura 10 encontram-se os diagramas

2D e 3D das interagOes intermoleculares estabelecidas pela AG-58 na regido troncular do poro

da a-HL.

Tabela 6. Resumo das energias de interacdo do ligante AG-58 e o canal idnico da alfa-hemolisina.

Energia
Regido Pose total
(kcal/mol)
Copal Run 20 -17.518
Anelar Run 20 -14.084
Troncular  Run 01 -10.813

Energia
interna

-25.256
-21.663

-18.438

vdw

-14.743

-3.908

-10.433

Fonte: Autora (2022).

Coulomb @E;i/drﬁgs
110,513 -6.436
17.755 -6.705

-8.005 6.859
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Tabela 7. Resumo das intera¢Ges quimicas do ligante AG-58 e a regido troncular da alfa-hemolisina.

Quantidade  Distancia

Regido int:er;:ﬁ:)?ggglar de de ligacdo  Residuo de ligacao
interacoes (A)
) 1.73 Asparagina (C123)
Troncular Ligacdo de H 2 )
1.81 Asparagina (D121)

Fonte: Autora (2022).

Figura 10. Diagramas 2D e 3D das intera¢@es intermoleculares envolvidas entre a AG-58 e residuos da

regido troncular do poro da alfa-hemolisina.

Monémero C
Mondémero D

133 —Br

Ligacio de hidrogénio
Regides sensivels a solventes

Fonte: Autora (2022).

5.1.3 LPSF/AG-104

Nas tabelas 8 e 9 encontram-se, respectivamente, os resultados das energias de interacao
e das interagdes intermoleculares da regido troncular (AG = -6.928 kcal/mol) obtidos no docking
realizado entre o canal da alfa-hemolisina e a molécula AG-104. Na figura 11 encontram-se 0S
diagramas 2D e 3D das interagOes intermoleculares estabelecidas pela AG-104 na regiéo

troncular do poro da a-HL.
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Tabela 8. Resumo das energias de interacdo do ligante AG-104 e o canal i6nico da alfa-hemolisina.

Regido Pose

Copal Run 19
Anelar Run 08

Troncular Run 19

Ert]gtrzglia I_Energia vdW Coulomb ATIEELL
(kcal/mol) interna (kcal/mol)
-20.107 -24.725 -13.743 -10.982 -6.341
-18.370 -22.761 -7.735 -15.026 -6.928
-15.977 -21.030 -9.572 -11.458 -6.957

Fonte: Autora (2022).

Tabela 9. Resumo das interagdes quimicas do ligante AG-104 e a regido troncular da alfa-hemolisina.

Distancia

- Interacdo Quantidade s . .
SRR intermolecular  de interac6es i IE%§9a° el g lmae:e
2.54 Asparagina (B123)

Troncular Ligagdo de H 3 1.78 Asparagina (B139)

1.95 Asparagina (C121)

Fonte: Autora (2022).

Figura 11. Diagramas 2D e 3D das interag@es intermoleculares envolvidas entre a AG-104 e residuos

2.54

Ligacdo de hidrogénio
Regides sensiveis a solventes

da regido troncular do poro da alfa-hemolisina.

Fonte: Autora (2022).

Mondémero B
Mondémero C
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5.2 Resultados do docking molecular (tiazolidina)

5.2.1 LPSF/GQ-294

Os resultados das energias de interacdo (Tabela 10) e das interagGes intermoleculares
da regido troncular (AG = -6.923 kcal/mol) (Tabela 11) obtidos no docking realizado entre o
canal da alfa-hemolisina e a molécula GQ-294 estdo a seguir. Na figura 12 encontram-se 0s
diagramas 2D e 3D das interacdes intermoleculares estabelecidas pela molécula GQ-294 na

regido troncular do poro da a-HL.

Tabela 10. Resumo das energias de interacdo do ligante GQ-294 e o canal idnico da alfa-hemolisina.

Energia . -
Regido Pose total IiEnrlzl;gr]:: vdW Coulomb @féz;ldn?gle)
(kcal/mol)
Copal Run 22 -25.686 -27.410 -10.427 -16.983 -6.444
Anelar Run 01 -22.436 -22.933 0.434 -23.367 -6.152
Troncular Run 12 -20.257 -20.810 -10.361 -10.449 -6.923

Fonte: Autora (2022).

Tabela 11. Resumo das intera¢fes quimicas do ligante GQ-294 e a regido troncular do poro da alfa-

hemolisina.
- Interacdo Quantidade de  Distancia de . —

REZED intermolecular interacoes ligagdo (A) st €3 TREED
2.09 Asparagina (C123)
Ligacdo de H 3 2.28 Asparagina (C139)
Troncular 1.67 Asparagina (D121)

) 2.83 Glicina (C119)

Ligacéo C-H 2 )
3.28 Serina (D141)

Fonte: Autora (2022).
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Figura 12. Diagramas 2D e 3D das interacdes intermoleculares envolvidas entre a GQ-294 e residuos

da regido troncular do poro da alfa-hemolisina.

Monomero C
2.28 3.28

200 Mondémero D

.67
H O

<o

Ligacio de hidrogénio
Ligagio carbono-hidrogénio
Regides sensiveis a solventes

Fonte: Autora (2022).

5.2.2 LPSF/GQ-310

Os resultados das energias de interacdo e das interacfes intermoleculares da regido
troncular (AG = -6.743 kcal/mol), obtidos no docking realizado entre o canal da alfa-hemolisina
e a molécula GQ-310, encontram-se nas tabelas 12 e 13, respectivamente. Na figura 13
encontram-se 0s diagramas 2D e 3D das interacdes intermoleculares estabelecidas pela

molécula GQ-310 na regido troncular do poro da a-HL.

Tabela 12. Resumo das energias de interacdo do ligante GQ-310 e o canal iénico da alfa-hemolisina.

Energia

- Energia Afinidade
Regido Pose total interna vdwW Coulomb (kcal/mol)
(kcal/mol)
Copal Run 19 -6.730 -23.687  -11.937 -11.750 -5.988
Anelar Run 14 -4.924 -21.883 1.408 -23.291 -6.001
Troncular  Run 24 -1.854 -18.798  -12.366 -6.432 -6.743

Fonte: Autora (2022).
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Tabela 13. Resumo das intera¢des quimicas do ligante GQ-310 e a regido troncular do canal iénico da
alfa-hemolisina.

Interacdo Quantidade Dl e
Regido . : ~ de ligacdo  Residuo de ligagéo
intermolecular  de interagGes A)
1.82 Asparagina (A139)
Troncular Ligacéo de H 3 2.27 Asparagina (B121)

2.36 Serina (B141)

Fonte: Autora (2022).

Figura 13. Diagrama 2D e 3D das interagdes intermoleculares envolvidas entre a GQ-310 e residuos

da regido troncular do poro da alfa-hemolisina.

ASNI121

O <
\ f\ ®s
(‘ : \
2.27 \I )
\//, H f\a
’ . ® Mondmero A
182 BS];;"?] Monémero B

Q\
/

Ligagdo de hidrogénio
Regides sensivels a solventes

139

Fonte: Autora (2022).

5.2.3 LPSF/GQ-443

Os resultados das energias de interacdo e das interagdes intermoleculares na regido
troncular (AG = -6.944 kcal/mol), obtidos no docking realizado entre o canal da alfa-hemolisina
e a molécula GQ-443, encontram-se nas tabelas 14 e 15, respectivamente. Na figura 14
encontram-se os diagramas 2D e 3D das interagdes intermoleculares estabelecidas pela
molécula GQ-443 na regido troncular do poro da a-HL.
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Tabela 14. Resumo das energias de interacdo do ligante GQ-443 e o canal idnico da alfa-hemolisina.

Energia . -
Regido Pose total IiEnnteerr%l: vdw Coulomb @22;;:238
(kcal/mol)
Copal Run 24 -20.159 -24.671  -13.298 -11.373 -6.378
Anelar Run 17 -18.473 -22.173  -10.923 -11.250 -6.906
Troncular  Run 20 -14.131 -17.763 -12.241 -5.522 -6.944

Fonte: Autora (2022).

Tabela 15. Resumo das interagcdes quimicas do ligante GQ-443 e a regido anelar do canal idnico
da alfa-hemolisina.

~ . Distancia
Regido . I e anntldag € de ligacdo  Residuo de ligacdo
intermolecular  de interac6es A)

2.93 Asparagina (B121)

Troncular Ligagdo de H 3 2.87 Asparagina (B123)
1.96 Asparagina (C121)

Fonte: Autora (2022).

Figura 14. Diagramas 2D e 3D das interag@es intermoleculares envolvidas entre a GQ-443 e residuos
da regido troncular do poro da alfa-hemolisina.

ASNI21

= 5 \‘:/ Mondémero B
3 f Monémero C
2.87 ) ) . <
Ligag¢io de hidrogénio
203 Regides sensiveis a solventes

ASN123

// ASNI21
—Br

Fonte: Autora (2022).
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5.3 Resumo das interagdes obtidas no docking molecular

5.3.1 Resultado do ranqueamento dos melhores ligantes

O ranqueamento com base no AG dado pelo pardmetro de afinidade entre o canal da
alfa-hemolisina e os ligantes, encontra-se na tabela 16. Na figura 15 observa-se a localizagéo

de cada ligante no poro da a-HL.

Tabela 16. Ranqueamento dos ligantes de acordo com a predi¢do do AG, dada

pelo pardmetro de afinidade.

Ligante Regido Pose vdw Coulomb é(ggli/ﬁgg
AG-55 Anelar Run 17 -13.205 -8.826 -7.129
AG-104 Troncular ~ Run 19 -9.572 -11.458 -6.957
GQ-443 Troncular Run20 -12.241 -5.522 -6.944
GQ-294 Troncular Run12 -10.361 -10.449 -6.923
AG-58 Troncular  Run01 -10.433 -8.005 -6.859
GQ-310 Troncular Run24  -12.366 -6.432 -6.743

Fonte: Autora (2022).
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Figura 15. Ligantes no poro da alfa-hemolisina. Subunidades monoméricas: ® A@B C@®D @ E
@F®G.

Fonte: Autora (2022).

5.3.2 Resumo das intera¢des dos ligantes com o poro da alfa-hemolisina

O resumo dos aminoacidos do poro da alfa-hemolisina que interagiram com os ligantes
e o das regides desses ligantes que possuiram maior destaque encontram-se nas tabelas 17 e 18

respectivamente.

Tabela 17. Resumo dos aminoacidos da alfa-hemolisina que interagiram com os melhores ligantes,

selecionados de acordo com a predi¢do do AG, dada pelo parametro de afinidade.

Quantidade de

Aminoacidos Subunidade + Posic¢éo interacges Regido
Glutamato B111 1 Anelar
Lisina B147 2 Anelar
Metionina Al13, B113, G113 4 Anelar
Asparagina A139, B121, B123, B139, C,121 C123, 15 Troncular
Glicina C119 1 Troncular
Serina B141, D141 2 Troncular

Fonte: Autora (2022).
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Tabela 18. Resumo das regifes dos melhores ligantes que mais interagiram com a alfa-hemolisina,

selecionados de acordo com a predi¢do do AG, dada pelo pardmetro de afinidade.

Regibes que mais

Moléculas Ligantes ) )
interagiram
Hidrogénio da imida
Carbonila
] AG 55 Anel da rodanina
Derivados da
. AG-58
rodanina
AG-104
Anel aromatico
Tionila
Hidrogénio do fenol
Carbonila
GQ-294
Derivados da . . L.
GQ-310 Hidrogénio da imida
tiazolidina
GQ-443

Oxigénio do grupo nitro

Hidrogénio do fenol

Oxigénio do fenol

Quantidade

de interacoes

Fonte: Autora (2022).

Tipo de

interacgéo

Ligacdo de H

Ligacdo de H

Pi-sigma

Pi-alquila

Pi-sigma

Pi-enxofre

Ligacdo de H

Ligacdo de H

Ligacdo C-H

Ligacdo de H

Ligacdo de H

Ligacdo de H

Ligacdo de H

Ligacdo de H

Residuos da

proteina

Glutamato (B11)
Asparagina (C121)
Asparagina (D121)

Lisina (B147)
Asparagina (C123)

Metionina (A113)
Metionina (B113)
Lisina (B147)

Metionina (A113)
Metionina (A113)
Metionina (G113)

Asparagina (B123)

Asparagina (B139)

Asparagina (A139)
Asparagina (B121)
Asparagina (B123)
Asparagina (C139)
Glicina (C119)
Serina (D141)

Asparagina (C121)
Serina (B141)

Asparagina (B121)

Asparagina (D121)

Asparagina (C123)
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6. DISCUSSAO

Todos os ligantes interagiram com as diferentes regides do canal i6nico da a-HL (Figura
15), demonstrando haver potencial de bloqueio, no entanto algumas caracteristicas devem ser
levadas em consideragdo. O DockThor rangueia as melhores conformagfes de um mesmo
ligante de acordo com a sua energia total, que corresponde & soma de todas as energias do
sistema, ou seja, a energia de Coulomb, van der Waals e energia interna. Quanto menor a
energia total, melhor a pose do ligante selecionado, como visto nas tabelas de energia de
interacdo (Tabelas 4, 6, 8, 10, 12 e 14), com as poses selecionadas de acordo com a menor
energia total.

Para selecionar onde o ligante melhor se encaixou considerando as diferentes regides da
proteina, utilizou-se o parametro de afinidade, correspondente a predicdo do AG de ligacao
(Tabela 16). Apds selecionar as melhores regides onde cada ligante interagiu, foi usado como
parametro também o AG para comparar os diferentes ligantes. Nesse caso, o ligante AG-55
apresentou o menor AG na regido anelar, com -7.129 kcal/mol (Tabela 16). Isso significa que a
interacdo entre 0 AG-55 e a regido anelar da a-HL formou o complexo mais estavel entre todos
os ligantes apresentados. De maneira geral, os ligantes apresentaram equilibrio entre as energias
de van der Waals e Coulomb, significando que apresentaram, respectivamente uma boa
superficie de contato molecular entre o receptor e os ligantes e uma predisposicdo para
interacOes idnicas, na qual as forcas eletrostaticas sdo essenciais (ALMEIDA, 2011; VERLI,
2014).

A regido do canal i6nico da a-HL que apresentou nimero predominante de interaces
intermoleculares com os ligantes foi a regido troncular. No entanto, 0 AG-55, considerado o
melhor ligante, ligou-se com a regido anelar. Além disso, este ligante apresentou oito interacdes
quimicas, sendo duas de hidrogénio, duas pi-sigma, duas pi-enxofre e duas interacdes pi-alquila
(Tabela 5). Uma das interacdes de hidrogénio ocorreu entre o aminoacido glutamato (B111) e
a imida presente na rodanina, com distancia de 1.77 A. Outra interacio de hidrogénio ocorreu
entre 0 aminoécido lisina (B147) e a carbonila também da rodanina, com distancia de 2.57 A
(Figura 9).

As ligaces de hidrogénio sdo consideradas as mais importantes de todas interacdes ndo
covalentes direcionadas entre biomoléculas (CHEN et al, 2016), consideradas um forte
parametro de afinidade de ligagdo do complexo receptor-ligante. Além disso, sdo consideradas
as mais fortes entre as interagdes intermoleculares, apresentando também as menores distancias

em A. Esse fator pode ser considerado um indicativo da forca de atracdo resultante da
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eletronegatividade entre o hidrogénio e um atomo mais eletronegativo como o fluor, o oxigénio
ou 0 nitrogénio.

No caso da ligacdo envolvendo o glutamato (B111), o hidrogénio foi disponibilizado
pelo ligante, possivelmente com o anion do oxigénio presente no glutamato. Ja o residuo de
lisina (B147), ligou-se com o oxigénio do ligante, sendo o hidrogénio fornecido pelo préprio
aminoacido. Além da ligacéo de hidrogénio, um outro tipo de ligacdo que merece destaque € a
pi-sigma. Trata-se de uma ligacao que ocorre entre elétrons de uma ligacdo sigma e elétrons de
uma ligacédo pi (GLEITER, 1987). Inicialmente ocorreu entre o residuo de metionina (A113) e
o anel aromatico do ligante, com distancia de 3.68 A. Outro aminoécido que demonstrou essa
interaco, dessa vez com o anel da rodanina, foi a lisina (B147), com distancia de 3.64 A. Foi
a mesma lisina que ja havia interagido com a ligacéo de hidrogénio citada acima (Figura 9).

Também houve uma interacdo pi-enxofre entre 0 aminoacido metionina A113 e G113
e 0 anel aromatico do ligante, com distancia respectivamente de 4.00 e 5.89 A (Tabela 5). As
interacOes pi-enxofre sdo consideradas energeticamente favoraveis do ponto de vista quimico e
ocorrem entre o atomo de enxofre e sistemas aromaticos pi (RINGER; SENENKO;
SHERRILL, 2007). Apesar de haver uma tionila presente no ligante, o enxofre da ligacéo
fornecido foi do aminoacido metionina da proteina, que ligou-se com o anel aromatico presente
no ligante. Por fim, o ligante AG-55 também apresentou ligacGes pi-alquila, que ocorrem entre
elétrons-pi e um grupo alquila (FOKOUE, 2020). Essa interacdo ocorreu entre 0s aminoacidos
metionina (A113 e B113), com distancias de 5.25 e 5.01 A, respectivamente.

Os ligantes AG-104, GQ-294, GQ-310 e GQ443 (Tabelas 9, 11, 13 e 15), apresentaram
trés ligacdes de hidrogénio, todas presentes na regido troncular (Figura 15), sendo apenas o
ligante AG-58 o Unico a apresentar duas ligacGes (Tabela 7). O Gnico que apresentou interacdes
além das de hidrogénio foi 0 GQ-294, que apresentou, também, duas carbono-hidrogénio na
regido troncular, com distancia em A bem préxima das ligacées de hidrogénio (Figura 12). A
ligacdo carbono-hidrogénio ocorreu entre a carbonila do ligante e os aminoacidos glicina
(C119) e serina (D141), com distancias respectivamente de 2.83 e 3.28 A.

Apesar de nao ter sido selecionado como o complexo mais estavel, a interagdo da a-HL
com o ligante GQ-310 na regido anelar apresentou cinco ligacdes de hidrogénio (APENDICE
E), chamando a atencdo pela quantidade de ligacdes fortes e ainda em uma regido considerada
importante para as interagdes de ligantes como a anelar, com AG de -6.001 kcal/mol (Tabela
12). Apesar de o ligante GQ-310 ter formado um complexo com um menor AG na regido

troncular de -6.743 kcal/mol, apresentou apenas duas ligacdes de hidrogénio como mencionado
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anteriormente. Apesar da diferenca de AG nao ser tao distante ¢ 0 AG maior ter apresentado
mais ligacOes, o complexo mais estavel eleito foi o da regido troncular (Figura 13).

O residuo da a-HL que mais interagiu com as moléculas foi 0 aminoacido asparagina,
ligando-se 15 vezes com os ligantes AG-58, AG-104, GQ-294, GQ-310 e GQ-443 na regido
troncular, principalmente por meio de intera¢fes de hidrogénio (Figuras 10, 11, 12, 13 e 14).
Isso ocorreu provavelmente devido ao aminodcido asparagina possuir muitos hidrogénios e
oxigénios labeis em sua estrutura, facilitando essas interac6es de hidrogénio.

Em seguida, 0 aminoacido metionina foi bastante presente, ligando-se 5 vezes na regido
anelar do ligante AG-55 (Tabela 5), com ligagc6es de hidrogénio, pi-sigma e pi-alquila (Tabela
17). Com relacgdo aos ligantes, destacaram-se com a presenca de ligagdes de hidrogénio, além
disso, as regides que mais interagiram foram os oxigénios da carbonila, hidrogénios labeis, o
anel da rodanina e anéis aromaticos (Tabela 18).

Analisando todos os parametros, dentre todos os ligantes estudados, o ligante AG-55 foi
considerado o mais estavel, principalmente na regido anelar, que, conforme relatado em outros
estudos (MELO et al., 2016; WANG et al., 2022), € uma regido de interesse farmacologico,
pois trata-se de uma regido sensivel do canal da a-HL devido a vérios fatores como, por
exemplo, 0 menor didmetro na parte interna da proteina. Segundo o estudo de SONG et al.
(1996), a regido de constricdo ou anelar possui alguns aminoacidos de destaque que a compdem,
como o Glutamato 111, a Lisina 147 e a Metionina 113. O fato de os resultados do presente
estudo demonstrarem que o melhor ligante interagiu com essa regido pode ser um resultado
considerado favoravel (Tabela 17). O aminoacido metionina (posi¢do 113 nas subunidades A,
B e G) foi 0 mais presente nas interacdes, enquanto o aminoacido glutamato (B111) foi o que
apresentou interaces de hidrogénio e menor distancia, com 1.77 A. Além disso, 0 aminoécido
lisina (B147) também apresentou interacdes de hidrogénio.

O fato de haver interacdes fortes e um complexo estavel em uma regido importante da
proteina pode ser considerado um resultado favoravel do ponto de vista farmacolégico. A
interacdo dos ligantes com os residuos das subunidades A, B, C, D e G (Tabela 17) podem
induzir mudancgas conformacionais na proteina, algo que poderia bloquear a passagem de
moléculas importantes por meio do canal, como por exemplo as de ATP e, também, o blogueio
da corrente ibnica gerada pelo influxo de ions Ca?" e efluxo fons K*, responsaveis por causar
desequilibrios osmoticos e lise celular, importante fator de viruléncia de S. aureus.

No entanto, sdo necessarios mais estudos envolvendo a interacdo entre os derivados e 0
protomero da a-HL para avaliar estratégias de impedimento da oligomerizagdo da proteina,

desta forma, impossibilitando a formagéo do canal proteico e consequentemente a lise celular.
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Outros estudos interessantes seriam os de dinamica molecular, que consideram a flexibilidade
de receptores e ligantes e a cinética das reacfes. Ademais, é necessario ter apoio também de
estudos experimentais visando um melhor entendimento da interacao dos candidatos a farmacos

no bloqueio da a-HL, limitando a viruléncia de S. aureus.
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7. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que o ligante derivado da rodanina AG-55 estava presente
no complexo mais estavel e apresentou maior afinidade com o canal ibnico da alfa-hemolisina,
exibindo importantes interacdes intermoleculares como as de hidrogénio, pi-sigma, pi-enxofre
e pi-alquila com a regido anelar (constricdo) do canal, assim, representando um importante
candidato a fa&rmaco blogueador.

Esse resultado corrobora com os residuos informados pela literatura como 0s mais
presentes da regido anelar, como o glutamato 111, lisina 147 e metionina 113. Além disso, 0s
outros candidatos a farmacos AG-104, GQ-443, GQ 294, AG-58 e GQ-310 apresentaram,
respectivamente, uma boa afinidade com a toxina, com a predominéncia de ligacOes de
hidrogénio e, sobretudo, com os residuos de asparagina. Os resultados indicaram afinidade
dessas moléculas pelo canal da alfa-hemolisina nas subunidades A, B, C, D e G, permitindo
inferir uma possivel mudanca conformacional da proteina a ponto de alterar seu estado de canal
ndo-seletivo na membrana do hospedeiro e, assim, bloquear a passagem de moléculas
importantes como o ATP e os ions Ca?* e K*.

A presenca de hidrogénios e oxigénios labeis dos ligantes proporcionou uma certa
facilidade de formar interacbes de hidrogénio, consideradas as mais fortes entre as
intermoleculares. Além disso, a presenca dos anéis, sobretudo anéis aromaticos facilitam
interagBes do tipo pi, como as pi-alquilas, pi-enxofre e pi-sigma. Por fim, sdo necessarios mais
estudos comparativos e experimentais a fim de aprofundarem estes resultados preditivos, pois
apenas 0 AG-55 se ligou em uma regido de interesse, enquanto os demais se ligaram na regido
troncular. Por fim, desenvolver moléculas de baixo peso molecular, com potencial
blogueador/inibidor, para interagirem com a alfa-hemolisina pode ser uma estratégia
terapéutica promissora, sendo os estudos computacionais grandes aliados, auxiliando na

prospec¢do de novos medicamentos.
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