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RESUMO

O mecanismo de resisténcia mediado pela L,D transpeptidase YcbB
complexada com PBP5 em Escherichia coli permite a continuagcado da sintese da
parede celular mesmo na presenga de antibidticos B-lactamicos, possibilitando a
sobrevivéncia da bactéria mesmo sob estresse celular. Devido ao aumento do
numero de casos de resisténcia bacteriana aos tratamentos disponiveis, torna-se
evidente a necessidade em desenvolver uma melhor compreensdo sobre os
mecanismos de resisténcia e consequentemente elaborar solugdes farmacologicas
eficazes. O objetivo deste estudo & avaliar, por meio de técnicas de simulagao
computacional fundamentadas na Teoria do Funcional da Densidade (DFT) e
utilizando como metodologia o Fracionamento Molecular com Capas Conjugadas
(MFCC), as especificidades energéticas presentes na interagdo entre os
complexos YcbB-Meropenem e PBP5-Meropenem, a partir da utilizagdo das
estruturas cristalinas destas proteinas e a aplicagcdo das ferramentas inerentes ao
campo da simulagdo computacional. Para o primeiro complexo, foram avaliados 38
aminoacidos enquanto que para o sistema PBP5-Meropenem 42 aminoacidos foram
analizados. A maioria dos residuos energeticamente mais relevantes fazem parte do
bolsdo de ligagdo e os aminoacidos com maior energia atrativa estao situados a
uma distancia de até 4 A, em ambos os complexos. Os resultados obtidos indicam
maior energia de interacdo entre o meropenem e PBP5 através da interagdo dos
residuos THR243, HIS245, SER116, LYS242, GLY114 e SER139 que foram os mais
importantes. Enquanto que para o complexo YcbB e meropenem os aminoacidos
mais relevantes sdo SER526, TYR507, LEU431, ILE506, THR430 ARG407,
TRP425, PRO428. Os métodos utilizados na analise destes resultados sao arrojados
e eficientes, e os resultados analisados servem como base de fundamentacao

tedrica no desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras-chave: MFCC, DFT, ENERGIA DE INTERAGAO, YCBB, PBP5,
MEROPENEM



ABSTRACT

The resistance mechanism mediated by L,D transpeptidase YcbB complexed with
PBP5 in Escherichia coli allows a continuation of cell wall synthesis even in the
presence of B-lactam antibiotics, enabling the survival of the bacteria even under
cellular stress. Asking for an increase in the number of cases of bacterial resistance
to the treatments available, the need to develop a better understanding of the
mechanisms of resistance and, consequently, develop effective pharmacological
solutions becomes evident. The aim of the study is to evaluate, through computer
simulation techniques based on Density Functional Theory (DFT) and using
Conjugated Layer Molecular Fractionation (MFCC) as a methodology, as energetic
specificities present in the interaction between YcbB-Meropenem complexes and
PBP5-Meropenem, from the use of the crystal structures of these proteins and the
application of tools inherent in the field of computer simulation. For the first complex,
38 amino acids were obtained while for the PBP5-Meropenem system 42 amino
acids were analyzed. Most energetically more residues are part of the binding
reinforcement and the amino acids with higher energy generate situated at a distance
of up to 4 A, in both complexes. The results obtained indicate greater interaction
energy between meropenem and PBP5 through the interaction of residues THR243,
HIS245, SER116, LYS242, GLY114 and SER139 which were the most important.
While for the YcbB complex and meropenem the most relevant amino acids are
SER526, TYR507, LEU431, ILE506, THR430 ARG407, TRP425, PRO428. The
methods used to analyze these results are bold and efficient, and the results are
provided as a theoretical basis for the development of new drugs.

Keywords: MFCC, DFT, INTERACTION ENERGY, YCBB, PBP5, MEROPENEM
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1. INTRODUGAO

A luta contra a resisténcia bacteriana pode ser considerada uma verdadeira
corrida armamentista. De um lado, a ciéncia, buscando as melhores estratégias para
eliminar as bactérias patogénicas. Do outro, estdo as bactérias, microrganismos com
potencial letal desenvolvendo mecanismos adaptativos que driblam a eficacia dos

antibidticos desenvolvidos, e consequentemente evadindo a morte [referéncia).

Este padrao de interagdo evolutiva entre antibioticos e bactérias vem sendo
observado desde que os primérdios da antibioticoterapia. A descoberta e
desenvolvimento inicial da penicilina em 1929 pelo médico e bacteriologista
Alexander Fleming foi considerada o primeiro passo para a revolugdo farmacéutica
no sentido de tratar doengas infecciosas. Ao se deparar com a presenca de mofo
nas suas culturas de Staphylococcus, Fleming notou halos transparentes onde
deveriam ter crescido bactérias, com esta compreensao ele associou a presencga do
fungo a uma substancia bactericida. Posteriormente, esta substancia secretada
pelos fungos recebeu o nome Penicilina em homenagem aos fungos do género
Penicillium (Lobanovska; Pilla, 2017).

A penicilina foi um sopro de esperanga em uma época onde doencgas
infecciosas simples eram mortais, sendo a grande responsavel por impedir a morte e
complicagbes de doengas como pneumonia, sifilis, difteria, meningite e bronquite. As
décadas seguintes foram marcadas por grandes avangos, com a disponibilizagao de
novos antibidticos no mercado como a tetraciclina, eritromicina, gentamicina e

vancomicina, a era de ouro da antibioticoterapia (Adedeji, 2016).

Entretanto, apesar dos avangos inéditos e os resultados aparentemente
extraordinarios, as bactérias se mostraram resilientes. Apenas alguns anos apés o

inicio da utilizacao clinica da Penicilina, casos de resisténcia foram documentados.



Em 1944, WM Kirby identificou que alguns Staphylococcus aureus isolados de
material clinico mostravam-se resistentes a penicilina devido a producdo de
penicilinase. Em 1946, nos Estados Unidos da América, cerca de 5% de
estafilococos isolados de pacientes ou portadores eram resistentes a penicilina. Em
1949 esta resisténcia podia ser notada em 29% dos germes isolados em hospitais
norte-americanos; em 1950 atingia 50% e em 1959 era de cerca de 80% (Tavares,
2000).

Quase seis décadas depois, a ciéncia permanecia incapaz de inovar. No ano
de 2017 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) disponibilizou uma lista de
Patogenos Bacterianos Prioritarios contendo um panorama das bactérias que
representam maior grau de ameaca a saude humana (OMS, 2017). Em 2020, o
relatério anual da OMS reforga este panorama preocupante, sinalizando para
comunidade cientifica sobre o crescimento alarmante de doengas causadas por
bactérias multirresistentes, além de trazer um alerta para a necessidade de urgéncia

no avancgo de tratamentos eficazes contra estas doencgas (OMS, 2020).

A resisténcia bacteriana € um verdadeiro problema de saude publica com
potencial de atingir a populagdo em escala global, e apesar de nao se caracterizar
como doenga unica, existem previsbes sobre uma possivel pandemia causada por
microrganismos resistentes na qual podem chegar a atingir mais de 10 milhdes de
pessoas ao ano até 2050 caso medidas ndo sejam iniciadas imediatamente
(Nadimpalli; Chan; Doron, 2021 ; OMS, 2019).

Para que respostas inovadoras surjam, € necessario abranger o
conhecimento sobre o problema adotando abordagens diferenciadas que levam a
compreensao mais profunda da problematica. Em consonancia com este
fundamento, foram utilizadas técnicas quanticas de modelagem molecular para
abranger o conhecimento em torno do mecanismo de resisténcia mediado por YcbB
presente em Escherichia coli (e outras), capaz de evadir a agdo farmacoldgica de

uma grande variedade de antibidticos e promover sobrevivéncia da célula



bacteriana. Para alcancar este objetivo foram utilizados modelos biolégicos

complexos envolvendo as proteinas YcbB e PbP5, e o antibiético meropenem.
1.1 RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia bacteriana pode ser definida como a capacidade de uma
bactéria em desenvolver mecanismos capazes de burlar a eficacia de antibidticos,
consequentemente garantindo a sobrevivéncia da célula e a disseminagdo dos
mecanismos de resisténcia (Fouladkhah; Thompson; Camp, 2020). O
desenvolvimento da resisténcia depende da expressao de genes que determinam o
funcionamento e recrutamento de maquinarias bioquimicas e estruturais que

promovem falha no mecanismo de acg&o do antibiotico (Andrade; Darini, 2017).

De modo geral, a resisténcia pode ter origem intrinseca, que corresponde aos
mecanismos de resisténcia inatos da espécie, ou extrinseca (adquirida), que é
originada a partir de mutag¢des nos proprios genes ou quando ha aquisicao de genes

de resisténcia através da comunicagao entre as bactérias (Rice; Bonomo, 2005).

Didaticamente, os mecanismos podem ser classificados de acordo com a
estratégia de inativacdo do antibidtico. Sob esta ética, os principais mecanismos de
resisténcia sdo: a produgédo de enzimas que degradam ou modificam antibiéticos, a
reducdo da permeabilidade da membrana externa, sistemas de efluxo hiper
expressos, alteragao do sitio alvo (de ligagcao) do antibiético e bloqueio ou protecéo

do sitio alvo do antibidtico (Hoek et al, 2011).

As implicagdes praticas no caso de infecgbes causadas por bactérias
resistentes vao desde a dificuldade em tratar os quadros clinicos, culminando para
um prolongamento do tempo da doenga e um risco de morte aumentado, a rapida
disseminagao devido o aumento do tempo de exposigao, e do ponto de vista de
saude publica, o aumento de custos com tratamentos mais onerosos. (Luepke et al,
2017).



As bactérias que possuem genes de resisténcia, sejam eles advindos de
mutagdes ou aquisi¢des, tém vantagens competitivas em termos de sobrevivéncia.
Na presenca de antimicrobianos, as bactérias capazes de sobreviver se replicam,
resultando em uma progénie do tipo dominante na populagdo microbiana. Este é o
fundamento pelo qual se explica a selegao bacteriana ocasionada pelos antibioticos,

a principal causa da resisténcia bacteriana. (Martinez-Martinez; Calvo, 2010)

Aliado a este processo natural, a selecdo de microrganismos resistentes é
exacerbada pelo uso inadequado de antimicrobianos que representa a forgca motriz
do avancgo na resisténcia bacteriana. Estima-se que aproximadamente 50% dos
antimicrobianos prescritos sdo considerados desnecessarios, como em quadros de

infec¢ao viral ou condi¢gao ainda nao diagnosticada (Elshamy; Aboshanab, 2020).

Em ambiente hospitalar, este cenario alarmante é ainda mais potencializado.
O carater suscetivel dos pacientes em estado critico, como por exemplo os
instalados em unidades de terapia intensiva (UTIl), favorece o uso extensivo de
antimicrobianos. Em acréscimo, o contato entre enfermos propicia um ambiente fértil

para a disseminacao de bactérias resistentes aos antimicrobianos (NHI, 2011).

O desenvolvimento da resisténcia também é favorecido por comportamentos
como a ma higiene, o uso incorreto dos antibidticos pelo paciente e fatores
iniciadores de resisténcia associados ao uso exacerbado de antibidticos na

agropecuaria (Teixeira; Figueiredo; Franga, 2019; Rabello et al, 2020).
1.1.1PAREDE CELULAR DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

A parede celular bacteriana é uma macromolécula de grande complexidade e
importancia que executa papéis relativos a protecdo e sobrevivéncia da célula
bacteriana. Ao fornecer forga e rigidez, a parede celular se torna responsavel pela
manutencdo do formato da célula em um processo de neutralizagdo da pressao
osmotica interna, além de ser verdadeiramente uma barreira fisica contra agentes

externos. Devido as suas caracteristicas vitais para a sobrevivéncia da célula, a


https://www.future-science.com/doi/full/10.2144/fsoa-2019-0098

parede celular é considerada um importante alvo farmacolégico (Cavaney et al,
2021).

Em bactérias gram-negativas, a parede celular é composta essencialmente
por uma camada de peptidoglicano, lipoproteinas, uma membrana externa onde se
apresenta o lipopolissacarideo (LPS) e porinas que servem como canais para
comunicacdo do meio extracelular com o meio intracelular (Brown et al, 2015).
(Figura 1.1)

Figura 1.1: Representacgéo grafica da parede celular de bactérias gram-negativas
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Fonte: Adaptado de Cabeen;Jacobs-Wagner, 2005

O peptidoglicano é considerado o principal constituinte da parede celular,
responsavel pela forma, viabilidade e protecdo da célula. Estruturalmente, consiste
em uma macromolécula formada de muitas subunidades repetidas, ou seja, um
polimero. Esta arquitetura cria uma aspecto que se assemelha a uma malha
constituida por segmentos de acido N-acetilglicosamina (NAG) e N-acetiimuramico
(NAM) associados por ligacbes do tipo B (1 — 4) e alternados por meio de
segmentos curtos de peptideo covalentemente ligados na posigdo C3-OH do ultimo

acgucar (Figura 1.2) (Porfirio; Carlson; Azadi, 2019).



Figura 1.2. Composic¢ao e arquitetura do peptideoglicano

Fonte: Adaptada de Love et al, 2018

1.1.2 SINTESE DE PEPTIDOGLICANO

A sintese do peptidoglicano é um processo que ocorre de forma coordenada
envolvendo varias etapas complexas que se desenvolvem desde o citoplasma até o
espaco periplasmatico (Radkov Hsu; Booher; VanNieuwenhze, 2018). De modo
geral, estas etapas podem ser divididas e classificadas de acordo com a regiao no
qual o processo esta ocorrendo. A primeira etapa é citoplasmatica, envolve reagoes
enzimaticas necessarias para sintese de precursores do peptidoglicano, enquanto
que a segunda etapa ocorre na face interna da membrana plasmatica, e € destinada
a sintetizar os intermediarios ligados a lipidios e por fim, a terceira etapa que ocorre
no espago periplasmatico, considerada a verdadeira etapa de montagem na rede de

peptidoglicano (Egan; Errington; Vollmer, 2020) (Figura 1.3).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=VanNieuwenhze+MS&cauthor_id=29596002

Figura 1.3. Esquematizagéo das etapas envolvidas no processo de sintese de peptidoglicano
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Fonte: Adaptado de (Radkov; Hsu; Booher; VanNieuwenhze, 2018)

Com riqueza de enzimas, a etapa citoplasmatica € modulada pela acao de
varios exemplares da familia Mur ligase que sdo responsaveis por promover a
sintese dos precursores do peptideoglicano. O processo inicia com uma reagao
catalisada por MurA/B que promove a formacédo do acido UDP-N-acetiimuramico
(UDPMurNAc) a partir de N-acetilglucosamina (GIcNAc). As reagdes consecutivas
adicionam os peptideos L-alanina, D-glutamato, meso-diaminopimelato ou L-lisina e
D-alanil-D-alanina ao UDPMurNAc com o auxilio das enzimas MurC, MurD, MurE e
MurF (Lovering; Safadi; Strynadka, 2012). A segunda etapa inicia, didaticamente,
quando o nucleotideo de Park é reconhecido pela MraY transferase, ocorrendo a

adicao de um fosfato undecaprenil ao complexo, transformando-o em Lipidio |. Logo


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=VanNieuwenhze+MS&cauthor_id=29596002

apoés, a MurG transferase catalisa a transferéncia da fracdo GIcNAc de UDP-GIcNAc
para de lipidio I, e como resultado a obtencdo do lipidio Il. Este é finalmente
transportado para a porgado periplasmatica com auxilio das enzimas Murd, FtsW,
RodA. (Otten et al, 2018).

Em E. coli, a terceira etapa da sintese do peptidoglicano € realizada
principalmente por enzimas PBP de classes A e B que executam atividade
enzimatica de transpeptidacédo. Este processo ocorre basicamente em dois passos:
1) acilagdo mediada por serina do penultimo residuo, D-alanina, do pentapeptideo
na fita Peptideoglicano em crescimento; 2) O intermediario acil-enzima covalente &
subsequentemente desacetilado por meio de um ataque nucleofilico de uma cadeia
lateral ou grupo amino terminal do terceiro residuo, meso-DAP, L-lisina ou
L-lisina-pentaglicina, em uma fita Peptideoglicano adjacente (Figura 1.4) (Cavaney et
al, 2019).

As proteinas ligadoras de penicilina responsaveis pela etapa final da sintese
do peptidoglicano sao os alvos dos antibiéticos B-lactdmicos que atuam mimetizando
0 seu substrato o peptideo doador e bloqueia a atividade enzimatica. A inibigcao
desta etapa culmina para a desestabilizacdo da parede celular e,

consequentemente, na morte celular. (Lima; Silva; Barbosa; Barreiro, 2020)

Figura 1.4 Reagao D,D Transpeptidagdo mediada por PBPs
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Fonte: Adaptado de Mainardit et al, 2008

1.2 MECANISMO DE RESISTENCIA MEDIADO POR YceB

Sob circunstancias de estresse celular, como o causado pelos 3-lactamicos, a
E.coli entra em estado de alerta, sendo capaz de se remodelar e desenvolver uma
resposta eficiente para resistir aos efeitos farmacolégicos. O desenvolvimento de
uma via alternativa, um mecanismo de resisténcia, surge com o recrutamento de
moléculas capazes de resgatar a sintese da parede celular, gerando resisténcia de

amplo espectro a classe de B-lactamicos (Egan; Errington; Vollmer, 2020).

Como detalhado anteriormente, a biossintese do peptidoglicano €& um
processo essencial para a manutencao da parede celular e viabilidade de célula. Em
situacbes em que as células bacterianas sdo submetidas a uma alta pressao
seletiva, a via de produgao de peptidoglicano mediada por PBPs € inibida pela agao
dos B-lactdmicos, entretanto como um mecanismo alternativo, de backup, a célula
bacteriana através de uma pequena cascata de acontecimentos recruta moléculas

acessorias responsaveis pela sua sobrevivéncia (Hugonnet et al, 2016).

Na via comum, a enzima PBP1b possui duas atividades enzimaticas,
atuando como glicotransferase e D,D transpeptidase. E considerada a responsavel
pelo processo de reticulagdo da rede do peptidoglicano em situagbes de ambiente
controlado, mas na presenca de antibiéticos B-lactamicos, a PBP1 tem a sua
capacidade de D,D transpeptidase inibida pelo farmaco, atuando apenas como

glicosiltransferase. (Figura 1.5 Ae B)

Quando a inibicao mediada por farmacos ocorre, ha um aumento na sintese
de (p) PPgPP alarmona, que funciona como um marcador da resposta adaptativa
frente aos antibidticos. Esta molécula esta relacionada a diversas variagcoes
fisiolégicas envolvendo ativacdo e repressdo de genes, tradugado de proteinas e
ativacdo de enzimas, sendo intensamente associada a regulacdo da taxa de

crescimento e a resposta ao estresse (Hugonnet et al, 2016). Diante desta



circunstancia, as enzimas PBP5 e YcbB sdo recrutadas para formar o complexo de

resisténcia em associagcédo a PBP1B (Figura 1.5, c) (Cavaney et al, 2019).

O recrutamento dessa maquinaria torna possivel a continuagado do processo de
polimerizagdo de peptidoglicano. As enzimas YcbB e PBP5 assumem o papel da
PBP1 quanto a fungao de carboxipeptidase que passa a ser mediada pela PBP5 e

transpeptidase que se torna responsabilidade da YcbB (Cavaney et al, 2019).

A reacao de carboxipeptidacdo ocorre com a remoc¢éo do D-Ala5 terminal por
PBP5, gerando um produto que é o substrato de tetrapeptideo de glicano doador
para YcbB que por fim catalisa uma transpeptidagao do tipo L-D para formar uma
ligacdo cruzada DAP3 doador -DAP3 receptor (Figura 1.5, d e ) (Hugonnet et al,
2016)

Figura 1.5. Etapas da formacao do complexo e mecanismo de resisténcia mediado por YcbB
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Fonte: Adaptado de Cavaney et al, 2019

No que diz respeito a estrutura do peptidoglicano, a diferenca primordial entre
a via comum de sintese mediada por PBPs e a via alternativa mediada por YcbB é o
tipo de ligacao cruzada resultante da reagdo. No primeiro caso, as ligagdes sao
essencialmente do tipo tipo B (1 — 4), enquanto que na via alternativa as ligacdes
cruzadas sao do tipo 3—3 (DAP3 doador-DAP3 receptor) (Figura. 1.6) (Egan;
Errington; Volimer, 2020).



Outra caracteristica inerente as L,D transpeptidases, € que de um modo
geral, ndo sao inibidas pela vasta maioria dos antibidticos B-lactamicos, com
excecao de uma pequena fragao de antibiéticos da classe dos carbapenémicos. Em
suma, quando as DD-transpeptidases sao inibidas, E. coli muda seu modus operandi
relacionado a sintese de peptidoglicano e usa seu sistema de reparo de
peptidoglicano para crescer com um peptidoglicano totalmente funcional e reticulado
por uma enzima capaz de resistir a maior parte do arsenal [(-lactamico

(Biarrote-Sorin et al 2006).

Figura 1.6. Reagédo L,D Transpeptidagdo mediada por YcbB
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Fonte: Adaptado de Mainardi et al, 2008

1.2.1 L,D TRANSPEPTIDASE YCBB

A YcbB é uma proteina soluvel encontrada na parede celular da bactéria
gram-negativa E.coli e tem como principal fungdo atuar na transpeptidacéo de
aminoacidos durante o processo de sintese do peptidoglicano, especialmente em
situacdes de estresse celular (Cavaney et al, 2019). Pertence a familia das L,d
transpeptidases, que compartilham regides conservadas contendo histidina e
cisteinas que estdo relacionadas as suas atividades enzimaticas. Exemplares de

proteinas desta familia podem ser encontradas em variadas espécies de bactérias



como Mpycobacterium tuberculosis, Enterococcus faecium, Salmonella enterica e
Citrobacter rodentium. (Lecoq et al 2013; Dubeé, 2012; Aliashkevic; Cava, 2021)

A atividade enzimatica da YcbB & dependente da sinalizagao intracelular
ocasionada pelo aumento de tetrafosfato de guanosina e pentafosfato de guanosina
(referidos coletivamente como (p) ppGpp ou alarmones) em resposta ao estresse.
Esta regulagado favorece o recrutamento da YcBb associada a proteina ligadora de
penicilina 5 (PBPS) que ocasiona uma resposta adaptativa eficiente capaz de evitar

a agao de uma largo espectro de antibioticos (Aliashkevic; Cava, 2021).

Para obter compreensdo de como a YcbB interage e funciona a nivel
molecular, € necessario entender o seu comportamento estrutural. Por isso, através
de andlises realizadas com homologia foi possivel categorizar e observar varias
regides de conservagao genética dentre a familia das L,D transpeptidases e ainda
assim, a YcbB exibe algumas caracteristicas inerentes e exclusivas (Cavaney et al,
2019).

De forma geral, a sua estrutura pode ser dividida em trés grandes dominios € um
subdominio. O dominio de sustentacdo (scaffold), dominio de interagdo com o
peptidoglicano e dominio catalitico. Cada dominio apresenta caracteristicas
estruturais especificas que culminam no desempenho das suas funcgdes

correspondentes na enzima (Figura 1.7) (Caveney et al, 2019).

O dominio de sustentagdo (scaffold) é exclusivo da familia YcbB dentro das
L,D transpeptidases, por isto podem existir fungdes especificas ou atividades
regulatérias ainda desconhecidas, entretanto ha evidéncias do seu papel crucial na
interacdo proteina-proteina como no caso da formagado do complexo de resisténcia
entre YcbB, PBP5 e PBP1b (Huggonet et al, 2016). Sua composi¢ao estrutural esta
organizada em dez hélices formando um feixe helicoidal com duas destas hélices se

comunicando com os outros dominios (Figura 1.7, |) (Caveney et al 2019).

A YcbB interage com o peptideoglicano através de um dominio proprio

arquitetado em uma configuragdo no qual forma um pequeno feixe triélico


https://febs.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Aliashkevich%2C+Alena
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Aliashkevich%2C+Alena

antiparalelo com uma regido elastica entre a primeira e a segunda hélices
relativamente conservada aos dominios de ligagcado de PG (Figura 1.7, IlI) (Caveney
et al, 2019).

O dominio catalitico contém o sitio de reacdo com a presen¢a de um motivo
contendo uma cisteina (Cys528) e uma histidina (His509) conservadas nesta regiao.
A dindmica catalitica que ocasiona o ataque nucleofilico responsavel pela
transpeptidacdo é proveniente da interacdo desses residuos com o alvo. Em sua
perspectiva estrutural, adota uma conformacdo candnica caracteristica de L,D
transpeptidase, formando uma fenda entre os locais de contato com o residuo
doador e receptor formado de folhas beta dispostas em forma de concha e a-hélices
15 e 16 situadas na fenda (Figura 1.7, Ill) (Cavaney, 2019).

O subdominio fica situado logo acima do dominio catalitico com a fungao de
fornecer flexibilidade inerente durante as fungdes na entrada, cobertura e liberagéao
do substrato (Gokulan et al, 2018). E composto por uma pequena folha beta de trés
fitas ($6,8,7) e uma a-hélice (Figura 1.7, IV) (Caveney et al, 2019).

Figura 1.7. Diagrama topologico da YcbB: Divisdo da proteina em 4 regides referentes ao dominio |

de sustentacdo, dominio Il de interagdo com o peptidoglicano, dominio Il catalitico e IV subdominio.
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Fonte: Adaptado de Cavaney et al, 2019

1.2.2 PROTEINA LIGADORA DE PENICILINA 5 (PBP5)

Atualmente se tem conhecimento de doze proteinas ligadoras de penicilina
(PBPs) em E.coli, sendo que apenas quatro tém funcdes fisioldgicas conhecidas,
estas sdo caracterizadas pelo alto peso molecular, sédo as PBP 1a, 1b, 2 e 3. Em
oposicao a isto, as PBPs de baixo peso molecular, incluindo a PBP5, ainda ndo tém
funcdes fisioldgicas bem definidas, embora o conhecimento sobre suas capacidades

enzimaticas seja mais elaborado (Nelson; Young, 2000).

Dos atributos conhecidos da PBP 5, € possivel citar a sua atividade
enzimatica como D,D-carboxypeptidase, que promove a remog¢ao do residuo de
alanina terminal da cadeia lateral de pentapeptideo de peptidoglicano (Nelson;
Young, 2001). O mecanismo pelo qual essa fungdo é desempenhada é comum a

outras PBPs e ocorre por meio da acilagao de um sitio ativo de serina pelo substrato



de peptideo, seguido por desacilagao hidrolitica deste intermediario de acil-enzima

para completar a remogao da alanina (Sauvage et al, 2008).

Estudos realizados por Nelson e Young (2000) demonstraram que a PBP5
também desempenha um papel importante na sintese e manutencao da formato da
célula bacteriana, as conclusbes sdo frutos do experimento no qual bactérias
expressando PBP5 de forma normal produziam células com o formato previsto,
enquanto mutantes sem PBP 5 produziram células com didmetros, contornos e

caracteristicas topologicas alteradas.

Em acréscimo as principais caracteristicas, a PBP5 se comporta de forma a
resistir a agao de B-lactamicos, sendo inibida apenas em concentracdes elevadas do
farmaco (Montealegre et al, 2016). A baixa afinidade pode estar ligada a mutagdes
pontuais no dominio C-terminal (Zhou et al, 2015) porém ainda é necessario mais
estudos envolvendo a analise de sequenciamentos para determinar com exatiddo as

mutacdes envolvidas.

No que diz respeito a estrutura da PBPS, pode ser dividida em dois dominios
principais. O dominio | € compartilhado com todas as PBPs e todas as B-lactamases
baseadas em serina formada por uma proporcao equivalente de a-hélices e folhas 3
tem sua fungao relacionada a atividade de peptidase, e também responsavel pela
ligacao aos B-lactdmicos (Sauvage et al, 2008). O dominio Il € unico para PBP 5 e é
formado por um sanduiche de duas folhas antiparalelas, uma de trés fitas e a outra

de duas fitas, chamado de dominio c-terminal (Nicholas et al, 2003).

A associacédo da PBP5 com a YcbB durante o resgate da sintese do
peptidoglicano € indispensavel para o sucesso da sobrevivéncia da célula
bacteriana. Por isso, a avaliagdo da influéncia energética da PBP5 neste processo

também foi alvo de analise neste estudo.



1.2.3 MEROPENEM

O Meropenem, desenvolvido durante a década de 1980, representa
mais um avanco na quimica estrutural dos carbapenémicos. E um antibacteriano
com carater bactericida, de amplo espectro, administrado por via intravenosa com
excelente atividade contra uma ampla gama de bactérias, incluindo muitos

patdgenos Gram-positivos e Gram-negativos (Drusano, 1997)

Pertence a classe dos B-lactdmicos, no grupo dos carbapenémicos, e sao
caracterizados pela estrutura basica contendo o nucleo B-lactamico responsavel pela
ligagdo as PBPs e seu derivado de Tienamicina com cadeia pentaciclica néo
saturada ligada a um atomo de carbono que caracteriza o anel carbapenémico

(Salmon-Rousseau et al, 2020).

O meropenem pode ser dividido em regides que favorecem sua agao
biolégica, como por exemplo, a porgao hidroxietil na configuragédo trans que confere
estabilidade a serina B-lactamases, o anel B-lactama que fornece alta afinidade para
proteinas de ligacdo as PBPs, o nucleo de carbapenem que € associado a um
espectro antibacteriano ultra-amplo, o grupo C1 metil melhora a estabilidade a
desidropeptidase-l renal e porgdo C2 aumenta a atividade contra patégenos
Gram-negativos, e também pode ser responsavel pela boa tolerabilidade do sistema

nervoso central de meropenem. (Drusano, 1997)

No que concerne a agao farmacoldgica, o meropenem se liga as proteinas de
ligagdo a penicilina (PBPs), e age como um substrato que imita o peptideo doador e
inibe irreversivelmente as enzimas por meio da acilagao de longa duragao da serina
catalitica culminando para inibicdo da parede celular e consequente morte da célula

bacteriana (Zandi ; Townsend, 2021).

Dentre os diversos farmacos constituintes do grupo dos B-lactdmicos, o
meropenem é um dos unicos que demonstra capacidade inibitéria para as enzimas
da via alternativa mesmo que em alta concentragcao (Hugonnet et al, 2016). Devido a

este fator, o meropenem foi escolhido como ligante para as enzimas YcbB e PBP5



em um estado de cocristalizagdo com o objetivo de avaliar a importancia da relagéo
entre a sua estrutura e as enzimas, bem como de que maneira essa interacao
acontece e pode ser crucial para o entendimento e desenvolvimento de farmacos

mais direcionados e especificos.
2. MODELAGEM MOLECULAR

A modelagem molecular compreende aos métodos tedricos e abordagens
computacionais utilizadas no estudo da estrutura e do comportamento das
moléculas, que podem variar de pequenos sistemas quimicos a grandes moléculas
bioldégicas ordenados pelas leis fisicas que regem os atomos e moléculas (Drews,
2000). Uma das maiores contribuicbes relacionadas a modelagem molecular é a
elucidagao das interagbes que permeiam as moléculas em grau atébmico, devido a
isto é possivel representar e estudar reagdes quimicas, manipular estruturas e
compreender os mecanismos envolvidos na interagao entre ligante-receptor (Kuntz,
1992).

A compreensdo da dinamica envolvendo as interagdes moleculares torna
possivel a aplicagcao de diversas ferramentas no campo da biologia estrutural, como
€ 0 caso do processo de desenvolvimento de novos medicamentos. Esta area do
conhecimento comumente se beneficia da modelagem molecular, pois os recursos
como tempo e custos sao otimizados, os resultados apresentam excelente acuracia,
e consequentemente as chances de sucesso farmacoldgico sao elevadas (Barreiro
et al, 1997).

Dentro do contexto da modelagem molecular, a escolha da metodologia
computacional vai depender de fatores como: a complexidade do sistema, que tipos
de informagdes sdo almejadas, qual a qualidade dos recursos disponiveis tais como
poder computacional e o limite de custos (Mendiata-moreno et al., 2015). Estes
métodos vao variar essencialmente quanto a natureza do campo de forga, ou seja,

do conjunto de fungbes de energia e parametros numéricos associados e podem ser



categorizados em métodos da mecéanica molecular, ab initio e semi-empiricos

(Barreiro et al, 1997).

Os métodos envolvendo mecéanica molecular se baseiam na visdo classica
que calculam a estrutura e energia da molécula levando em consideragdo o
movimento do nucleo, assumindo que os elétrons possuem uma distribuicdo 6tima,
uma vez que a posigcao do nucleo é conhecida. Neste caso, o campo de forca
empregado é constituido pelo somatério de termos de energia relacionados as
posicdes de equilibrio do sistema como distédncias de ligagdo, angulos de ligagao,
distancias de van der Waals e ligagdes hidrogénio. Neste tipo de abordagem, uma
das maiores vantagens € a velocidade de processamento na avaliagdo de sistemas

moleculares complexos (Barreiro et al, 1997).

Os métodos em mecanica quantica, também conhecidos como ab initio,
permitem maior precisao nos resultados, além de fornecerem dados sobre a
estrutura eletrébnica, que ndo é considerada na mecanica molecular. A utilizacao
desta metodologia no presente estudo através da Teoria do Funcional da Densidade
(DFT, do inglés Density Functional Theory) tem o intuito de calcular as
propriedades dos sistemas a partir da resolugdo da equagdo de Schrddinger,
fundamentada pelo teorema de Kohn-Sham que permite a determinagao do
numero total de elétrons e determina o potencial externo através da obtencgao da
densidade eletrénica do sistema (Custodio; Custostio; Creatto, 2012). A utilizagdo do
da DFT favoreceu o desenvolvimento de estratégias computacionais com o objetivo
de obter as energias, estrutura e propriedades de atomos e moléculas com um custo

computacional relativamente baixo (Sgrignani; Magistrato, 2013).

Os métodos semi-empiricos sdo baseados no mesmo formalismo dos
métodos ab initio com adicdo do ajuste na parametrizacdo para dados
experimentais, e como consequéncia, € possivel obter resultados com acuracidade
quimica elevada e alta velocidade dos métodos de orbitais moleculares (DEWAR et
al, 1985)



As diversas possibilidades dentro do universo da modelagem molecular nos
permitem acessar um potencial magnifico que vai desde a compreensdo dos
mecanismos basicos das moléculas até a elaboragao de farmacos que possam atuar

com eficacia nestes processos.
3. JUSTIFICATIVA

A parede celular desempenha funcbes de vital importancia para a
sobrevivéncia da célula bacteriana. Devido a isto, enzimas responsaveis pela

sintese de peptideoglicano se tornam excelentes alvos farmacoldgicos.

Atualmente contamos com um numero limitado de farmacos que visam a
inibicdo da sintese da parede celular, aliada a essa deficiéncia, as bactérias
apresentam a capacidade de performar sob condi¢des de presséao seletiva, langando
mao de mecanismos de adaptacdes que driblam os farmacos, culminando para a

sobrevivéncia celular e propagagdo do mecanismo de resisténcia.

A enzima YcBb é um exemplo de componente chave que, pressionado pelo
estresse celular causado pelos B-lactamicos, atua em uma via alternativa na
biossintese do peptidoglicano. A partir do desenvolvimento deste mecanismo e
consequentemente o progresso da produg¢ao da parede celular, a bactéria consegue
evadir a agao de boa parte do repertorio farmacoldgico resultando na sobrevivéncia
da bactéria. Entretanto, alguns farmacos da classe dos carbapenémicos, como o
Meropenem, apresentam poder inibitério contra a YcbB e podem ter sucesso em

bloquear sua atividade.

Ao considerar a situagcao epidemioldgica, a escassez de novos farmacos com
alta especificidade, e a constante adaptabilidade das bactérias em relagao ao stress
seletivo causado pelos antimicrobianos, se torna evidente a necessidade de colocar
foco no avancgo da ciéncia na direcao de solucdes mais rapidas e mais assertivas. A
urgéncia silenciosa de um bom plano de contengcdo para uma nova pandemia é

ensurdecedor. A partir desta percepgao, o uso de métodos da Mecanica Quantica



podem nos trazer um excelente angulo a se explorar no estudo de novas

abordagens farmacologicas.

A ideia central deste trabalho € avaliar, mapear e descrever como interage o
complexo formado pela YcbB - a enzima responsavel pelo mecanismo alternativo; o
meropenem - um dos poucos farmacos capazes de inibir YcbB; e PBPS - que
interage tanto com o meropenem quanto com a YcbB. A compreensdo deste
mecanismo pode esclarecer os aspectos necessarios para o design de novos
farmacos mais especificos e potentes. Em acordo com isso, a simulagao quantica
utilizando DFT, torna possivel a avaliagao dos aspectos moleculares desta interacao,
mostrando ser uma grande ferramenta no avango de solu¢des contra o problema da

resisténcia bacteriana.



4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é apresentar e descrever um panorama das
interagdes quanticas do complexo L,D Transpeptidase YcBb, PBP5 e Meropenem.
Desta forma, identificar e avaliar os residuos de maior importancia bem como as

singularidades que envolvem o complexo farmaco-proteina.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar as energias de interacdo entre os residuo das proteinas
responsaveis pela biossintese da parede celular e o seu inibidor, o farmaco

meropenem

e Descrever, com base na Teoria da Densidade Funcional (DFT), as
interagbes mais importantes entre os complexos avaliados, caracterizando
os tipos de interacdo que acontecem e avalia-los de acordo com a sua

importancia.

e Realizar uma comparagao dos dados obtidos com os dados descritos na

literatura



5. MATERIAIS E METODOS
5.1 OBTENGAO DAS ESTRUTURAS CRISTALINAS

A analise das estruturas tridimensionais de macromoléculas bioldgicas
permite uma compreensao profunda da funcédo da proteina e o seu funcionamento
interno. A disponibilidade de estruturas com resolugbes atdbmicas torna esta
abordagem uma ferramenta valiosa dentro da biologia moderna (Dessau; Modis,
2011).

A primeira etapa do processo de analise € a obtencdo das estruturas
cristalograficas realizada através do acesso e busca no banco de dados Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics — Protein Data Bank (RCSB/PDB) que
disponibiliza de forma gratuita para a comunidade cientifica uma grande variedade
de cristais. Neste trabalho, as estruturas utilizadas para analise, pode ser
encontradas sob os codigos (resolugdo) 6NTW (2.76 A), que compreende a
estrutura tridimensional da proteina YcbB cocristalizada com o meropenem (Figura
5.1 A), e 6NTZ (2.20 A), estrutura tridimensional do complexo formado entre a PBP5

e o meropenem (Figura 5.1, B) (Cavaney et al, 2019)



Figura 5.1: Estruturas cristalograficas das enzimas A) YcbB cocristalizada com o ligante Meropenem
(amarelo) sob o codigo 6NTW b) PBP5 cocristalizada com o ligante Meropenem (amarelo) sob o
codigo 6NTZ

Fonte: Figura elaborada pela autora

Em posse desta informacao, o processo de otimizacio € iniciado como uma
etapa pré-analitica que visa o aprimoramento das estruturas cristalinas, no qual ha
adicbes de atomos de hidrogénio e cadeias laterais de aminoacidos omitidos em
consequéncia das limitagcdes do processo de difracdo de raio X, desta forma,
proporcionando uma estrutura mais aprimorada para analise. Nesta etapa, a
utilizacdo do campo de forga classico CHARMM (Chemistry at Harvard
Molecular Mechanics) € imprescindivel, em virtude da sua capacidade em descrever

processos moleculares organicos com exatiddo (Momany; Rone, 1992).



5.2 METODO DE FRACIONAMENTO MOLECULAR COM CAPAS CONJUGADAS

O fracionamento molecular com capas conjugadas (MFCC) é um método cujo
o objetivo é fracionar, a nivel molecular, as energias de interagdo entre moléculas
para obter a energia total do complexo através das somas das energias individuais.
(Zhang; Zhang, 2005). De forma simplificada, esse processo ocorre de maneira que
a porcao da proteina que interage com o farmaco seja mapeada, fracionada e
analisada levando em consideragdo os valores energéticos da interagéo. ( Bezerra

et al, 2019).

O método consiste em dividir virtualmente a proteina a partir de rupturas nas
ligagdes peptidicas visando isolar o aminoacido de interesse, logo apds esta quebra
ocorre a adicdo das capas, onde antes existiam as quebras. As capas sdo os
aminoacidos anterior e posterior ao aminoacido de interesse, e esta adicdo se
justifica na necessidade de preservar das propriedades da ligagao de valéncia, e na
medida do possivel, a mimetizagdo do ambiente protéico em torno da porcao
fragmentada (Zhang; Zhang, 2003)

Os componentes envolvidos na analise da energia sdo decompostos em L se
referindo ao ligante, Ri representando residuo de aminoacido e C para capas

conjugadas na seguinte equacgao:

EI(L-R)=E(L+CyiRiCi1)—E( +CyiCi1)—E(C1iRi Ciy) +
E (CT—J' CI'+]’)
Eqg.(1)

O primeiro termo, E(L + C,; R, C,;), se refere a energia total do sistema
formado pelo ligante, residuos e capas ; o segundo termo, E(L + C,; C. ), é a
energia total do sistema formado pelas capas e pelo ligante. Além disso, o terceiro
termo, E(C,,Ri C.,,), € a energia total do residuo com as capas, enquanto o quarto e

ultimo, E(C,. C,,4), € a energia das capas.



Apds a etapa de fragmentagdo, a realizagdo dos calculos de energia foi
realizada através do software Gaussian (G09), dentro do formalismo da DFT,
utiizando o modelo de gradiente de aproximagédo generalizado (GGA) com o
funcional de densidade com corre¢cao de dispersdo associado do tipo B97D e o

conjunto de bases cc-pvtz (Grimme, 2006).

Outro fator importante a ser levado em consideragdo € o ambiente
eletrostatico do qual aquela proteina faz parte e como isso pode influenciar as
moléculas envolvidas no complexo (Cossi et al, 2003). Para representar o ambiente
em torno do fragmento com maior acuracia, os resultados foram obtidos usando

modelo com constante dielétrica € igual a 20 e 40.

Para garantir que todas as ligagdes importantes sejam avaliadas, foi
estabelecido um limite para o numero de residuos de aminoacidos a serem
investigados através da criagao de esferas imaginarias a partir do bolsédo de ligagao,
contendo dentro delas todos os aminoacidos que estdo a uma distancia especifica
do ligante. A medida que os raios vdo se distanciando do bolsdo de ligagdo, é
possivel notar um padrdo de decréscimo de energia de interagao condizente com a

relevancia dos aminoacidos para aquela ligagao.



6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como previamente exposto, a proteina YcbB €& a enzima que catalisa a
reacao de transpeptidacdo do peptidoglicano durante o desvio da biossintese da
parede celular em situacbes de estresse, como o0 causado pelos antibidticos.
Associada a PBP5, formam um complexo de resisténcia que viabiliza a
sobrevivéncia da célula, mesmo na presenca da maior parte do arsenal de
B-lactamicos disponivel. Entretanto, existem evidéncias que alguns exemplares da
classe dos carbapenémicos, como 0 meropenem, possuem potencial inibitorio neste

complexo (Hugonnet et al, 2016).

A expansao do conhecimento em torno desta dindmica de interagdo estrutural
e molecular no complexo proteina-farmaco pode elucidar os fatores que levam ao
mecanismo de resisténcia e as caracteristicas peculiares que levam a inibigcao
ocasionada pelo meropenem. Diante da aquisigdo destas informacgdes, € possivel

dar um passo em dire¢gao as melhores alternativas farmacolégicas.
6.1 CARACTERIZAGAO DOS DADOS CRISTALOGRAFICOS

As interagcdes moleculares ocorrem em pH especifico e podem tolerar
pequenos desvios em torno dele, por esta razdo o conhecimento detalhado da
natureza dos estados fisicos das proteinas e seus ligantes permite a obtengdo de
resultados confiaveis. Quando submetido ao pH cristalografico de 7,5 o meropenem

apresenta cargas +1 e -1, gerando em uma conformacéao geral neutra.

Para uma melhor visualizagdo dos aspectos estruturais e posterior descricao
das interagées moleculares, o meropenem foi submetido a uma fragmentacgao virtual
que levou em consideragao os grupamentos funcionais ligados a fungéo bioldgica do

farmaco (Figura 6.1). As trés divisbes compreendem as regides |, Il e Ill.

Na regido |, encontra-se o anel B-lactamico, responsavel pela alta afinidade
para proteinas de ligacdo as PBPs. A regido Il estda associada ao espectro

antibacteriano ultra-amplo e fornece ao meropenem uma vantagem a bactérias



gram-negativas. Na regido lll, é possivel verificar o radical responsavel pela
diferenciagdo entre o meropenem e o0s outros farmacos do grupos dos

carbapenémicos (Figura 6.1) (Drusano et al, 1997).

Quanto ao potencial eletrostatico que esta representado na figura 6.2 é
possivel notar que o meropenem apresenta, de maneira global, uma caracteristica
mais eletropositiva (verde). Porém ha algumas pequenas areas que apresentam
uma caracteristica levemente mais eletronegativas (vermelho) em comparagéo aos

outros atomos da estrutura devido a presenca de oxigénios.

Figura 6.1: Ligante meropenem subdividido em regides funcionais: regido | promove alta afinidade
para proteinas de ligacdo as PBPs, regido Il associada ao espectro antibacteriano ultra-amplo e

regido lll relaciona-se ao radical meropenem.




Fonte: Figura elaborada pela autora

Figura 6.2: DFT projetada em uma isosuperficie de potencial eletrostatico

Fonte: Figura elaborada pela autora

6.2 ENERGIA TOTAL DA LIGAGAO E CONVERGENCIA

Toda interagdo que ocorre entre uma proteina e um farmaco requer energia, e
esse dado pode ser medido e qualificado. Os aminoacidos responsaveis pelas
interacbes mais fortes podem ser analisados, e um mapeamento do sitio ativo
quanto a afinidade, atratividade e repulsdo podem ser demonstrados de forma

eficiente com as ferramentas adequadas.

Para analisar a energia total do complexo é necessario segmenta-lo e avaliar
individualmente cada residuo, percebendo n&o apenas o valor energético destas

interagbes, mas as especificidades das forgas por tras desta energia. Desta forma,



€ possivel identificar quais aminoacidos contribuem mais expressivamente e quais

sao menos importantes no contexto de interagcado entre as moléculas do complexo.

De acordo com este principio, ao analisar individualmente as interagdes de
cada aminoacido pode-se incorporar suas energias e assim obter o valor total da
energia de ligagdo. Para complexo Ycb-Meropenem, 38 aminoacidos foram
avaliados, obtendo a energia total de -17,58 Kcal/mol, enquanto que no complexo
PBP5-meropenem, a contribuigdo energética foi proveniente de 42 aminoacidos com

valor de energia de -45,84 Kcal/mol.

Os aminoacidos mais proximos a regido de interagdo com o farmaco possuem
valores energéticos mais altos, a medida que os aminoacidos se distanciam deste
bolsdo existe uma tendéncia natural a diminuir a energia. Em um dado momento,
esta variacdo energética entre raios nao ultrapassa o valor de 10%, fenémeno
chamado de convergéncia. A convergéncia acontece em distancias especificas para
cada complexo proteina-ligante. Neste estudo, tanto o complexo YcbB-Meropenem
quanto o PBP5-Meropenem atingiram o critério de convergéncia a partir do raio 5 A

(Figura 6.3, A e B respectivamente).

Utilizando os resultados provenientes da analise dos residuos calculados
levando em considerac&o a constante dielétrica igual a 40 (¢ =40) foi possivel avaliar
caracteristicas proprias dos aminoacidos, suas contribuicbes energéticas, as
distancias e os tipos de interacdes. A escolha desta constante para a analise de
dados se justifica na sua capacidade de representar o ambiente solvatado proteico
com melhor estabilidade promovendo maior acuracia no valores das energias de
interagdo quando comparadas a valores mais aproximados do vacuo

(Ryde;Soderhjelm, 2016).



Figura 6.3: Grafico de convergéncia contendo aminoacidos relevantes para o montante energético A)

complexo YcbB-Meropenem B) complexo PBP5-Meropenem
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Fonte: Figura elaborada pela autora



6.3 ENERGIA E INTERAGOES DOS PRINCIPAIS AMINOACIDOS DO COMPLEXO
YCBB - MEROPENEM

Os aminoacidos sédo as unidades basicas de uma proteina que devem estar
dispostos na ordem correta para que a proteina seja enovelada de maneira
apropriada e desempenhe sua fungdao sem intercorréncias. Além disso, cada
aminoacido tem sua peculiaridade estrutural, polaridade e potencial de formar

interagdes intermoleculares (Broer; Broer, 2017).

Dada as caracteristicas inerentes dos aminoacidos e sua capacidade de
realizar interagdes, neste estudo foram analisados residuos do complexo
YcBb-Meropenem, dentre eles, os que se revelaram mais energeticamente
relevantes (figura XXX) foram os seguintes SER526 (-2,57 Kcal/mol) > TYR507
(-2,50 Kcal/mol) > LEU431( -2.46Kcal/mol) > ILE506 (-2,09 Kcal/Mol) > THR430
(-1,96 Kcal/mol) > ARG407 (-1,30 Kcal/mol) > TRP425 (-1,12 Kcal/mol) > PRO428
(-1,02 Kcal/mol) (figura 6.4) Todos se ligaram aos grupamentos presentes na regiao
l.

Figura 6.4: Painéis graficos mostrando os residuos mais relevantes em relagéo a contribuigao das

interacde YcbB-Meropenem em vermelho.
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Fonte: Figura elaborada pela autora.

O residuo que se destacou por apresentar maior energia de interagdo com o
ligante foi a Ser526 ( -2,57 Kcal/mol) no raio 2,5 A interagindo com a regido | do
ligante através de ligagdes de hidrogénio nao convencional (em verde) e

dipolo-induzido (em rosa) como pode ser visto na Figura 6.5.

A ligacado de hidrogénio desempenha papel na estabilizacdo das moléculas do
complexo, o que torna a analise deste tipo de interacdo de grande valia para a

pesquisa farmacéutica (Guzman-Afonso et al, 2019).

O aminoacido Tyr507 ( -2,50 Kcal/mol) no raio 3 A, foi o residuo que
apresentou a segunda maior energia de interagado. De acordo com NA Cavaney, este
residuo apresenta grande importancia no processo de acetilagao e desacetilagdo da
enzima, pois fica situada no interior do sitio ativo e atua reduzindo a energia de
ativacdo necessaria para reacao por estabilizar o estado de transicdo do
mecanismo. Desta forma, favorece a fungéo enzimatica. Outro residuo considerado
importante € o 11e506 que por meio de ligagdes de hidrogénio ndo convencionais
favorece a estabilizagcdo do complexo (Cavaney et al, 2019). As contribuigdes
energéticas sado provenientes principalmente de ligacbes de hidrogénio nao

convencionais (verde) e dipolo induzido (rosa) (Figura 6.5)



Figura 6.5: Aminoacidos Ser526, Tyr507 e 1le506 da proteina YcbB interagindo com a porgédo do

ligante meropenem através de ligagdes de hidrogénio ndo convencionais (verde) e interagdes do tipo

dipolo-induzido (rosa) .

ILES06

Fonte: Figura elaborada pela autora

Os residuos Leu431 (-2.46Kcal/mol), Trp425 (-1.12Kcal/mol), Pro428
(-1.02Kcal/mol) agem estabilizado o complexo através da formacdo de um bolséo
apolar a partir de ligagdes hidrofébicas que se liga ao C1 do grupo metil no
meropenem. A Leud431 interage com o meropenem majoritariamente através
dedipolo-induzido (rosa) (Figura 6.6). Enquanto que o Trp425 apresenta certo grau
de influéncia naeducao do pKa do Tyr507, através da interagdo com a Lys497 dentro
do sistema (Cavaney et al, 2019). A sua interagcdo com o meropenem se da por
meio de ligagbes de hidrogénio ndo convencionais (em verde) e dipolo-induzido

(rosa) (Figura 6.6).

O residuo Pro428 esta envolvido na formacdo de uma crista estrutural que
evita interacao significativa entre os grupos eletropositivos, entre eles a Arg407

(-1.30Kcal/mol) que contribui para a base molecular do mecanismo com baixa



sensibilidade da YcbB por antibidticos B-lactamicos classicos. A Pro428 interage
com o meropenem através de interagdes dipolo induzido e ion dipolo com O'13

protonado do meropenem (Figura 6.6 ) (Cavaney et al, 2019).

Através de interagdes do tipo dipolo induzido, especificamente conhecidas
como dispersao de London, a Arg407 contribui energeticamente para a afinidade do
complexo. Quanto as intensidades, as Forgas de Dispersdao de London véao
depender da polarizabilidade, do tamanho e da forma espacial da molécula, sendo
que moléculas mais polarizaveis tém forgas de dispersdao de London mais fortes.
(Figura 6.6) (Rocha, 2001).

Figura 6.6: Aminoacidos Trp425, Arg407, Pro428, Thr430 e Leu430 proteina YcBb interagindo com a
por¢cdo do ligante meropenem através de dipolo induzido (rosa) e ligacbes de hidrogénio nao

convencionais (verde) e ion dipolo com O'13 protonado do meropenem (azul).
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Fonte: Figura elaborada pela autora



6.4 COMPLEXO PBP5 - MEROPENEM

A PBP5 é uma enzima multifacetada, possui atividade DD-carboxipeptidase
necessaria para manter a morfologia celular normal e grau de reticulagdo do
peptidoglicano. Além disso, possui atividade de [B-lactamase suficiente para
contribuir para a capacidade de resistir a atividade antibiotica dos B-lactamas (Smith
et al, 2013). Com essas competéncias, a PBP5 se alia a capacidade enzimatica da
YcbB e seus mecanismos de resisténcia intrinsecos para criar um complexo que tem
como resultado a resisténcia e restauracdo da manutengao da célula bacteriana que

evade com relativa facilidade a acao farmacolégic (Cavaney et al 2019).

Uma analise contendo 68 aminoacidos do complexo PBPS5-Meropenem
demonstraram que os aminoacidos com maior relevancia energética foram THR243
(-12,82 Kcal/mol) > HIS245 (-6,63 Kcal/mol) > SER116 (-5,20 Kcal/mol) > LYS242
(-3,25 Kcal/mol) > GLY114 (-2,98 Kcal/mol) > SER139 (-2,35 Kcal/mol) também se
relacionando com atomos das estruturas presentes na regiao |. Estes residuos estao

representados na Figura 6.7

Figura 6.7: Painéis graficos mostrando os residuos mais relevantes em relagéo a contribuicao das

interacde PBP5/Meropenem em roxo
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Fonte: Figura elaborada pela autora

Dentre os residuos com maior relevancia no complexo PBP5-Meropenem, o
Thr243 obteve a maior contribuicdo energética. As interacdes intermoleculares que
corroboram com esses dados esclarecem a origem das energias provenientes de
interagbes com o meropenem do tipo ligagdo de hidrogénio e formagao de ion-dipolo
(Figura 6.8)

Os dipolos sao criados dentro da molécula por certos atomos que distorcerem
a nuvem eletrbnica das mesmas, por serem mais eletronegativos que os outros
que estdo ligados, gerando interagbes do tipo ion-dipolo consideradas uma
interacao forte (Seribeli, 2019).

A estabilizacdo do Thr243 no complexo ocorre através de interagdes
eletrostaticas de longo alcance com o amido da cadeia lateral de Lys242 bem como
0 grupo guanidinio de Arg277 e também interagem com o meropenem através de

ligagdes de hidrogénio (Figura 6.8)

Como segundo exemplar mais energético, o residuo His245 estabelece
interagbes com o meropenem atraves de interagao do tipo dipolo induzido e ligagdes
de hidrogénio que polarizam e estabilizam a carbonila durante a acilagéo e formagao

de intermediarios (Figura 6.8) (Cavaney et al, 2019).






Figura 6.8: Aminoacidos Thr243, Lys242, Arg277 e His245 pertencentes a PBP5 interagindo com o
meropenem de forma tipica as PBPS, através de ligagdes de hidrogénio (em verde), ion-dipolo (em

azul) e dipolo induzido (em rosa).

ARG277

Fonte: Figura elaborada pela autora.

A Gly114 e Ser116 compde junto com os residuos relevantes uma rede
eletrostatica que permite a melhor acomodacdo do meropenem no bolsdo de
ligacdo. Enquanto o residuo Ser139 participa das etapas enzimaticas de acetilagéo e
desacetilagdo através de um ataque nucleofilico no substrato do pentapeptideo.
(Cavaney et al, 2019). As principais interagdes intermoleculares que envolvem estes
residuos sao ligagbes de hidrogénio n&o convencionais e dipolo induzido (Figura
6.9).



Figura 6.9: Aminoacidos Gly11, Ser116 e Ser139 pertencentes a PBP5 interagindo com o meropenem
de forma tipica as PBPS, através de ligagdes de hidrogénio ndo convencionais (em verde) e dipolo

induzido (em rosa)
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Fonte: Figura elaborada pela autora



7.CONCLUSAO

Durante o estresse causado por antibidticos, as bactérias podem
desenvolver a habilidade de se remodelar e resistir ao efeito farmacolégico. Em E.
coli, o mecanismo de readaptacédo aos estimulos externos ocorre via sinalizagao de
alarmona, que inicia o processo de recrutamento e ativacdo das enzimas
necessarias para a manutengao da sintese da parede celular. A enzima YcbB é
recrutada e associada as PBP1b/PBP5 por meio do seu dominio de sustentagao se
ligando a regides apolares nas PBPS. Juntas, sdo capazes de retomar o processo
de sintese da parede celular, bem como criar resisténcia aos farmacos
beta-lactamicos (Egan; Errington; Vollmer, 2020)

Com a utilizagcdo de ferramentas de modelagem molecular foi possivel
investigar as interacdes entre as enzimas YcbB, PBP5 e o farmaco meropenem.
Desta forma, obtivemos os resultados energéticos dos residuos mais relevantes
para a atuacdo do complexo. Utilizando dados da literatura como linha mestra no
desenvolvimento desta pesquisa, constatou-se a concordancia dos resultados
encontrados neste estudo com os previamente evidenciados em estudos

experimentais.

A proteina YcbB foi extensivamente analisada, com o objetivo de mapear
as suas regides e residuos mais importantes, além de criar um panorama molecular
da interacao entre seus residuos e o meropenem. Neste complexo, foi observado a
contribuicdo energética dos residuos SER526 > TYR507 > LEU431 > ILE506 >
THR430 > ARG407 > TRP425 > PRO42, com valor energético total de
17.58Kcal/mol.

O envolvimento da PBP5 no mecanismo de resisténcia também foi
estudado, tendo em vista o seu papel vital para o desdobramento da sustentagao da
biossintese do peptidoglicano. Para o complexo PBP5/Meropenem, 68 residuos
foram analisados, sendo que estes apresentaram valores mais significativos

THR243 > HIS245 > SER116 > LYS242 > GLY114 > SER139.



As bactéria sdo microrganismos capazes de implementar vias flexiveis
para evitar o ataque dos antibidticos utilizando uma série de complexos
multiproteicos dinamicos e variaveis e a medida que entramos em uma era
considerada alarmante do ponto de vista de resisténcia bacteriana, estudos que
facilitem o entendimento dos complexos biossintéticos de PG nao candnicos sao

cada vez mais necessarios.

Estudos in silico, como este, auxiliam o processo de desenvolvimento de
novos farmacos na fase de fundamentacgao tedrica pois fornecem todo o arcabougo
molecular no que se refere as interagdes intermoleculares e seus valores
energéticos. Desta forma, o novo farmaco pode ser desenvolvido a partir de uma

perspectiva racional.

Para estudos posteriores, um objetivo almejado sera entender o papel
regulatério e interagdes das sintetases de peptidoglicano e todo o arsenal proteico
relacionado a morfogénese celular que resultam na expansdo segura do

peptideoglicano mesmo em situagdes de estresse.
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APENDICE A

Tabela A.1 — Valores energéticos dos residuos da proteina YcbB que interagem com
o ligante Meropenem, contendo raio de distancia e aguas envolvidas na interagéo

Energia Energia H20
6NTW (Kcal/mol) (Kcal/mol) (Envolvidos na
Residuos Raio (A) Constante de 40 |Constante de 10 |interagao)
PRO428 2,5 -1,02 -1.48
LEU431 2,5 -2.43 -2.59
GLU504 2,5 -0,72 13
ALA505 2,5 3,14 2.71
ILE506 2,5 -2,09 -2.49
SER526 2,5 -2,57 275 HOHS814
TRP425 3 -1,12 -1.09
TYR507 3 -2,50 255
PRO429 3,5 -0,44 -0.63
THR430 3,5 -1,96 24
ALA432 3,5 -0,06 -0.15
ARG433 3,5 -0,36 -1.13
LYS434 3,5 -0,12 -0.29
ARG407 4 -1,30 -1.18
SER525 4 -0,19 -0.22
GLY527 4 -0,91 -1.01
LEU493 4,5 -0,28 -0.28
SER503 5 -0,06 -0.01
6NTW Energia Energia H20
Residuos Raio (A) (Kcal/mol) (Kcal/mol) (Envolvidos na
Constante de 40 | Constante de 10 interagao)
HIS509 5 -0,51 -0.42




ARG530 5 -0,26 -0.37 HOH821
PRO410 5,5 -0,19 -0.11

VAL529 5,5 0,19 0.23

LYS408 6 -0,12 53

LYS497 6 -0,21 -0.52 HOH802
GLY403 6,5 -0,05 -0.01

THR409 6,5 -0,14 -0.14

ASN426 6,5 -0,08 -0.09

VAL427 6,5 -0,58 -0.69

LEU508 7 -0,01 0.05

ARG404 7.5 -0,08 -0.06

MET500 7.5 -0,04 -0.02

SER502 7.5 -0,01 0.04

LEU524 7.5 -0,03 0

ILE401 8 -0,03 0

VAL402 8 -0,02 0.04

ASP406 8 -0,11 -0.25

ASP435 8 -0,00 0.11

SER492 8 -0,02

-0.01




Tabela A.2 — Valores energéticos dos residuos da proteina PBP5 que interagem com
o ligante Meropenem, contendo raio de distancia e aguas envolvidas na interagéo

Energia Energia H20
6NTZ (Kcal/mol) (Kcal/mol) (Envolvidos na
Residuos Raio (A) Constante de 40 |Constante de 10 |interagao)
LYS242 2 -3,25 -6,60
THR243 2 -12,82 -13,50 HOH606
GLY244 2 3,30 -0,07
ARG277 2 1,72 -2,25
ALA72 2,5 -1,80 1,74
SER116 2,5 -5,20 -5,34
ASN141 2,5 -1,66 -1,51
LEU182 2,5 -1,35 -1,27
HIS245 2,5 -6,63 -7,39
SER115 3 -1,08 -1,33
SER139 3 -2,35 -2,29
THR246 3 -1,69 1,47
GLY114 3,5 -2,98 -3,54 HOH610
GLY181 35 0.47 0.47 :8:222 HOH658
LEU74 3,5 -0,79 -0,93
ARG227 4 -1,72 -2,25
LEU117 4 -0,68 -0,86
HIS180 4,5 -0,50 -0,38
GLN224 4.5 -0,21 -0,07
6NTZ Energia Energia H20
Residuos Raio (A) (Kcal/mol) (Kcal/mol) (Envolvidos na
Constante de 40 | Constante de 10 interacao)
PHE119 4.5 -0,13 -0,11
ASP183 5 -0,46 -0,84




TYR251 5 -0,46 -1,05 HOH638
PHE274 5 -0,48 -0,24
PRO71 5 -0,00 -0,01
GLN138 5,5 -0,26 0,43
ASN252 5,5 -0,11 0,21
GLN187 5,5 -0,05 0,26
PHE112 6 -0,16 0,03
GLY140 6 -0,08 -0,26
ASN228 6,5 -0,14 -1,02
ASP247 6,5 -0,35 -0,07
ALA249 6.5 -0,07 0,04
LEU253 6,5 -0,08 2,09
GLU278 6,5 -0,05 0,12
ASP70 6,5 -0,01 1,17
LYS113 6,5 -0,25 0,01
THR178 7 -0,02 -0,15
LEU225 7 -0,10 0,03
LYS248 7 -0,04 -0,07
GLY250 7 -0,06 -0,08
6NTZ Energia Energia H20
Residuos Raio (A) (Kcal/mol) (Kcal/mol) (Envolvidos na
Constante de 40 | Constante de 10 interagao)
LYS248 7 -0,04 0,04
7 -0,06 -0,01

GLY250




