SINTESE E DOCKING MOLECULAR
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RESUMO

Foram sintetizadas cinco O-aroil lactonas inéditas derivadas de acidos fenoxiacéticos obtidos a partir de fenois naturais (carvacrol, timol,
guaiacol, eugenol e fenol) e da 3-hidroxi-y-butirolactona com potencial atividade antibiofilme. As estruturas foram caracterizadas por técnicas
espectroscopicas e avaliadas por docking molecular frente a proteina associada ao quorum sensing bacteriano. Os compostos mostraram

interagdes favoraveis, superiores a do ligante de referéncia, sugerindo possivel aplicagdo no controle de biofilmes bacterianos.
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Introducao

A defini¢do de biofilme bacteriano corresponde a uma comunidade
viva de bactérias organizada em uma estrutura complexa e dindmica,
aderida a uma superficie. Essa populagdo bacteriana encontra-se
envolta por uma matriz composta por exopolissacarideos, proteinas
e DNA, todos produzidos e liberados pelas proprias bactérias (1,2).
Os biofilmes microbianos estdo associados a infec¢des de carater
persistente, devido a alta resisténcia a antibidticos (1). Fendis
naturais, como guaiacol, eugenol, carvacrol e timol, sio metabdlitos
vegetais com propriedades antimicrobianas e que inibem a formagao
de biofilmes. (3,4). O mecanismo de formagao de biofilme em muitas
bactérias esta associado ao sistema de quorum sensing (QS), uma via
de sinalizagdo quimica que regula processos coordenados em
populagdes bacterianas (5). Nas bactérias gram-negativas, os
sistemas QS mais bem caracterizados sdo mediados por N-
acilhomoserina lactonas (AHLs), como a N-butanoil HL (BHL)
(Figura 1). Além das AHLs, existe também a substincia natural
chamada p-cumaroil-HSL (p-C-HSL) (Figura 1) (5).
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Figura 1: N-butanoil HL (BHL) e p-cumaroil-HSL (p-C-HSL)

Assim, o objetivo deste trabalho ¢ sintetizar compostos inéditos
analogos a p-cumaroil-HSL a partir da a-hidroxi-j~butirolactona e de
fenois naturais e avalid-los quanto a sua capacidade de inibir a
formagao de biofilme bacteriano por meio de docking molecular,
para entender como ocorre o reconhecimento molecular, as
interacdes e os residuos da proteina que sdo essenciais para a ligacdo,
no biofilme bacteriano.

Metodologia
Sintese das O-aroil homoserina lactonas:

Os acidos fenoxiacéticos utilizados foram previamente sintetizados
conforme Thammyres A. A. et al pela reagdo do fenol natural com
acido cloroacético em meio basico (6). De posse dessas substancias,
a um tubo selado foram adicionados: 2 mL de diclorometano, 1,0
mmol de acido fenoxiacético previamente preparado, 0,1 mmol de 4-
dimetilaminopiridina (DMAP), 1,0 mmol de EDC e 1,0 mmol de 3-
hidroxi-y-butirolactona. A reacdo foi mantida em agitacdo em
temperatura ambiente por 3h. A purificagdo foi feita através de
extragdes liquido-liquido (10x10 mL) de agua destilada gelada,
seguida de duas extragdes com solugdo acida (pH = 1). A fase
organica foi concentrada para obter os ésteres puros (Figura 2).
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Figura 2: Rota sintética para O-aroil homoserina lactonas

Docking molecular:

As poses de docagem molecular foram calculadas a partir da estrutura
cristalografica do banco de dados Protein Data Bank (2uv0),
resolvida por difragdo de raio-x com resolucio de 1.80 A, contendo
quatro cadeias, sendo utilizada apenas uma para a realizagdo dos
calculos. O ligante N-(3-oxododecanoyl)-l-homoserina lactona 3
(OdDHL ou 3-ox0-C12-HSL), uma AHL, foi utilizado como
composto referéncia (7). Os ligantes foram preparados e docados
seguindo estudo de Basmah A. et al. (8). Utilizou-se o webserver



SwissDock, via AutoDock Vina [9,10], com centro da caixa em
coordenadas x, y, z, em 22, 16, 80 A, respectivamente. A caixa clibica
utilizada teve como aresta 18 A. Resultados foram analisados com os
programas PyMOL, VMD e PoseView (11).

Resultados e Discussao
Sintese das O-aroil homoserina lactonas:

Todos os cincos compostos propostos derivados de fendis naturais
foram sintetizados, com os seguintes rendimentos: 1c (26%), 2¢
(38%), 3¢ (62%), 4¢ (71%) e Sc (18%). Estes foram devidamente
caracterizados por infravermelho (FTIR), espectro de massas (EM) e
ressonincia magnética nuclear (RMN) de 'H e 3C. A Figura 3
apresenta 0 RMN de '*C para o derivado do carvacrol 4¢ em que é
possivel observar os sinais referentes aos carbonos essa molécula.
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Figura 3: Espectro de RMN de *C de 4¢ em CDCls.

Docking molecular:
A estrutura da proteina é mostrada na Figura 4, destacando o sitio de
ligagdo interagindo com o ligante 3-ox0-C12-HSL, bem como da
interagdo com o mesmo ligante através do calculo de docagem
(redocking). - Glutes -
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Figura 4: Visualizagdo do sitio de ligagdo e sobreposicdao das
coordenadas dos atomos dos ligantes na estrutura cristalografica
(2uv0) e obtida pelo método AutoDock Vina (redocking).
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Tabela 1: : Energias de Interacdo proteina-ligante comparativamente
ao composto lactona referéncia da estrutura cristalografica 3-oxo-
C12-HSL.
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Redocking -6.357 kcal/mol — —

Conformagdo 1 — -9.423kcal/mol -9.303 keal/mol

Conformagdo 2 -8.754 keal/mol -8.610 keal/mol

Conformagdo 3 — -7.545 keal/mol -7.516 keal/mol

Figura 5: Sobreposicdo entre os ligantes estudados e o ligante
de referéncia (verde) considerando as conformagdes descritas na
Tabela 1. (A) Isomero R e (B) Isdbmero S do composto 4c.

A Tabela 1 mostra os calculos de afinidade proteina-ligante para os
isdmeros R e S do composto 4¢ ¢ a Figura 5 mostra a sobreposicdo
entre o ligante de referéncia e estes isdmeros. Pode-se observar boa
sobreposi¢do tridimensional entre as estruturas, que apresentam,
inclusive, tamanho muito semelhante.

Conclusoes

A rota sintética escolhida para a sintese dos compostos propostos foi
eficiente, os compostos foram obtidos com rendimentos de 18 a 71%.
Pelos dados obtidos, ndo houve distingao entre as interacdes entre os
isomeros R ¢ .S do composto 4¢ e o sitio de ligacdo da proteina, sendo
ambos mais favoraveis de estabilizagdo no sitio do que o ligante de
referéncia da estrutura cristalografica. As interagdes com residuos
especificos do sitio de ligacdo da proteina apresentaram um padrao
que estabilizam o composto de referéncia, da estrutura
cristalografica, bem como o conjunto das trés melhores poses obtidas
pela docagem molecular.
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