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RESUMO

Introducdo: O S. aureus ¢ um importante patdogeno causador de infeccdes hospitalares, intoxicacdo alimentar
por liberagdo de enterotoxinas e sindrome de choque toxico através da injecdo de super antigenos na corrente
sanguinea.

A proteina B-clamp do S. aureus ¢ um fator promotor de processos para a maioria das enzimas na replicagdo do
DNA procariético e sua dimerizacdo € essencial para a agao deletéria do patdgeno.

Objetivo: Neste trabalho relatamos a aplicagdo do sistema de duplo hibrido para selecionar inibidores da
dimerizac¢do da B-clamp de S. aureus a partir de extratos de plantas da Caatinga especialmente Buchenavia
tetraphylla.

Material e Métodos: (1) preparagdo dos extratos organicos de Buchenavia tetraphylla foi preparada conforme
relatado anteriormente (2) A interagdo B-clamp-p-clamp foi avaliada utilizando um sistema bacteriano duplo
hibrido (BTH), com base na reconstitui¢ao da atividade da enzima adenilato ciclase (cya) de Bordetella pertussis
e clonada em Escherichia coli. (3) A atividade antimicrobiana de extratos ativos foi avaliada pela determinagao
da concentrag@o inibitoria minima (CIM) contra S. aureus 8325-4 (4) Para identificar compostos potencialmente
responsaveis pela atividade, os extratos ativos foram submetidos a uma analise ndo segmentada por LC-MS /
Q-TOF (5) Os estudos in silico se deram pela busca das estruturas dos ligantes, construgdo e validacdo do
modelo 3D da B-clamp e docking molecular entre ligantes e alvo protéico de S. aureus e o sistema hepatico
CYP3A4 humano.

Resultados e Discussdo: Observou-se alta intera¢do (da ordem de 4,800 kcal/mol) entre buchenavianine e
analogos com B-clamp sem diferenga significativa entre os mesmos. Em contrapartida, a interagdo entre
buchenavianine e analogos com CYP3A4 humana foi (da ordem de 2,200 kcal/mol) seguindo os mesmos
principios de eletronegatividade dos elementos. O objetivo desta analise € perceber como a proteina -clamp
interage com a principal proteina de metabolizagdo hepéatica humana. A interagdo entre buchenavianine e
analogos com CYP3A4 humana foi 2 vezes menor que buchenavianine e analogos com B-clamp de S. aureus e
isto mostra que entre os dois alvos aqui trabalhados (B-clamp de S. aureus e CYP3A4 humana) os ligantes serao
atraidos preferencialmente pela f-clamp de S. aureus o que ratifica os mesmos como viaveis inibidores do
processo de replicacdo do DNA de S. aureus.

Conclusdo: A combinag¢do de recursos microbioldgicos, quimicos e computacionais permitiram indicar
moléculas presentes no extrato das plantas capazes de interagir com a B-clamp de S. aureus. A abordagem aqui
exposta promove um rastreio bioquimico racional para sele¢ao de ligantes com melhores possibilidades para os
testes de bancada subsequentes economizando recursos financeiros e otimizando resultados em pesquisa e
desenvolvimento de medicamentos.

Palavras-chave: Formagao de Professores, Selecdo de inibidores, Replicacdo do DNA, Staphylococcus aureus.
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LISTA DE ABREVIATURAS/LEGENDAS

LC-MS/Q-TOF = Liquid chromatography/time-of-flight/mass spectrometry

BTH = benzothiadiazole

Cya = adenilato ciclase

DnaN = O dnaN ¢ o gene que codifica o DNA clamp da DNA polimerase Il em procariontes. O grampo [3
bloqueia fisicamente o Pol III em um filamento de DNA durante a replicagdo para ajudar a aumentar sua
processividade. O equivalente eucaridtico ao grampo 3 € o PCNA.

CFU = Em microbiologia, a unidade de formagdo de colonias (UFC; em inglés, colony forming unit, CFU) ¢
uma unidade de medida usada para estimar o nimero de bactérias ou fungos vidveis - isto €, capazes de se
multiplicar mediante fissdo binaria sob condi¢des controladas - de uma amostra.

UHPLC = Ultra high performance liquid chromatography

CIM = concentragao inibitdria minima

rpm = rotagdes por minuto

NCBI = National Center for Biotechnology Information é uma sec¢ao da United States National Library of
Medicine, um ramo dos National Institutes of Health, com sede em Bethesda, Maryland. A instituicdo foi
fundada em 1988 em resultado de legislagdo proposta pelo senador Claude Pepper.

PDB = O PDB ¢ um banco de dados em 3D de proteinas e 4cidos nucléicos. Esses dados, geralmente obtidos
através da difracdo de raios X, ressondncia magnética nuclear e crio-microscopia eletronica sdo enviados por
fisicos, bidlogos e bioquimicos de todo 0 mundo. Disponiveis em dominio publico, podem ser usados livremente
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1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureus € uma notoria bactéria patogénica que causa uma ampla gama de
doengas em tecidos moles variando de infec¢des simples (como furinculos), a mais grave (pneumonia,
mastite, flebite, meningite e infec¢des do trato urinario) ou infecgdes profundas (sindrome de choque
toxico, osteomielite e endocardite)(Hill & Imai, 2016; Humphreys et al., 2016; Moormeier & Bayles,
2017; T. H. Nguyen, Park, & Otto, 2017; Tong, Davis, Eichenberger, Holland, & Fowler, 2015). Além
disso, S. aureus é considerado uma das principais causas de infecc¢ao relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS), estando relacionado principalmente a contaminacao de feridas cirurgicas e de dispositivos
médicos internos (Humphreys et al., 2016; Moormeier & Bayles, 2017; Tong et al., 2015). Este
patogeno também causa intoxicagdo alimentar por liberacdo de enterotoxinas (Sergelidis & Angelidis,
2017) e sindrome de choque toxico através da liberagdo de super-antigenos na corrente sanguinea
(Bassetti et al., 2017).

Virios fatores de viruléncia foram identificados em isolados de S. aureus que estdo envolvidos
em fungdes como: (i) promoc¢do da adesdo (Fator de aglutinagdo A e proteina A) e colonizacdo
(hialuronidase) dos tecidos do hospedeiro; (ii) evasdao do sistema imune (carotendides e coagulase);
(ii1) danos ao hospedeiro (hemolisinas, leucotoxinas e leucocidina) (Dunyach-Remy, Ngba Essebe,
Sotto, & Lavigne, 2016; Hill & Imai, 2016; Koymans, Vrieling, Gorham, & van Strijp, 2016;
Moormeier & Bayles, 2017; Paharik & Horswill, 2016; Spaan, van Strijp, & Torres, 2017). Alvejar
essa variedade de fatores de viruléncia para projetar drogas ndo ¢ uma tarefa trivial (Kane, Carothers,
& Lee, 2016; Kong, Neoh, & Nathan, 2016). Esta dificuldade aumenta consideravelmente se levarmos
em conta que existem clones de S. aureus com diminui¢do de suscetibilidade a farmacos
antimicrobianos de uso clinico, alta capacidade de S. aureus de adquirir resisténcia aos agentes
antimicrobianos.

A falta de recursos quimioterapicos contra S. aureus tornou-se um problema sério em todo o
mundo, ja4 que um aumento alarmante de linhagens resistentes a diferentes classes de antibidticos
(macrolidios, quinolonas e, mais recentemente, vancomicina e oxazolidinona) também foi observado
(Das, Dasgupta, & Chopra, 2016; Foster, 2017). Devido a este panorama drastico, muitos
pesquisadores dirigiram seus esforcos para fortalecer e/ou desenvolver programas eficazes para
descoberta de drogas. Neste caso, abordagens multidisciplinares sdo usadas em vez daquelas
tradicionais baseadas apenas em métodos convencionais (como difusdo em agar e os ensaios minimos
de concentracao inibitoria). Por exemplo, algumas estratégias sdo baseadas em plataformas genéticas
como o Sistema Duplo Hibrido (explicacdo detalhada nos anexos) (Kjelstrup, Hansen, Thomsen,
Hansen, & Lobner-Olesen, 2013), phage display (Rentero Rebollo et al., 2016), visando selecionar
compostos que inibam fatores especificos envolvidos na sobrevivéncia ou viruléncia das bactérias. A

aplicacdo de tecnologias “Omics" (genOmica, transcriptdmica, protedmica, metaboldmica) também
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tornou-se popular na descoberta de agentes antimicrobianos e de novos alvos terapéuticos,
proporcionando um impulso substancial neste campo (Dominguez et al., 2017; Dos Santos et al., 2016;
Martinez, Agbale, Nomiyama, & Franco, 2016).

Os esforgos para encontrar novos alvos para a terapia indicaram que as proteinas relacionadas
a replicacao do DNA constituem um alvo antimicrobiano atraente, e consideravelmente subexplorado
até agora, dado o nimero de compostos clinicamente disponiveis que visam essa maquinaria (Sanyal
& Doig, 2012; van Eijk, Wittekoek, Kuijper, & Smits, 2017). A replicagdo do DNA ¢ um processo
executado por varias proteinas (Jameson & Wilkinson, 2017). A operagao correta desta via € decisiva
para o crescimento celular e proliferacdo (Jameson & Wilkinson, 2017). A proteina B-clamp
desempenha um papel fundamental no gerenciamento da replicacdo do DNA (Nanfara, Babu, Ghazy,
& Sutton, 2016). Em S. aureus, esta proteina € codificada por dnaN e ¢é constituida de um homodimero
que circunda o DNA e desliza ao longo do duplex, trazendo a polimerase em contato com o DNA para
garantir a processividade (Johnson & O'Donnell, 2005; Kjelstrup et al., 2013; Nielsen & Lobner-
Olesen, 2008). A B-clamp interage com muitas proteinas diferentes, incluindo DnaE, PolC, 3, PollV
(DinB), PolV (UmuC / D), Poll, MutS, MutL, DNA ligase ¢ Had (Indiani & O'Donnell, 2006; Johnson
& O'Donnell, 2005; Nielsen & Lobner-Olesen, 2008). No entanto, poucos trabalhos exploraram a f3-
clamp como alvo para descoberta antimicrobiana (Kjelstrup et al., 2013; Pandey, Verma, Dhar, &
Gourinath, 2018; Pandey et al., 2017). Com base nisso, foi construido um sistema de duplo hibrido
para a selecdo de compostos com capacidade de impedir a dimerizagdo da proteina replicativa,
resultando na selecdo de peptideos que inibiam a dimerizacdo da B-clamp de S. aureus (Kjelstrup et
al., 2013).

A proteina B-clamp confere processividade para as DNAs polimerases e outras proteinas. Atua
como um grampo, formando um anel em torno do DNA (uma reacdo catalisada pelo complexo de
carregamento de bracadeiras), que se difunde de forma independente de ATP, livre e bidirecional ao
longo de dupla hélice.

Neste trabalho, relatamos a aplicagdo do sistema de duplo hibrido para selecionar inibidores da
dimeriza¢dao da B-clamp de S. aureus a partir de extratos de plantas da Caatinga. Estes compostos
podem servir como possiveis candidatos para o desenvolvimento futuro em novas classes de
antibiodticos, bem como fornecer informagdes sobre a fungdo do processo de replicacdo de S. aureus.
Ler os anexos para observar a ordem sistematica de realizagdao das etapas da pesquisa e explicagdes

detalhadas acerca dos métodos utilizados.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 EXTRATOS DE PLANTAS DA CAATINGA

Os extratos avaliados em nosso estudo foram gentilmente providos pelo Laboratorio de
Produtos Naturais do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco. O
material das plantas foram coletados no Parque Nacional do Catimbau (PARNA do Catimbau,
Pernambuco, Brasil) em novembro de 2013. A identificacdo taxondmica foi realizada pelo Dr.
Alexandre Gomes da Silva, no Herbario do Instituto Agronomico de Pernambuco (IPA), onde cada
espécime do voucher ¢ depositado.

Os extratos aquosos foram obtidos por meio da mistura de 25 g de cada amostra (folhas, ramos,
etc.) com agua destilada em um agitador a 125 rpm durante 72 h a 25°C. Em seguida, cada extrato foi
filtrado e o sobrenadante foi liofilizado. Todas as amostras de extrato foram armazenadas a 4°C antes
da utilizac¢do. Além disso, a preparacao dos extratos organicos de Buchenavia tetraphylla foi preparada
conforme relatado por (Cavalcanti Filho et al., 2017). Ver anexos para acessar os detalhes do rastreio

fitoquimico.

2.2 SELECAO DE PLANTAS QUE PERTURBAM A INTERACAO B-CLAMP-B-CLAMP

A interacao B-clamp-B-clamp foi avaliada utilizando um sistema bacteriano duplo hibrido (BTH
— ver anexos), com base na reconstituicao da atividade da enzima adenilato ciclase (cya) de Bordetella
pertussis e clonada em Escherichia coli. Neste sistema o gene codificador da enzima cya foi dividida
em dois fragmentos disfuncionais (T18 e T25), que apenas expressam a enzima se novamente reunidos.
Cada fragmento foi entdo fundido a uma sequéncia de dnaN (codificador de B-clamp) e clonados
separadamente em dois plasmideos recombinantes (p25N-DnaN e pUT18-DnaN). Em seguida uma
linhagem mutante E. coli BTHI01 (com dele¢do no gene da enzima [-galactosidase) foi co-
transformada com os dois plasmideos recombinantes (p25N-DnaN e pUT18-DnaN). Dado a
capacidade de B-clamp formar dimeros, os fragmentos T18 e T25 serdo reunidos e a atividade de
adenilato ciclase serd ativada. Isto resultaria na produgdo da enzima [-galactosidase o que ¢
evidenciado pela formagdo de colonias azuis em placas contendo o meio Luria-Bertani (LB)
suplementado com X-gal (5-bromo-4-cloro-indolil-p-D-galactésido) (Kjelstrup et al., 2013).

Para avaliar os efeitos dos extratos na dimerizagdo de B-clamp, a linhagem BTH101 (100 pL)
foi aplicada em placas LB+X-gal e antibioticos relevantes. Cada amostra (40 uL a 50 mg/mL) foi
aplicada em orificio de 6 mm feitos nas placas LB+X-gal (5-bromo-4-cloro-indolil-p-D-galactosido).
As placas foram incubadas a 37 °C e apds 24 h o desenvolvimento de coldnias brancas foi o indicativo
da inibi¢do das interagdes B-clamp-B-clamp (Kjelstrup et al., 2013). Ver figura 1. A especificidade do
extrato ativo foi confirmada usando os plasmideos vazios (pKT25-zip e pUT18C-zip). Desenho

experimental nos anexos.
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Figura 1: Efeitos de extratos de Libidibia ferrea (extracto aquoso) e Buchenavia tetraphylla (extratos metandlicos e de
acetato de etila) sobre a dimerizacdo de B-clamp de S. aureus. (A-C): Efeitos de cada extrato no crescimento de E. coli
BTH101. (D-F): Efeitos de cada extrato em E. coli BTH101 co-transformado com plasmideos p25N-DnaN e pUT18-DnaN.
(G-I): Efeitos de cada extrato em E. coli BTH101 co-transformado com plasmideos vazios (pKT25-zip e pUT18C-zip). As
setas indicam o desenvolvimento de colénias brancas.
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2.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS ATIVOS.

A atividade antimicrobiana de extratos ativos foi avaliada pela determinacdo da concentragdo
inibitéria minima (CIM) contra S. aureus 8325-4. A diluicdo em série dupla de cada extrato foi
preparada em uma placa de 96 pogos utilizando caldo LB. Cada poco recebeu 10 pL de suspensdo
bacteriana (aproximadamente 1,5 x 108 CFU / mL). As microplacas foram incubadas a 37 © C. Apds
24 h, foram adicionados a cada pogo 50 pL de solugdo de resazurina (0,01%). As placas foram re-
incubadas durante 2 h a 37 °C, e qualquer mudanca na coloragdo de azul para rosa foi registrada como
crescimento microbiano. A concentragdo mais baixa na qual nenhuma alteragdo de cor ocorreu foi

tomada com a CIM. Ver anexos para maiores detalhes

2.4 ANALISES LC-MS/Q-TOF

Para identificar compostos potencialmente responsaveis pela atividade, os extratos ativos foram
submetidos a uma analise ndo segmentada por LC-MS / Q-TOF. A cromatografia foi realizada em um
sistema Dionex UltiMate® 3000 Quaternary Rapid Separation UHPLC + (Thermo Fisher Scientific,
Germering, Alemanha). A separagdo foi alcangada em uma coluna Kinetex 1.7u XB-C18 (100 x 2.1

mm, 1.7 um, 100 A, Phenomenex, Torrance, CA, EUA). Foi utilizado 4cido formico (0,05%) em agua
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e acetonitrila (fornecido com &cido férmico a 0,05%) como fases mdveis A e B, respectivamente.
Condigdes de gradiente: 0.0-1.0 min, 5% B; 1,0.-12,0 min, 5-40% B; 12,0-20,0 min 40-100% B, 20,0-
22,0 min 100% B, 22,0-22,5 min 100-5% B e 22,5-25,0 5% B. A taxa de fluxo da fase movel foi de
300 pL min!. A temperatura da coluna foi mantida a 30 ° C. Quatro comprimentos de onda (205 nm,
220 nm, 250 nm e 390 nm) foram monitorados por um detector UV-VIS.

A cromatografia liquida foi acoplada a um espectrdometro de massa micrOTOF-Q (Bruker,
Bremen, Alemanha) equipado com uma fonte de ions eletrospray (ESI) operada em modo de ionizagao
positiva ou negativa. A tensdo de pulverizacdo i6nica foi mantida a +4500 V ou -3900 V,
respectivamente. A temperatura seca foi ajustada para 200 °C e o fluxo de gas seco foi ajustado para 8
L min-1. O gas de nebulizagdo foi ajustado para 2,5 bar e energia de colisdo para 15 eV. O nitrogénio
foi usado como gas seco, gas nebulizador e gas de colisdo. O intervalo m/z foi ajustado para 50-1400.
O modo Auto MSMS foi utilizado para obter os espectros MS e MS/MS dos trés ions mais abundantes
presentes em cada ponto do tempo com exclusdo inteligente para incluir também ions menos
abundantes. Todos os arquivos foram calibrados com base em espectros compostos coletados de

clusters formados em Na' no inicio de cada corrida.

2.5 ESTUDOS IN SILICO
2.5.1 Estrutura dos compostos

A estrutura dos compostos selecionados foram obtidas no banco de dados PubChem Project
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Cada composto foi convertido em arquivos de 3 dimensdes (3D)

usando o Easy convert software.

2.5.2 Construcao e validacio da estrutura -clamp de S.aureus

A estrutura 3D da B-clamp de S. aureus nao esta disponivel no PDB e foi modelada pelo Swiss-
Model Automated Protein Modeling Server com configuracdes padrao (http://swissmodel.expasy.org/).
A sequéncia de aminoacidos de B-clamp de S. aureus (composto por 377 residuos) utilizada neste
estudo foi obtida no NCBI (WP_000969811.1). O servidor selecionou a estrutura 3D (obtida
experimentalmente) da B-clamp de B. subtilis (PDB ID: 4TR6) como modelo. A qualidade do modelo
de B-clamp de S. aureus selecionado foi verificada com Z-score (PROVE:
http://services.mbi.ucla.edu/SAVES/) e Ramachandran plot
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).

2.5.3 Docking molecular
Simulacdes de docking molecular para investigar a ligagcdo do composto ativo e seus derivados

para a estrutura predita de B-clamp de S. aureus. O acoplamento molecular foi realizado no servidor
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Swissdock (http://www.swissdock.ch/docking), um servico web baseado no software EADock DSS
(Grosdidier, Zoete, & Michielin, 2011). A interagcdo de todos os compostos com a enzima CYP3A4
humana também foi analisada. Para isso, a estrutura da CYP3A4 humana foi obtida a partir de PDB
(PDB ID: 5VCC).

Ver anexos para entendimento detalhado da ordem sistematicas acerca dos métodos utilizados

neste trabalho.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 EXTRATOS DE PLANTAS DA CAATINGA CAPAZES DE AFETAR A DIMERIZACAO DA B-
CLAMP EM S. AUREUS

O primeiro passo deste trabalho foi selecionar extratos de plantas de Caatinga capazes de inibir
a formacao de dimeros pela -clamp. Esta proteina é o fator promotor de processos para a maioria das
enzimas na replicagdo do DNA procariotico e sua dimerizacao ¢ essencial para a a¢ao correta (30).
Uma vez que apenas alguns compostos sdo relatados para inibir -clamp (16, 27, 28), tentamos analisar
se as plantas da caatinga poderiam ser fonte desse tipo de compostos.

As plantas da caatinga foram escolhidas uma vez que sdo cultivadas em um bioma unico,
exclusivo do Brasil, marcado por longos periodos de estiagem e altos niveis de radiacdo solar
(Rodrigues, Silva, Eisenlohr, & Schaefer, 2015). A Caatinga esta localizada no Nordeste do Brasil e
cobre cerca de 12% do territorio do pais, estendendo-se sobre grandes areas dos estados do Ceara,
Piaui, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e também uma parte do
norte de Minas Gerais. As condi¢des ambientais extremas tém influéncia no metabolismo das plantas
da caatinga (Oliveira et al., 2017) fazendo-as capazes de produzir novos compostos que sdo alvos
interessantes para pesquisa de drogas. Varios exemplos demonstram o potencial antimicrobiano dos
produtos naturais derivados das plantas de Caatinga (da Silva et al., 2013; Malafaia et al., 2017; Silva
et al., 2015).

As atividades antimicrobianas desses extratos foram confirmadas por determinagdes de CIM
(tabela 1). Entre eles, o extrato aquoso de L. ferrea mostrou o menor valor (MIC: 97,65 pg/mL),
seguido pelo extrato metanodlico (MIC: 195,31 pug/mL) e extrato de acetato de etila (MIC: 390,62
pug/mL) de B.tetraphylla. A atividade antimicrobiana de extratos e compostos de B. tetraphylla e L.
ferrea (incluindo obtidos a partir de espécimes cultivadas na Caatinga) foi relatada em outros estudos
contra S. aureus (da Silva et al., 2013; de Oliveira et al., 2012) e outros microrganismos (Cavalcanti
Filho et al., 2017; de Oliveira Marreiro et al., 2014). No entanto, até onde sabemos, esta ¢ a primeira
vez que a presenca de inibidores da B-clamp ¢ relatada para essas plantas. Além disso, evidéncias na

interferéncia na divisao celular de S. aureus e C. albicans foram sugeridas por microscopia eletronica
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para o extrato hidroalcoodlico de frutos de L. ferrea (da Silva et al., 2013) e metandlico de B. tetraphylia

(Cavalcanti Filho et al., 2017), respectivamente. Ver figura 1 apds das referéncias.

Tabela 1: Atividade antimicrobiana de extratos de Libidibia ferrea (extrato aquoso) e Buchenavia tetraphylla (extratos
metanolico e acetato de etila) contra S. aureus.

Planta Extrato MIC (pg/mL)
Buchenavia tetraphylla Metanélico 195,31
Acetato de etila 390,62
Libidibia ferrea Aquoso 97,65

3.2 DETECCAO DE BUCHENAVIANINA E SEUS DERIVADOS NO EXTRATO ATIVO DE B.
TETRAPHYLLA

A caracterizagdo quimica do extrato metanolico das folhas de B. tetraphylla revelou a presenga
de buchenavianina e seus compostos derivados (Figura 2). A buchenavianina e derivados [N-
desmetilbuchenavianina, O-desmetilbuchenavianina, N,O-bis-(desmetil)-buchenavianina] sdo
classificados como flavoalcaldides com uma porcao de piperidina no carbono 8. Flavoalcaldide é um
termo utilizado para compostos que contém tanto flavonoides como componentes alcaldides (Blair,
Calvert, & Sperry, 2017). A convergéncia de duas vias biossintéticas distintas resulta em produtos
naturais que exibem uma ampla gama de atividades bioldgicas interessantes que ndo seriam esperadas
para flavondides ou alcaldides sozinhos (Blair et al., 2017). A buchenavianina e a N-
desmetilbuchenavianina foram primeiro isoladas das folhas de Buchenavia macrophylla, enquanto a
O-desmetilbuchenavianina e a N,O-bis-(desmetil)-buchenavianina foram encontradas pela primeira
vez no fruto da mesma planta (Blair et al., 2017). Existem poucos relatos sobre aplicacdes biomédicas
de buchenavianina e seus derivados que incluem o efeito citoprotetor contra o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (Beutler, Cardellina, McMahon, Boyd, & Cragg, 1992) e inibi¢ao de
quinases com ciclina CDK1/ciclina B e CDK5/p25 pela competi¢cdo ATP (T. B. Nguyen et al., 2012).
A buchenavianina e seus derivados também foram detectados no extrato de Buchenavia tomentosa
com atividade contra espécies de Candida (Teodoro et al., 2015).

Com base nisso, decidimos selecionar buchenavianina e seus derivados para as avaliagdes in
silico. As estruturas de buchenavianina (C22H23NOs), N-desmetilbuchenavianina (C21H21NOs), O-
desmetilbuchenavianina (C21H21NO4), N,O-bis-(desmetil)-buchenavianina (C21H21NO4) e os
compostos andlogos CHEMBL2029614 (C21H21NO4) ¢ CHEMBL2029615 (C21H21NO4) foram

obtidos no banco de dados PubChem Project e sdo mostrados na figura 3.
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Figure 2: Deteccdo de buchenavianina e derivados no extrato metandlico de B. tetraphylla por LC-MS/Q-TOF em modo
positivo.

nters
<105}

F1_negaiive mode

|| |
] o h'*’l\

W [V ] L f"\ f I\
e JV &L,f‘\/\f\w/ W \L/\»\f\m,,q U\ (S AN e ~ |
108 FA_posive mode
. . ) o
Buchenaviz : derl\um-e[r
\ UL
. A A\ M\N\M . l\:\lh\\d \s

Tire fmn]

Figura 3: Estruturas de buchenavianina e seus derivados utilizados para estudos in silico. (A) Buchenavianina; (B) N-

desmetilbuchenavianina; (C) O-desmetilbuchenavianina; (D) N,O-bis-(desmetil)-buchenavianina; (E) CHEMBL2029614;
(F) CHEMBL2029615.
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3.3 VALIDACAO DO MODELO DE ESTRUTURA 3D PARA B-CLAMP DE S.AUREUS
O modelo de B-clamp de S. aureus foi predito pela modelagem de homologia usando a estrutura
da B-clamp de B. subtilis (ID PDB: 4TR6). As duas proteinas exibem 50% de similaridade em suas

sequéncias de aminoacidos (Figura 4). A estrutura modelada ¢ mostrada na figura 5. A qualidade

\
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estereoquimica do modelo previsto foi determinada pelo Z-score ¢ Ramachandram plot. O Z-score
indicou que apenas 4,5% de 4atomos ndo seguiram a distribuicdo gaussiana, o que indicou que a
estrutura predita possui um alto nivel de 4&tomos na configuracdo correta (95,5%) (Figura 6A). Além
disso, o grafico de Ramachandram (figura 6) mostrou que 96,8% e 2,6% de residuos de aminoacidos
estdo em regides favoraveis e permitidas, respectivamente (Figura 6B). Todos esses resultados
confirmaram que o modelo obtido para B-clamp de S. aureus possui qualidade estereoquimica e pode

ser usado para estudos de modelagem.

Figura 4: Alinhamento de sequéncias de aminodacidos de B-clamp de S. aureus e B-clamp de B. subtilis.

B_clamp_5_aureus -MMEFTIKRDYFITQLNDTLKATISPRTTLPILTGIKIDAKEHEVILTGSDSEISIEITIP
B _clamp_B_subtilis SHMKFTIQKDRLVESYQDY LK AVSSRTTIPILTGIKIVASDDGYSFTESDSDISIESFIP
B_clamp_5_aureus KTWDGEDIVNISETGSVYVLPGRFFVDITKKLPGKDVELSTNEQFQTLITSGHSEFMLSGL
B _clamp_B_subtilis KEEGDKEIVTIEQPGSIVLQARFFSEIVEKLPMATVEIEVONQYLTI IRSGHAEFNLNGL
B_clamp_5S_sureus DPDQYPLLPQWSRDDAIQL SV LKMYIAQTNFAYSTSETRPYLTGVNILIQENELICTA
B_clamp_B_subtilis DADEYPHLPQIEEHHAIQIPTDLLKMLIRQTVFAYSTSETRPILTGVNIWVEQSELLCTA
B_clamp_5S_sureus KALAELNK IMSDNEEDIDIF FASKNQYLFEVGHNY
B_clamp_B_subtilis KSLTELSKILDDNQELVDIVITETQWLFKAKMNY
B_clamp_5S_sureus NFISRLLEGHYPDTTRLFPENYEIKLSIDNGEFYHAIDRASLLAREGGNMVIKLSTG-DD
B_clamp_B_subtilis LFFSRLLDGNYPDTTSLIPQDSKTELIVNTEFLOAIDRASLLAREGRNMVVKLSAKPAE
B_clamp_5S_sureus ANDVEGGS LK TSFNSKYMMDALKAIDNDEVEVEFFGTMERPF
B_clamp_B_subtilis ADQIEGEELNISFSPKYMLDALKYLEGAEIRVSFTGAMRPF
B_clamp_5_aureus ILKPHGDDSVTQLILPIRTY

B_clamp_E_s=

ubtilis LIRTPNDETIVQLILPVRTY
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Figura 6: Validagdo do modelo de estrutura 3D para B-clamp de S. aureus determinado pelo Z-score (A) e Ramachandram
plot (B). Em (A) Somente 4,5% (122) atomos estdo fora da Distribuig¢@o gaussiana, indicando que a estrutura possui 95,5%
de corre¢@o. Em (B) temos ntimero de residuos na regido favorecida é 720 (96,8%), na regido permitida ¢ 19 (2,6%).
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3.4 ESTUDOS DE ANCORAGEM COM B-CLAMP DE S.AUREUS E COMPOSTOS
SELECIONADOS

A interagdo de buchenavianina e compostos relacionados com B-clamp de S. aureus foi predita
por acoplamento molecular. Swissdock apresenta os resultados em termos de FullFitness e energia
livre de Gibbs (AG) (Tabela 2). Os modos de ligagdo favoraveis foram obtidos com base na FullFitness
e na formac¢do de aglomerados. Os valores de FullFitness variaram de -4894.34 kcal/mol a -4879.57
kcal/mol. Em relagcdo ao AG estimado, os valores variaram de - 6,64 kcal/mol a -7,50 kcal/mol. O
ranking dos compostos foi realizado utilizando o valor de FullFitness como anteriormente adotado em
outros estudos (Saha, Islam, Shilpi, & Hasan, 2013). A Figura 7 mostra a visualizag¢do da ligagdo mais

energéticamente favoravel de cada composto em B-clamp de S. aureus.
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O melhor FullFitness foi encontrado para N,O-bis-(desmetil)-buchenavianina com um valor de
-4894,34 kcal/mol e AG estimado de -7,26 kcal/mol, para a interacdo mais favoravel. O analogo
CHEMBL2029615 (FullFitness = -4892,24 kcal/mol, AG estimado = -7,43 kcal/mol) e
CHEMBL2029614 (FullFitness = -4891,09 kcal/mol, AG estimado = -7,31 kcal/mol) exibiram
resultados  semelhantes aos observados para  N,O-bis-(desmetil)-buchenavianina.  O-
desmetilbuchenavianina (FullFitness = -4888.70 kcal/mol, AG estimado = -6,64 kcal/mol), N-
desmetilbuchenavianina (FullFitness = -4880.36 kcal/mol, AG estimado = -7.50 kcal/mol) e
buchenavianina (FullFitness = - 4879,57 kcal/mol, AG estimado= -7,40 kcal/mol) foram classificados
nos quarto, quinto e sexto lugares em relacdo a sua capacidade de se ligar a B-clamp de S. aureus.
Como sabemos, as reagdes exotérmicas liberam calor e logo s@o por isso capazes de estabilizar um
sistema bioquimico, em conformidade com os principios da quimica (termodindmica) e da fisica

(mecanica lagrangeana hamiltoniana)

Tabela 2: Interagdo entre -clamp de S. aureus e compostos selecionados.

Classificacdo Composto FullFitness (kcal/mol) AG Estimado (kcal/mol)
1 N,O-bis-(desmetil)-buchenavianina -4894,34 -7,26
2 CHEMBL2029615 -4892,24 -7,43
3 CHEMBL2029614 -4891,09 -7,31
4 O-desmetilbuchenavianina -4888,70 -6,64
5 N-desmetilbuchenavianina -4880,36 -7,50
6 Buchenavianina -4879,57 -7,40
|AR] |Re-R] |AFullFitness|=14.77 compare a ordem de
ordem 4,000 classificacdo com a tabela 3
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Figura 7: Docking molecular entre B-clamp de S. aureus e compostos selecionados. Os compostos séo classificados por
seus valores FullFitness. (A) N,O-bis-(desmetil)-buchenavianina; (B) CHEMBL2029615; (C) CHEMBL2029614; (D) O-
desmetilbuchenavianina; (E) N-desmetilbuchenavianina; (F) Buchenavianina. Os circulos brancos indicam a posicéo de
cada ligante.

3.5 ESTUDOS DE ANCORAGEM COM CYP3A4 HUMANO E COMPOSTOS SELECIONADOS

O citocromo P450 compreende varias enzimas que desempenham papel essencial durante o
metabolismo de compostos exodgenos, como drogas e alcool. Existem pelo menos quatro isoformas
para CYP (citocromo P450), mas o 3A4 ¢ o mais abundante no figado e aquele que mais contribui para
a desintoxicacdo do acido biliar, no término da a¢ao dos hormonios esterdides e na eliminagdo de

fitoquimicos nos alimentos e na maioria dos medicamentos (Nebert, Wikvall, & Miller, 2013; Olsen,
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Oostenbrink, & Jorgensen, 2015). Nesse sentido, ¢ importante avaliar o efeito de um novo candidato
a drogas com CYP3A4.

A interagdo de buchenavianina e compostos relacionados com CYP3 A4 humano foi predita por
acoplamento molecular (Tabela 3). Os valores de FullFitness variaram de -2217,75 kcal/mol a -2201,27
kcal/mol. Em relacdao ao AG estimado, os valores variaram de -6,82 kcal/mol a -7,09 kcal/mol. A Figura
8 mostra a visualizagdo da ligagdo mais energéticamente favoravel de cada composto em CYP3A4
humano.

O melhor FullFitness foi encontrado para N,O-bis-(desmetil)-buchenavianina com um valor de
-2217,75 kcal/mol e estimado AG de -6,86 kcal/mol, para a interacdo mais favoravel. O analogo
CHEMBL2029615 (FullFitness = -2215,91 kcal/mol, AG estimado = -7,09 kcal/mol) e
CHEMBL2029614 (FullFitness = -2213,84 kcal/mol, AG estimado = -6,98 kcal/mol) exibiram
resultados  semelhantes aos  observados em = N,O-bis-(desmetil)-buchenavianina.  O-
desmetilbuchenavianina (FullFitness = -2214,25 kcal/mol, AG estimado -7,01 kcal/mol), N-
desmetilbuchenavianina (FullFitness = -2203,70 kcal/mol, AG estimado = -6,82 kcal/mol) ¢
buchenavianina (FullFitness = -2201,26 kcal/mol, AG estimado = -7,04 kcal/mol) foram classificados
nos terceiro, quinto e sexto lugares em relagdo a sua capacidade de se ligar ao CYP3A4 humano. A
interacdo entre buchenavianine e andlogos com CYP3A4 humana foi 2 vezes menor que
buchenavianine e analogos com B-clamp de S. aureus e isto mostra que entre os dois alvos aqui
analisados (B-clamp de S. aureus e CYP3 A4 humana) os ligantes serdo atraidos preferencialmente pela
B-clamp de S. aureus o que ratifica os mesmos como viaveis inibidores do processo de replicacao do

DNA de S. aureus.

Tabela 3: Interacdo entre CYP3A4 humano e compostos selecionados.

Classificacao Composto FullFitness (kcal/mol) AG Estimado (kcal/mol)
1 N,O-bis-(desmetil)- -2217,7524 -6,8654685
buchenavianina
2 CHEMBL2029615 -2215,9163 -7,0911956
3 O-desmetilbuchenavianina -2214,2532 -7,006671
4 CHEMBL2029614 -2213,8435 -6,977535
5 N-desmetilbuchenavianina -2203,7002 -6,822664
6 Buchenavianina -2201,2568 -7,044045
|AR| |Rs-Ru] |AFullFitness|=16.4956 Mesmo ordem da tabela 2,
ordem 2,000 muda apenas na
classificacdo 3

\
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Figura 8: Docking molecular entre CYP3A4 de S. aureus e compostos selecionados. Os compostos sdo classificados por
seus valores FullFitness. (A) N,O-bis-(desmetil)-buchenavianina; (B) CHEMBL2029615; (C) O-desmetilbuchenavianina;
(D) CHEMBL2029614; (E) N-desmetilbuchenavianina; (F) Buchenavianina. As setas indicam a posi¢ao de cada ligante.

4 CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o grau de interagdo entre potenciais inibidores e a
proteina B-clamp de S. aureus por meio de ensaios microbioldgicos, quimicos e simulagdes
computacionais. A modelagem comparativa da B-clamp e a validagdo da estrutura 3D da mesma
ocorreu de forma satisfatoria (Figura 4, 5 e 6). A partir dos resultados de docking molecular (Figura 9

e 10) conclui-se que a buchenavianine isoladamente confere estabilidade se comparada com seus
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derivados e/ou analogos. Estes tltimos apresentam elementos eletronegativos (oxigénio, nitrogénio,...)
em sua estrutura, razao pela qual ocorre diminuicao da energia de ligagdo pela estabilizacdo da nuvem
eletronica. Conforme o principio de Hamilton Lagrange um sistema estavel serd sempre um sistema
com entropia negativa maxima (menor valor numérico), por uma razao que intuitivamente podemos
perceber: fenomenos com alta vibragdo interna ndo conseguem existir na natureza pois a energia de
movimento de suas particulas desagregam a estrutura. Concluimos também, das tabelas 2 e 3, que
ocorre alta interagdo (ordem de 4,800 kcal/mol) entre buchenavianine e analogos com B-clamp. Em
contrapartida, a interagdo entre buchenavianine e anadlogos com CYPE3A4 humana foi da ordem de
2,200 seguindo os mesmos principios de eletronegatividade dos elementos. Logo se conclui que a
abordagem aqui exposta promove um rastreio bioquimico racional para selecdo de ligantes com
melhores possibilidades para os testes de bancada subsequentes economizando recursos financeiros e
otimizando resultados em pesquisa e desenvolvimento de medicamentos. A combinacao de recursos
microbioldgicos, quimicos € computacionais permitiram indicar moléculas presentes no extrato das
plantas capazes de interagir com a B-clamp. A buchenavianina mostrou-se satisfatoria pelos estudos
laboratoriais e in silico aqui realizados com potencial para desenvolvimento tecnologico como
inibidora da dimerizacdo da proteina B-clamp de S. aureus e assim interromper a maquinaria de

replicagdo do DNA bacteriano durante as infec¢cdes provocadas por este patdogeno.
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