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Resumo

Os antibidticos beta-lactdmicos possuem um mesmo mecanismo de acao, a inibi¢do da sintese
da parede celular bacteriana, atingindo, principalmente, o peptidoglicano. S&o considerados
antibidticos de seguranca, uma vez que, ao atingir diretamente a parede celular, provocam
uma autolise bacteriana. O objetivo desta pesquisa é avaliar a afinidade entre a enzima beta-
lactamase e diversas classes de antibioticos beta-lactdmicos. Este estudo é uma pesquisa de
metodologia do tipo exploratoria, de natureza quantitativa com aplicagdo de simulagao
computacional com aplicacdo de métodos com simulagdo computacional com a avaliacdo dos
escores de ligacdo por ancoramento molecular tradicional utilizando o programa AutoDock
4.2. ldentificamos que, nos resultados das simulagdes de docagem molecular, a penicilina e a
cefalosporina apresentaram maior afinidade no sitio catalitico, devido a uma menor energia
livre de Gibbs. Conclui-se que a afinidade dos antibioticos penicilina e cefalosporina pode no
futuro representar um obstaculo para o tratamento de doencas como, infeccBes leves e
moderadas do trato respiratorio, infeccbes da pele, infeccdes venéreas, e a profilaxia de
doencas reumaticas. Sugerimos que estudos posteriores avaliem as simulacGes com testes de
dindmica molecular para verificar se, considerando a flexibilidade da enzima, seriam

possiveis resultados ainda mais acurados.
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Abstract

Beta-lactam antibiotics have the same mechanism of action, the inhibition of bacterial cell
wall synthesis, mainly affecting peptidoglycan. They are considered safety antibiotics, since,
when they directly reach the cell wall, they cause bacterial autolysis. The objective of this
research is to evaluate the affinity between the beta-lactamase enzyme and several classes of
beta-lactam antibiotics. This study is a research of exploratory type methodology, of
quantitative nature with application of computer simulation with application of methods with
computer simulation with the evaluation of the connection scores by traditional molecular
anchoring using the AutoDock 4.2 program. We identified that, in the results of molecular
docking simulations, penicillin and cephalosporin showed greater affinity at the catalytic site,
due to a lower Gibbs free energy. It is concluded that the affinity of the antibiotics penicillin
and cephalosporin may in the future represent an obstacle for the treatment of diseases such
as, mild and moderate infections of the respiratory tract, skin infections, venereal infections,
and the prophylaxis of rheumatic diseases. We suggest that further studies evaluate the
simulations with molecular dynamics tests to see if, considering the flexibility of the enzyme,
even more accurate results would be possible.

Keywords: Beta-lactamases; Drug resistance microbial; Computational biology.

Resumen

Los antibioticos betalactamicos tienen el mismo mecanismo de accion, la inhibicion de la
sintesis de la pared celular bacteriana, que afecta principalmente al peptidoglucano. Se
consideran antibidticos de seguridad, ya que, cuando alcanzan directamente la pared celular,
causan autolisis bacteriana. El objetivo de esta investigacion es evaluar la afinidad entre la
enzima betalactamasa y varias clases de antibioticos betalactdmicos. Este estudio es una
investigacion de metodologia exploratoria, de naturaleza cuantitativa con la aplicacion de
simulacion por computadora con la aplicacion de métodos con simulacién por computadora
con la evaluacién de puntajes de unién por anclaje molecular tradicional usando el programa
AutoDock 4.2. Identificamos que, en los resultados de las simulaciones de acoplamiento
molecular, la penicilina y la cefalosporina mostraron mayor afinidad en el sitio catalitico,
debido a una menor energia libre de Gibbs. Se concluye que la afinidad de los antibidticos

penicilina y cefalosporina puede representar en el futuro un obstaculo para el tratamiento de




Research, Society and Development, v. 9, n. 7, 663974594, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i7.4594

enfermedades como infecciones leves y moderadas del tracto respiratorio, infecciones de la
piel, infecciones venéreas y la profilaxis de enfermedades reumaticas. Sugerimos que otros
estudios evalGen las simulaciones con pruebas de dindmica molecular para ver si,
considerando la flexibilidad de la enzima, serian posibles resultados ain mas precisos.

Palabras clave: Beta-lactamasas; Resistencia a los medicamentos microbianos; Biologia

computacional.

1. Introducéo

A resisténcia bacteriana é definida a partir de critérios microbiologicos e clinicos. Na
microbiologia, uma cepa resistente consegue se desenvolver na presenca de um
antimicrobiano em concentracdo acima da suportada por outras bactérias ndo resistentes. Na
visdo clinica, uma cepa resistente possui a capacidade de ndo ser degradada por um
antimicrobiano que reprimiria tal infeccdo (George, Sankar, Jesudasan, Sudandiradoss &
Nandagopal, 2015).

Estudos estruturais da atividade enzimatica das bactérias podem ajudar em pesquisas
voltadas para a busca de alternativas a resisténcia bacteriana, sendo um contetdo de utilidade
publica no aspecto social, econdmico e educacional, alertando sobre a gravidade do problema,
tornando-se relevante para estudo na area, além da busca de novas classes farmacoldgicas
para a eliminag&o destes parasitas.

Os antibioticos beta-lactamicos possuem um mesmo mecanismo de acao, a inibicdo da
sintese da parede celular bacteriana, atingindo, principalmente, o peptidoglicano. S&o
considerados antibidticos de seguranca, uma vez que, ao atingir diretamente a parede celular,
provocam uma “autélise” bacteriana.

Portanto, se objetivou na pesquisa, avaliar a afinidade entre a enzima beta-lactamase e

diversas classes de antibioticos beta-lactamicos.

2. Metodologia

Este estudo é uma pesquisa de metodologia do tipo exploratéria, de natureza
quantitativa com aplicacdo de simulagdo computacional. Pesquisas buscam trazer novos
saberes para a sociedade como preconiza Pereira et al. (2018), neste estudo as técnicas in
silico, visaram a analise das interagdes entre a enzima beta-lactamase e diversos antibidticos

beta-lactamicos com as perspectivas de compreensdo dos mecanismos moleculares que
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envolvem a inativagdo destes antibioticos.

O modelo estrutural da enzima beta-lactamase (Figura 1) foi obtido a partir da
estrutura cristalografica depositada no PDB - Protein Data Bank (www.rcsbh.org) AmpC,
codigo de acesso 6DPZ (resolucdo 1.50 A) (Pdb, 1999; Rose et al. 2017; Jiankun et al. 2019).

Figura 1 — Estrutura 3D da enzima beta-lactamase AmpC.

Fonte: os autores, 2020.

Para os testes in silico, foi feita uma busca codigo SMILES dos ligantes no PubChem.
O software ChemSketch, versdo 12.01 (Foster & Sohlberg, 2010) foi, entdo, usado para gerar
as estruturas dos ligantes, que foram posteriormente otimizados no MarvinSketch versdo 17.6
(Acdlabs, 1996) e no ArgusLab (Chemaxon, 2020) com aplicacdo de célculos quanticos por
método semiempirico AM1 (Arguslab, 2020).

O Autodock (Gasteiger & Marsili, 1980), versdo 4.2, € um programa de acoplamento
usado para os célculos de interagdo entre o alvo (enzima beta-lactamase) e os ligantes
(antibidticos beta-lactdmicos). Os ligantes foram testados individualmente e, para o alvo,
foram calculadas cargas parciais de Gasteiger (Morris et al. 2009) apds a adicdo de todos os
hidrogénios. Hidrogénios ndo polares do alvo e ligantes foram fundidos. Alvo e ligantes
foram preparados para simulacdes de encaixe com a interface AutoDockTools (ADT)
(Sanner, 1999) versdo 1.5.6. Uma caixa cubica de 70 x 70 x 70 pontos com um espagamento
de 0,35 A entre os pontos da grade foi gerada para cada simulacéo. Nas simulagdes, o receptor
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foi tratado como rigido e os ligantes como flexiveis. Os escores de ligagdo foram, portanto,
analisados e comparados com a literatura.

Os métodos usados pelo programa para acoplagem ou ancoramento sdo 0s de
pesquisa global, com algoritmo genético lamarckiano (LGA) (Morris et al. 1998) e pesquisa
local, (LS) pseudo-Solis e (Solis & Wets, 1981) a cada simulagdo de encaixe Unica consistia
em 10 execucBes independentes. Como parametros aplicados ao programa, foi usada uma
populacédo inicial de 150, nimero maximo de geracGes de 27.000 e o nimero maximo de
avaliacbes de energia de 2,5 x 10° Os valores padrdo foram selecionados para outros
pardmetros. As caixas de grade foram centralizadas em aminoacidos do sitio catalitico da

enzima beta-lactamase.

3. Antibioticos beta-lactamicos e a Resisténcia Bacteriana

A Figura 2 apresenta as estruturas moleculares de diferentes antibidtico beta-

lactamicos.

Figura 2 — Estrutura molecular dos beta-lactamicos. Anel beta-lactamico (a). Penicilina
(b). Cefalosporina (c). Carbapenémico (d). Monobactamico (e).
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Fonte: os autores, 2020.

As beta-lactamases s@o enzimas capazes de hidrolisar o anel beta-lactdmico (Figura 2-
a) de antibioticos como, penicilinas, cefalosporinas, carbepenémicos e monobactamicos. Estas
enzimas sdo codificadas nos plasmideos, transposons e integrons, sendo elementos capazes de
carregar 0 gene de resisténcia, transmitindo horizontalmente para outras bactérias (Lima,
Lima, Calvacanti, Santos & Lima, 2017).
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Os antibioticos beta-lactdmicos possuem um mesmo mecanismo de acéo, a inibicdo da
sintese da parede celular bacteriana, atingindo principalmente o peptidoglicano. Séo
considerados antibioticos de seguranca, uma vez que, ao atingir diretamente a parede celular,
provoca-se a autolise bacteriana. Os beta-lactamicos inibem a etapa final da sintese de
peptidoglicano, reagindo no entrecruzamento dos polimeros (Sousa et al. 2019).

A penicilina (Figura 2-b) é um antibidtico beta-lactdmico, descoberto na década de
1940, e, a partir dele, varios medicamentos foram fabricados. As penicilinas séo ativas contra
COoCos gram-positivos, apesar da resisténcia bacteriana, continua sendo essencial no tratamento
de infecgOes adultas e infantis. Utilizadas como primeira escolha, a penicilina G e penicilina
V ainda sdo efetivas para infec¢des como a sifilis (Lteif & Eiland, 2019).

Cefalosporinas (Figura 2-c) sdo os antibioticos mais usados no tratamento de infec¢cfes
cirurgicas, possuem bom histérico e avaliagdo em individuos com alergia a penicilina, apesar
da reatividade cruzada entre os medicamentos. Individuos com alergia a cefalosporina podem
tolerar cefalosporinas com diferentes cadeias laterais (Choi, 2019).

Os carbepenémicos (Figura 2-d) sdo membros cruciais da classe dos beta-lactamicos
no tratamento de infec¢des, possuem um amplo espectro de atividade contra bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e bactérias anaerébicas. Como exemplo de carbepenémico, com
uso terapéutico, podemos citar o Meropenem (Lee & Bradley, 2019).

O unico monobactamico (Figura 2-e) aprovado para uso terapéutico é o aztreonam, um
beta-lactamico monociclico. Tem como alvo, bactérias entéricas aerobicas e Pseudomonas
aeruginosa, com concentracfes inibitérias minimas (CIMs), Staphylococcus aureus,
Klebisiella pneumoniae e Enterococcus fecalis. Liga-se firmemente a proteina ligadora de
penicilina (PBP3) em bastonetes Gram-negativos, com ligacdo mais fraca em PBP1,
ocorrendo, assim, a filamentacéo pela lise celular (Bush & Bradford, 2016).

Os mecanismos de resisténcia aos antibioticos estdo ligados as mutacfes nos genes
bacterianos que passaram por uma selecdo natural, devido ao uso continuo de antibidticos.
Em outras palavras como afirmam Morehead & Scarbrough (2018), é um fendmeno natural,
independente da intervencdo humana, entretanto, o uso indiscriminado de antibiGticos tem

acelerado esse processo.

4. Resultados e Discussao

Na Tabela 1, é possivel identificar o resultado das simula¢des de docagem molecular,

com calculo da energia livre de Gibbs (AG) para estudo da possivel interacdo dos antibidticos
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beta-lactamicos a emzima beta-lactamase AmpC. A energia livre de Gibbs representa o
potencial termodindmico que pode ser usado como referéncia para avaliarmos a
espontaneidade de uma reacdo ou a afinidade entre uma enzima e seu substrato. A energia
livre de Gibbs pode ser aplicada a analise de processos celulares (Vergara et al. 2019). A
tendéncia do sistema termodindmico, atingir a menor energia livre de Gibbs esta relacionada a
segunda lei da termodinamica e € consistente com o principio da entropia maxima indicando a
maior tendéncia ou ndo para a ocorréncia de uma reacao quimica (Rietman et al. 2020).

O calculo de energia livre de Gibbs € de fundamental importancia na compreensao de
processos biofisicos da proteina, bem como, interacdes proteina-ligantes. O calculo de ligacéo
de proteina-ligantes possui sua importancia na descoberta de medicamentos, principalmente,
em estagios de geracdo e otimizacdo de compostos com atividade terapéutica. Varios métodos
de célculo da energia livre foram desenvolvidos nas ultimas décadas, como perturbacdo de
energia, integracao termodinamica, amostragens de distribuicdo envolvente e dindmica (Ding,
Vilseck, Hayes & Brooks, 2017).

Tabela 1 - Resultados da simulacdo de Docagem molecular. Energias em kcal/mol.

Ligantes Energia livre de Gibbs (AG) para interagdo com o alvo AmpC
Penicilina -8.47
Cefalosporina -5.62
Meropenem -5.92
Aztreonam -4.41

Fonte: os autores, 2020.

O resultado mostra que, a penicilina, cefalosporinas e carbepenémicos representado
pelo Meropenem sdo 0s compostos que podem apresentar maior afinidade no sitio catalitico,
devido a uma menor energia livre de Gibbs.

A penicilina apresentou maior afinidade em relagdo a enzima AmpC com uma energia
livre de Gibbs menor, essa menor energia representa que essa reacdo seria mais espontanea,
Ou seja, a enzima seria capaz de se associar a penicilina quebrando o anel beta-lactamico e
desta forma inativando o antibi6tico, o que confere resisténcia da bactéria contra este
antibiético, o mesmo ocorre com a cefalosporina cuja a energia foi a terceira menor,
apresentada na Tabela 1.

Estudos realizados no Suddo em 2020 (Dirar, Bilal, Ibrahim & Hamid, 2020)
corroboram estes resultados, pois mostram que enzimas AmpC foi identificada em uma
porcentagem de 49,3% de bactérias, desta forma as bactérias apresentaram experimentalmente
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resisténcia a penicilina e cefalosporina indicando que as nossas simula¢Ges computacionais
estdo coerentes com os dados experimentais.

As beta-lactamases podem ser divididas em varias classes, segundo a classificacéo de
Ambler, podem ser divididas em quatro classes distintas. De acordo com a classificacdo de
enzimas, a classe A, que em sua classificacdo compreende as familias Temoneira (TEM),
Variante sulfidrila (SVH), Cefotaximase (CTX-M) e Klebsiela (KPC). A classe B é composta
por Metalo-B-lactamase de Nova Deli (NDM) e Verona imipinemase (VIM), na classe C,
constituida por CMY e ADC, e a classe D, envolvendo a familia Oxacilinase (OXA-23, 24/40
e OXA-48). Sdo identificadas de acordo com as sequéncias especificas e diferenciadas pelo
mecanismo hidrolitico, outra classificacdo se da, principalmente, na classe B que compreende
um grupo heterogéneo de melatoenzimas de zinco as Melato B-lactamases (MBLS) (Tooke et
al. 2019).

Beta-lactamases AmpC sé@o enzimas da classe C de Ambler, que possuem residuos de
serina em local ativo para catalise. Possuem mecanismos de resisténcia divididos em trés
categorias, resisténcia induzivel por genes AmpC codificados por cromossomos, resisténcia
cromossdmica nao induzivel e resisténcia mediada por plasmideo. Compreender os
mecanismos de resisténcia bacteriana ainda ¢ um desafio para os especialistas, embora tenham
estudos fundamentados sobre o tratamento para produtores de AmpC, poucos tém se
mostrado eficazes (Tamma, Doi, Bonomo, Johnson & Simmer, 2019).

As penicilinases da classe A de Ambler sdo encontradas em cocos Gram-positivos e
sdo capazes de hidrolisar penicilinas. As beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) de
classe A degradam as cefalosporinas de 12 geracdo. O TEM-5 é uma beta-lactamase de amplo
espectro capaz de hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro e monobactamicos, porém,
possuem resisténcia ao sulbactam e tazobactam. No final dos anos 90, a beta-lactamase,
classificada como classe A, sofreu mutacdo e tornou-se uma carbapenemase (Sawa, Kooguchi
& Moriyama, 2020).

A resisténcia aos carbepenémicos em bactérias gram-negativas acontece devido a
producdo de carbapenemases ou cefalosporinase pertencentes as classes A, B ou D. Enzimas
de classe A e D possuem mecanismos a base de serina e enzimas de classe B precisam de ions
de zinco para catalizagdo, ha, ainda, um caso raro de beta-lactamase da classe C, que
hidrolisam imipenem. A classe A (KPC) é frequentemente relatada em K. pneumoniae e
Enterobacteriaceae, a classe B (MBLs), (NDM), (VIM), (IMP) identificadas em grande escala
pelo mundo, estdo presentes, principalmente, em Acinetobacter baumannii. Beta-lactamases

de classe D hidrolisam beta-lactamas de espectro estreito e fracamente carbepenémicos,
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porém, ndo possuem atividade inibidora contra cefalosporinas (Bonomo et al. 2018).

O meropenem apresentou um resultado muito préximo da cefalosporina indicando que
a enzima AmpC também seria capaz de inativa-lo. Dados experimentais encontrados em
Taiwan (Wang et al. 2015) mostraram que a resisténcia a carbepenémicos, a exemplo do
meropenem, demonstraram um aumento gradativo da resisténcia ao longo dos anos, este
aumento € preocupante, pois as op¢oes de tratamento sao muito limitadas.

O aztreonam pertencente a classe dos monobactamicos, por meio de nossas simulacfes
apresentou menor afinidade a enzima AmpC, isso poderia indicar que provavelmente esse
antibiotico apresentaria maior eficiéncia em relacdo as bactérias, ndo sendo inativados por
esse mecanismo de resisténcia bacteriana representado pelas enzimas beta-lactamases. O
antibidtico aztreonam é utilizado para o tratamento de infeccdes de tecidos moles como

infeccdes ginecologicas, infecgdes urinarias, abdominais entre outras (Chauzy et al. 2019).

5. Conclusdo

Considerando a estrutura da AmpC, nossos resultados apontam que esta, apresentando
maior afinidade com a penicilina, cefalosporinas e os carbepenémicos, pode no futuro
representar um obstéaculo para o tratamento de doencgas como, infeccOes leves e moderadas do
trato respiratorio, infeccdes da pele, infecgdes venéreas, e a profilaxia de doenca reumaticas,
ja que os referidos antibidticos apresentam esta aplicacdo principal.

Sugerimos que estudos posteriores avaliem as simulagfes com testes de dindmica
molecular para verificar se, considerando a flexibilidade da enzima, seria possivel resultados
ainda mais acurados, dinamizando as solu¢fes computacionais para planejamento de novos
farmacos e compreensdo dos mecanismos de resisténcia dos microrganismos. E necessério
gue sejam feitos testes com as varias penicilinas, cefalosporinas e carbepenémicos, pois
seriam, teoricamente, as que apresentariam mais afinidade com a AmpC e apresentariam
possiveis riscos para o desenvolvimento de uma resisténcia bacteriana a estes antibidticos.

Diante do exposto as simulagdes apresentadas nesta pesquisa estdo coerentes com 0s
dados experimentais, podendo entdo ser avaliadas alteracbes estruturais na molécula dos
antibioticos, observando se isso diminuiria a afinidade destes com a enzima e sua capacidade
de inativa-los, por sua vez contribuindo para a diminuicdo da resisténcia bacteriana aos beta-

lactamicos.
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