UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA
CURSO DE BIOTECNOLOGIA

SOPHIA LAURA DE SOUSA

Prospecc¢do virtual e andlise estrutural de inibidores da glutamina sintetase de Salmonella

entérica sorovar Typhimurium

Uberlandia - MG
2026



SOPHIA LAURA DE SOUSA

Prospecgao virtual e andlise estrutural de potenciais inibidores da glutamina sintetase de

Salmonella entérica sorovar Typhimurium

Trabalho de Conclusdao de Curso apresentado
ao Instituto de Biotecnologia da Universidade
Federal de Uberlandia como requisito parcial
para obtencdo do titulo de bacharel em
Biotecnologia

Area de concentragao: Biotecnologia

Orientador: Prof. Dr. Nilson Nicolau Junior

Uberlandia - MG
2026



SOPHIA LAURA DE SOUSA

Prospec¢do virtual e andlise estrutural de potenciais inibidores da glutamina sintetase de

Salmonella entérica sorovar Typhimurium

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao Instituto de Biotecnologia da Universidade
Federal de Uberlandia como requisito parcial
para obtengcdo do titulo de bacharel em
Biotecnologia

Uberlandia, 07 de agosto de 2026

Banca Examinadora

Prof. Dr. Nilson Nicolau Junior — Instituto de Biotecnologia — Universidade Federal de

Uberlandia (UFU)

Fernanda Mendes De Sousa (FMVZ)

Kellen Cristina Silva Marques (IBTEC)



AGRADECIMENTOS

A realizacdo deste trabalho representa o encerramento de uma etapa marcada por
desafios, aprendizados e crescimento. Ao longo dessa caminhada, tive a sorte de contar com
pessoas que tornaram esse sonho possivel, e a elas deixo minha mais sincera gratidao.
Aos meus pais, por todo o amor, incentivo e apoio incondicional. Mesmo a distancia, nunca
deixaram de acreditar em mim e fizeram o possivel para que eu pudesse seguir em frente. A
minha irma e a minha madrinha, agradeco pelo carinho, pela torcida e por estarem sempre
presentes. As minhas avos, que partiram durante o periodo em que eu estava longe de casa,
deixo minha eterna saudade. Gostaria que estivessem aqui para compartilhar este momento,
mas levo comigo os ensinamentos, o amor ¢ as lembrangas que deixaram. Esta conquista
também ¢ dedicada a elas.

A minha namorada, Isa, por todo o amor, companheirismo, paciéncia € incentivo.
Obrigada por permanecer ao meu lado nos momentos mais dificeis, por acreditar em mim
quando eu mesma duvidei e por tornar essa caminhada muito mais leve. Ao meu melhor
amigo, Mario, meu companheiro de sala durante a graduacao e, principalmente, para a vida.
Obrigada por compartilhar comigo tantos momentos importantes, pelos estudos, pelas
conversas, pelas risadas e por tornar essa trajetoria muito mais especial. A minha melhor
amiga, [zabelle, que, mesmo morando em Sao Paulo, nunca deixou que a distdncia diminuisse
nossa amizade. Obrigada pelo carinho, apoio, conselhos e por sempre acreditar em mim. Ao
Gabriel Segadaes, agradeco pela disponibilidade, paciéncia e por compartilhar seu
conhecimento durante o desenvolvimento deste trabalho. Ao meu orientador, Prof. Dr. Nilson
Nicolau, agradego por acreditar no meu projeto e aceitar orientd-lo mesmo em um prazo tao
curto. Obrigada pela confianca, pelos ensinamentos e pela oportunidade de desenvolver esta
pesquisa. Agradeco também aos meus amigos, aos professores da Universidade Federal de
Uberlandia e a todos que, de alguma forma, contribuiram para minha formag¢ao académica e
pessoal. Este trabalho representa muito mais do que a conclusdo da graduagdo. Ele simboliza
os desafios superados, a saudade de casa, as perdas, os aprendizados e, principalmente, a
certeza de que nenhum sonho ¢ construido sozinho. A todos que fizeram parte dessa

caminhada, meu mais sincero obrigada.



RESUMO

Salmonella enterica sorovar Typhimurium ¢ um patégeno entérico de humanos e animais,
infectando o epitélio intestinal e causando doengas gastrointestinais apos a ingestao de
alimentos ou &agua contaminados. A infec¢do provoca diarreia e, embora geralmente
autolimitada, pode evoluir para desidratacdo e sepse. No Brasil, a salmonelose ¢ uma das
principais infecgdes bacterianas transmitidas por alimentos, sendo esse sorotipo importante
agente de infec¢des sistémicas. O tratamento tem se tornado mais complexo devido ao
surgimento de cepas resistentes, favorecido pelo uso indiscriminado de antibidticos, que
promove a colonizagdo persistente e selegdo de resisténcia, um dos principais desafios da
saude publica mundial. Nesse contexto, a glutamina sintetase (GS), enzima-chave do
metabolismo do nitrogénio, destaca-se como alvo terapéutico deste patogeno. Neste trabalho,
a fosfinotricina, um potente inibidor competitivo da GS, foi utilizada como molécula de
referéncia para busca de novos potenciais inibidores contra essa enzima. Para tanto, foram
utilizadas ferramentas de bioinformatica para selecionar e avaliar esses potenciais inibidores
da glutamina sintetase visando o desenvolvimento de drogas mais eficazes contra a
Salmonella Typhimurium. Foram aplicadas técnicas de modelagem baseada em forma,
triagem virtual e docking molecular, utilizando bancos de dados de compostos que totalizaram
9 milhdes moléculas distribuidas em cinco bancos de dados contendo substancias drug-like,
farmacos comerciais e produtos naturais. As dez moléculas com maior pontuagao de apods o
docking foram submetidas a andlise in silico de propriedades farmacocinéticas e toxicidade,
destacando-se os compostos NuBBe 265 e MP_29732. Ambos foram avaliados quanto aos
tipos de interagdes com a proteina-alvo. Embora estudos adicionais sejam necessarios para
confirmar seu potencial farmacoldgico, os resultados indicam perfil promissor para o

desenvolvimento de novos antimicrobianos.

Palavras-chave: Salmonella enterica sorovar Typhimurium; glutamina sintetase; docking

molecular; fosfinotricina.



ABSTRACT

Salmonella enterica serovar Typhimurium is an enteric pathogen of humans and
animals that infects the intestinal epithelium, causing gastrointestinal disease following the
ingestion of contaminated food or water. Infection leads to diarrhea and, although generally
self-limiting, may progress to dehydration and sepsis. In Brazil, salmonellosis is one of the
leading foodborne bacterial infections, and this serovar is an important causative agent of
systemic infections. Treatment has become increasingly challenging due to the emergence of
antimicrobial-resistant strains, driven by the indiscriminate use of antibiotics, which promotes
persistent colonization and the selection of resistant bacteria, representing one of the major
challenges to global public health. In this context, glutamine synthetase (GS), a key enzyme
in nitrogen metabolism, has emerged as a promising therapeutic target for this pathogen. In
the present study, phosphinothricin, a potent competitive inhibitor of GS, was used as the
reference molecule to identify new potential inhibitors of this enzyme. Bioinformatics tools
were employed to select and evaluate potential glutamine synthetase inhibitors with the aim
of developing more effective drugs against Salmonella enterica serovar Typhimurium.
Shape-based modeling, virtual screening, and molecular docking techniques were applied
using compound libraries comprising approximately 9 million molecules distributed across
five databases containing drug-like compounds, commercial drugs, and natural products. The
ten highest-scoring compounds obtained after molecular docking were further evaluated
through in silico pharmacokinetic and toxicity analyses, with NuBBe 265 and MP_ 29732
emerging as the most promising candidates. Both compounds were also analyzed regarding
their interaction profiles with the target protein. Although further experimental studies are
required to confirm their pharmacological potential, the results indicate that these compounds

represent promising candidates for the development of new antimicrobial agents.

Keywords: Salmonella enterica serovar Typhimurium; glutamine synthetase; molecular

docking; phosphinothricin.
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1 INTRODUCAO
1.1  Salmonella entérica sorovar Typhimurium

A Salmonella Typhimurium ¢ um bacilo Gram-negativo, intracelular facultativo,
que apresenta notavel variabilidade metabolica e ampla gama de hospedeiros. Sob condi¢des
ideais, possui um tempo de crescimento de aproximadamente 20 minutos. Tal patdégeno
destaca-se por nao fermentar a lactose e pela capacidade de utilizar o citrato como Unica fonte
de carbono, diferenciando-se de linhagens relacionadas (PEREZ-SEPULVEDA; HINTON,
2025). Esta caracteristica Unica tem sido usada para o desenvolvimento de diversos meios
seletivos e diferenciais para a cultura, isolamento e identificagdo inicial da Salmonella
(JAJERE, 2019).

Os sorovares nao tifoides de Salmonella enterica, como o Typhimurium, destacam-se
entre os agentes bacterianos como grandes responsaveis por doencas transmitidas por
alimentos que causam hospitalizacdes e mortes em escala mundial (ANDERSON;
KENDALL, 2017). No Brasil, a Salmonella classifica-se entre os dois patdgenos mais
frequentes em surtos alimentares recentes. O sorotipo S. Typhimurium destaca-se por sua
presenca global, sendo isolado de suinos, aves, bovinos e frutos do mar. Por sua natureza
zoondtica e ampla transmissdo entre animais e humanos, este sorovar gera prejuizos
miliondrios as industrias de carne suina, avicola e bovina (SERIBELLI et al., 2021). Além
disso, esses agentes sdo responsaveis por surtos de gastroenterite autolimitada que estdo
amplamente ligados a industrializagdo da producdo de alimentos (PEREZ-SEPULVEDA;
HINTON, 2025).

Segundo dados do CDC, os Estados Unidos registram por ano, aproximadamente
40 mil casos de salmonelose. No entanto, estima-se que a incidéncia real possa ser 30 vezes
superior, visto que ocorréncias leves frequentemente nio sio diagnosticadas ou notificadas. E
importante destacar que esta doenga manifesta-se com maior gravidade em criangas, idosos e
pessoas com o sistema imune fragilizado, sendo responsavel por aproximadamente 400 obitos
anuais nos Estados Unidos (FABREGA; VILA, 2013). Visto que a maioria das infec¢des em
humanos provém do consumo de produtos de origem animal, hdA um empenho cientifico
crescente em estudar os mecanismos de interagdo entre a S. Typhimurium e o hospedeiro. As
pesquisas focam, sobretudo, nos fatores de viruléncia que possibilitam ao patdégeno transpor
barreiras  bioldgicas e reprogramar fungdes celulares em beneficio proprio

(HERRERO-FRESNO; OLSEN, 2018).



Atualmente, os antibidticos sdo recomendados apenas para casos graves, sendo
evitados em quadros leves a moderados, como ocorre com as fluoroquinolonas. No entanto, a
Salmonella Typhimurium vem apresentando um aumento na resisténcia antimicrobiana aos
medicamentos mais utilizados para o tratamento (KAUR et al., 2025). O uso continuo de
agentes antimicrobianos na medicina humana e na producdo animal exerce pressdo seletiva
sobre as bactérias, favorecendo a sobrevivéncia e a disseminagdo de cepas resistentes. No
contexto da produgdo pecudria, a utilizacdo desses farmacos para prevengdo de doengas,
tratamento e promocdo do crescimento animal tem contribuido significativamente para o
surgimento de bactérias resistentes, que podem ser transmitidas aos seres humanos por meio
da cadeia alimentar. Esse cenario mostra a crescente limitacdo das terapias convencionais ¢
refor¢a a necessidade da identificacdo de novos alvos terapéuticos para o desenvolvimento de
agentes antimicrobianos mais eficazes. Nesse contexto, a glutamina sintetase destaca-se como
um alvo molecular promissor, por desempenhar papel essencial no metabolismo do nitrogénio

e na sobrevivéncia bacteriana (NARIMISA; RAZAVI; MASJEDIAN JAZI, 2024).

1.2 Metabolismo

O nitrogénio ¢ um elemento essencial para a célula, sendo a amoénia a fonte mais
energeticamente favoravel para sua assimilagcdo. Esse processo ocorre principalmente por
meio da via envolvendo a glutamina sintetase (GS) e a glutamina 2-oxoglutarato
amidotransferase (GOGAT) (Figura 1) (REITZER, 2003). Em condi¢des de limitagdo de
nitrogénio no meio de crescimento, nota-se um aumento na sintese da glutamina sintetase,
como mecanismo adaptativo para otimizar a captacdo e o aproveitamento desse nutriente.
Além disso, mutagdes reguladoras do nitrogénio (mutagdes N-regulatorias) também podem
induzir esse aumento, estando intimamente associadas ao gene estrutural da glutamina
sintetase, o glnA, que desempenha papel central no metabolismo do nitrogénio (MIYAKOSHI
et al., 2022).



Figura 1: Vias de assimilacido do nitrogénio via GS/GOGAT e GDH
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(A) Via GS/GOGAT, na qual a glutamina sintetase (GS) catalisa a formacdo de glutamina a partir de glutamato ¢
amonio, com consumo de ATP, e a glutamato sintase (GOGAT) converte glutamina e 2-oxoglutarato em
glutamato utilizando NADPH. (B) Via da glutamato desidrogenase (GDH), que promove a aminagédo direta do

2-oxoglutarato para formagdo de glutamato utilizando NADPH.
Fonte: Reitzer (2003).

A glutamina ¢ um intermedidrio importante na assimilacdo de nitrogénio. Seu grupo
amida pode ser usado na sintese de varios outros aminodcidos e compostos contendo
nitrogénio (MEISTER,1962). Resultados mostraram que em S. Typhimurium o sistema de
transporte de glutamina de alta afinidade responde a disponibilidade de nitrogénio do meio da
mesma forma que a glutamina sintetase (WILLIS; IWATA; FURLONG, 1975). Sob elevadas
concentragdes de amonia, observa-se a repressdo do transporte, enquanto a presenca de
casaminoacidos promove o incremento desse processo, evidenciando um perfil regulatério

semelhante ao da glutamina sintetase (BETTERIDGE; AYLING, 1976).

Estudos indicaram que variantes com mutagdes de perda de fungdo no gene da
glutamina sintetase (glnA) apresentaram reducdo do crescimento bacteriano, além de
comprometimento da motilidade e da viruléncia em S. Typhimurium (AURASS et al., 2018).
Esses achados demonstram que a biossintese de glutamina e o metabolismo do nitrogénio
exercem papel fundamental na fisiologia e na interagdo da bactéria com o hospedeiro. Dessa
forma, a glutamina sintetase destaca-se como um alvo terapéutico promissor, uma vez que sua

inibicdo pode comprometer processos metabolicos essenciais a sobrevivéncia e a



patogenicidade bacteriana, favorecendo o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos

(MOWBRAY et al., 2014).
1.3 Inibidores e Fosfinotricina

A disseminagdo mundial de bactérias resistentes a multiplas classes de farmacos
compromete a saide humana e animal, apresentando um cendrio prospectivo critico. Torna-se
fundamental a busca por novas abordagens terapéuticas para enfrentar essa problematica
(DEMIANKOVA et al., 2023). Devido ao elevado impacto das salmoneloses nao tiféides na
sade global, as estratégias de investigacdo tém se voltado para o uso de ferramentas
computacionais. Tais metodologias in silico permitem identificar alvos proteicos estratégicos
para o desenvolvimento de farmacos direcionados aos sorovares Sa/monella Typhimurium

(GULZAR et al., 2024).

Conforme mencionado, a glutamina sintetase (GS) desempenha um papel central no
metabolismo nitrogenado na maioria dos sistemas biologicos. Esta enzima ¢é responsavel por
catalisar a etapa inicial da assimilacdo do nitrogénio, promovendo a sintese de glutamina a
partir de glutamato e amodnia em uma reacdo dependente de ATP. Devido a sua relevancia
metabolica vital, a GS tem sido amplamente investigada como um alvo estratégico para o
desenvolvimento de novos inibidores (BERLICKI et al., 2005). Um exemplo proeminente
desses inibidores ¢ a fosfinotricina [4cido L-2-amino-4-(hidroximetilfosfinil)butanoico], cujas
propriedades foram investigadas via métodos de cinética rapida. Este composto atua como um
inibidor de ligacdo forte e lenta, caracterizando-se por sofrer fosforilacdo durante sua
inativacdo, processo este que depende estritamente de ATP (ABELL; VILLAFRANCA,
1991).

Do ponto de vista estrutural, o complexo fosfinotricina-GS de Sa/monella Typhimurium
revelou um mecanismo de inibi¢cao nao covalente do tipo "sem saida". A fosfinotricina ocupa
o sitio de ligagdo do substrato glutamato, apresentando uma distribui¢do de cargas
perfeitamente complementar a essa cavidade. Ao se alojar no sitio ativo, o inibidor induz uma
mudanga conformacional que estabiliza a alga proteica do residuo Glu327, bloqueando
fisicamente a entrada de novas moléculas de glutamato e aprisionando o composto na
estrutura enzimatica. Adicionalmente, um dos oxigénios do grupo fosfinil do inibidor
projeta-se em dire¢do ao sitio adjacente de ligagdo do amonio, desorganizando as interagdes

necessarias para o acoplamento deste segundo substrato (GILL; EISENBERG, 2001).



Portanto, compostos andlogos ao substrato, como metionina sulfoximina e a fosfinotricina,
sdo reconhecidos pela glutamina sintetase e sofrem ativacdo dependente de ATP (Figura 2),
formando intermediarios fosforilados que permanecem ligados ao sitio ativo, resultando em
inibig¢do irreversivel da enzima (ABELL; VILLAFRANCA, 1991). Por fim, além de suas
potenciais aplicagdes praticas, os inibidores constituem ferramentas valiosas para aprofundar
o conhecimento sobre as propriedades cataliticas, os sistemas de regulacdo e a funcdo

fisiologica da enzima.

Figura 2: inibicio da glutamina sintetase por analogos fosforilados
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Fonte: ABELL; VILLAFRANCA (1991)
1.4 Ferramentas in silico e estrutura

Ao decorrer da ultima década, a bioinforméatica vem adquirindo uma importancia cada
vez maior no processo de desenvolvimento de novos farmacos, promovendo sua aceleragao e
reducdo de gastos. A partir de métodos computacionais, tornou-se possivel prever e selecionar
moléculas com maior afinidade a certo alvo em meio a imensos bancos de dados. Essa analise
leva em consideragdo sequéncias genOmicas, interagdes fisico-quimicas e estruturas
tridimensionais de modo a possibilitar o afunilamento de testes em bancada de forma rapida,

segura e barata (SHANMUGAM; JEON, 2017).

A investigacdo in silico de substancias que interagem com alvos bioldgicos especificos

¢ denominada triagem virtual (virtual screening). Esse processo pode ser orientado tanto pelo



alvo (target-based virtual screening) quanto pelos ligantes (ligand-based virtual screening).
Na primeira modalidade, a triagem fundamenta-se na estrutura da biomolécula de interesse e
na predi¢do de sua interagdo com diferentes compostos. Na segunda, a busca baseia-se em
similaridades entre ligantes previamente conhecidos, criando modelos que sdo comparados
computacionalmente a bancos de moléculas (DOMINGUES; LOPES, 2012); e a dindmica
molecular, a qual simula o ambiente celular e prediz a movimenta¢do de cada atomo do
sistema alvo-ligante a partir de parametros fisicos, possibilitando a avaliagdo da qualidade da

ligagdo (HOLLINGSWORTH;DROR, 2018).

Portanto, considerando a importancia de identificar novos ligantes para o combate as
infecgdes por Salmonella Typhimurium, este estudo visa utilizar métodos de prospec¢ao in
silico para a investigacao de inibidores da glutamina sintetase. A analise integrara ferramentas
de docking e triagem virtual em bibliotecas moleculares distintas, permitindo a prospec¢ao
dentre milhdes de substancias, entre compostos sintéticos e metabdlitos naturais, para a

identificacdo de candidatos a firmacos mais eficazes.

2  JUSTIFICATIVA

A infeccdo por Salmonella enterica sorovar Typhimurium representa um
importante problema de satde publica, sendo uma das principais causas de doengas
transmitidas por alimentos em todo o mundo, incluindo o Brasil. Além disso, o aumento da
resisténcia a antimicrobianos tem dificultado o tratamento dessas infecgdes, evidenciando a
necessidade do desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Nesse contexto, o estudo
de enzimas essenciais ao metabolismo bacteriano, como a glutamina sintetase, torna-se
promissor como alvo terapéutico. Portanto, este trabalho se justifica na prospeccao de
inibidores desse alvo, com o objetivo de contribuir para o desenvolvimento de novas

abordagens antimicrobianas mais eficazes e seguras.



3

3.1

OBJETIVOS

Objetivo geral

Utilizar ferramentas bioinformaticas para selecionar e avaliar potenciais inibidores da

enzima glutamina sintetase de Salmonella enterica sorovar Typhimurium, visando a

proposi¢ao de novos compostos com potencial atividade antimicrobiana

3.2 Objetivos especificos
e Obter e preparar a estrutura tridimensional da glutamina sintetase de Salmonella
enterica sorovar Typhimurium para as analises computacionais;
e Construir um modelo baseado em forma a partir de um inibidor conhecido da
glutamina sintetase;
e Selecionar moléculas semelhantes ao modelo baseado em forma por meio de triagem
virtual;
e Avaliar a interacdo entre as moléculas selecionadas e a glutamina sintetase por meio
de docking molecular;
e Avaliar as propriedades farmacocinéticas e toxicologicas das moléculas selecionadas
utilizando o Deep-PK;
e Analisar as interagdes intermoleculares entre os compostos selecionados e a glutamina
sintetase.
4 METODOLOGIA
4.1 Selecdo e preparacio da proteina

A estrutura tridimensional da enzima glutamina sintetase de Salmonella enterica sorovar

Typhimurium foi obtida a partir do banco de dados Protein Data Bank (PDB), sob o codigo de

acesso 1FPY (Figura 3). A proteina foi preparada computacionalmente por meio da remogao

de moléculas de 4gua e ions ndo constituintes do sitio catalitico. Em seguida, foram

adicionados hidrogénios polares e atribuidas as cargas parciais apropriadas para as simulagdes

subsequentes. Por fim, foi isolada uma subunidade da macromolécula para ser utilizada como

receptor nos ensaios de ancoragem molecular (docking).



Figura 3 - Estrutura cristal da glutamina sintetase da Salmonella Typhimurium com

inibidor fosfinotricina (PDB ID: 1FPY)

Fonte: Protein Data Bank (2001)

4.2 Selecao e preparacio do inibidor de referéncia
A constru¢do do modelo baseado em forma foi realizada com base na forma do ligante
fosfinotricina (PPQ) (PDB id: 1FPY) (Figura 4), a partir do programa vROCS 3.6.2.0,
OpenEyes Scientific Software, Santa fe, NM (HAWKINS; SKILLMAN; NICHOLLS,2007).
Esse composto ocupa o sitio de ligagdo do substrato glutamato, estabilizando a alga do
Glu327, atuando como inibidor competitivo ao bloquear a passagem desse substrato (GILL;

EISENBERG,2001).



Figura 4 - Estrutura 2D do PPQ (PDB ID: 1FPY).
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Fonte: Protein Data Bank (2001)

4.3 Preparacio dos bancos de dados

O modelo gerado na etapa anterior foi utilizado na triagem virtual de cinco bibliotecas
virtuais de compostos, sendo elas: NuBBEDB (VALLI et al., 2013), com mais de 2000
moléculas oriundas de produtos naturais brasileiros; FDA (Federal Drug Administration),
com mais de 3000 farmacos comerciais; MolPort (MOLPORT, 2024), com milhdes de
compostos comerciais disponiveis para triagem; CNS, um subconjunto da base ZINC (ZINC,
2015), contendo aproximadamente 50.000 moléculas direcionadas ao sistema nervoso central;
e os bancos de dados CL (Core Library) pertencentes a empresa Chembridge, com mais de 1
milhdo de moléculas.

Esses bancos de dados foram submetidos ao software FILTER do OMEGA 2.5.1.4
OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM (HAWKINS et al., 2010), o qual realiza a
filtragem e selecdo dos compostos ao combinar calculos de propriedades fisicas e estudo de
grupos funcionais, eliminando ligantes indesejaveis, como aqueles de carater toxico ou que
podem gerar interferéncias no processo experimental. Apds a filtragem, as moléculas
selecionadas passaram pelo programa QUACPAC 1.6.3.1, OpenEye Scientific Software,
Santa Fe, NM. Esta etapa se baseia no pKa e nos tautdmeros de cada composto, visando a

obtencdo de cargas precisas e compativeis ao potencial hidrogenionico do sangue. Por fim,



essas bibliotecas afuniladas e preparadas foram sujeitas a geracao de conféormeros por meio do
programa OMEGA, uma etapa de extrema importancia para a triagem virtual pois ela depende

de conformacdes bioativas para alcancar melhores resultados.
4.4 Triagem virtual e docking molecular

O processo de triagem virtual foi realizado através do software vVROCS 3.6.2.0, Santa
FeNM (HAWKINS et al., 2010), tendo como base o modelo baseado em forma. Assim,
aplicou-se o score Tanimoto combo (color force field: Implicit Mills-Dean) para avaliar os
500 melhores resultados de cada banco de dados, os quais puderam ser visualizados com uso
do software VIDA 5.0.6.0, OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM.

Os 500 melhores ligantes de cada biblioteca foram submetidos a técnica de docking
molecular a partir do programa GOLD (JONES et al., 1997). Esse software utiliza um
algoritmo genético para avaliar a ancoragem flexivel entre a proteina e os ligantes,
ranqueando os melhores resultados pelo algoritmo de pontuagdo CHEMPLP. Dentre os 2500
compostos avaliados, os dez de maior score foram selecionados para a etapa de analise de

propriedades farmacocinéticas.

4.5 Analise de propriedades farmacocinética in silico

Os dez melhores compostos obtidos na fase anterior foram sujeitos ao servidor online
Deep-PK (MYUNG:; DE SA; ASCHER, 2024). para anélise de suas principais propriedades
farmacocinéticas (ADMET): absor¢ao, distribuicao, metabolismo, excrecao e toxicidade. Esse
processo ¢ de grande importancia para predizer se esses inibidores selecionados apresentam

caracteristicas farmacologicas ideias, tendo como base homeostase do organismo humano.

4.6 Geracio de diagramas de interacio 2D proteina-ligante

As moléculas selecionadas na etapa anterior foram submetidas a construgdo de
diagramas 2D de sua interacdo intermolecular com a proteina GS. Esse processo foi realizado
pelo uso do software Molecular Operating Environment (MOE) versdo 2022.02 (Chemical
Computing Group, 2022).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Selecao e preparacao da proteina

A estrutura tridimensional utilizada como receptor alvo para os ensaios de triagem
virtual foi obtida diretamente do Protein Data Bank (PDB), sob o cédigo de acesso 1FPY. Este
modelo cristalografico representa a enzima glutamina sintetase de Salmonella enterica
sorovar Typhimurium resolvida experimentalmente em estrutura cristalografica , complexada
com o seu inibidor classico, a fosfinotricina (Figura 4). A Figura 5 ilustra a estrutura
tridimensional da subunidade isolada e preparada para as simulagdes, destacando a topografia

do sitio ativo onde os novos candidatos a inibidores serdo ancorados.

Figura 5 - Estrutura tridimensional da GS da Salmonella Typhimurium

complexada com PPQ e FAD.

Legenda: Proteina (cinza), ligante de referéncia (verde), ADP (vermelho) e ion Mn?" (azul)
Fonte: Autoria propria (2026)

Optou-se pela utilizagdo de apenas uma subunidade da glutamina sintetase,
desconsiderando as demais cadeias do complexo, pois essa estratégia reduziu o custo
computacional das etapas seguintes, como o docking molecular, ao diminuir o numero de

atomos processados. Além disso, como o objetivo deste trabalho foi investigar a interagdo de
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novos ligantes com o sitio ativo presente em uma uUnica cadeia da proteina, a utilizacdo de

apenas um monomero foi suficiente para atender aos objetivos do estudo.
5.2 Geracao do modelo baseado em forma

A construgdo do modelo baseado em forma a partir do ligante PPQ foi bem-sucedida e
pode ser visualizada na figura 6. O software vVROCS 3.6.2.0 analisou a forma molecular e as
caracteristicas quimicas do ligante de referéncia e criou um molde para comparacdo com

outros compostos

Figura 6 - Modelo baseado em forma do ligante PPQ (PDB ID:1FPY).

As esferas vermelhas representam aceptor de ligacdo de hidrogénio; as azuis, grupos doadores de

ligacdo de hidrogénio; e o envoltdrio em cinza, o volume e formato do modelo baseado em forma.
Fonte: Autoria propria (2026)
5.3 Preparacao dos bancos de dados

As cinco bibliotecas virtuais de compostos (NuBBEDB, FDA, CL, CNS e MolPort)
foram devidamente tratadas com uso dos softwares QUACPAC 1.6.3.1 ¢ OMEGA 2.5.1.4
para possibilitar resultados mais satisfatorios nas etapas de triagem virtual e docking.
Portanto, os compostos foram filtrados, protonados e sujeitos a geragdo de conférmeros, o que
eliminou potenciais interferentes, adaptou as moléculas ao potencial hidrogenidnico do

sangue e gerou conformacdes bioativas.
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5.4 Triagem virtual e Docking

A triagem virtual foi realizada pelo vVROCS a partir dos cinco bancos de dados virtuais

preparados previamente € o modelo baseado em forma (Figura 6). A partir da pontuagao

Tanimoto Combo (TC) retornada pelo software, os 500 compostos com maiores scores de

cada biblioteca foram submetidos a técnica de docking molecular através do GOLD. Esse

software utiliza o algoritmo de pontuagdo CHEMPLP para avaliar os melhores resultados de

ancoragem. Dentre as 2500 moléculas avaliadas, as dez de maior score foram selecionadas

para a proxima etapa (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores de Tanimoto Combo e CHEMPLP das dez moléculas selecionadas

apos a triagem virtual e o docking molecular.

Composto Tanimoto Combo CHEMPLP
MP 29732 1,128 76,3052
ZINC000001530283 1,127 84,0272
CL 51448 0,945 73,8539
CL_50402 0,926 75,1769
ZINC000000156395 0,923 74,2374
ZINC000003831475 0,891 73,5273
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ZINC000001531009 0,863 90,6394

NuBBE 265 0,862 84,8614
ZINC000003803652 0,859 93,0773
ZINC000000005560 0,846 73,5600

Os resultados da triagem virtual demonstraram que os compostos selecionados
apresentaram valores de Tanimoto Combo variando entre 0,846 e 1,128, indicando boa a
elevada similaridade tridimensional e quimica em relacdo a fosfinotricina, utilizada como
molécula de referéncia. Dentre os compostos avaliados, MP_ 29732 e ZINC000001530283
apresentaram os maiores valores de similaridade (1,128 e 1,127, respectivamente), sugerindo
maior sobreposi¢do de forma molecular e de caracteristicas farmacoforicas quando

comparados aos demais compostos selecionados.

Esses resultados evidenciam que a metodologia empregada foi eficiente na sele¢ao de
moléculas estruturalmente semelhantes ao ligante de referéncia, tornando-as candidatas
promissoras para as etapas subsequentes de docking molecular. Entretanto, embora o
Tanimoto Combo seja um importante parametro para a triagem inicial, ele avalia apenas a
similaridade entre moléculas, ndo sendo suficiente para predizer a afinidade de ligagdo com a
proteina-alvo. Dessa forma, os compostos selecionados foram submetidos ao docking
molecular, permitindo avaliar seu potencial de interagdo com o sitio ativo da glutamina

sintetase.

O algoritmo CHEMPLP, utilizado pelo GOLD nessa etapa, ¢ baseado em potenciais
lineares por partes (piecewise linear potentials) que modelam interagdes entre ligante e
proteina, ao considerar ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofébicas e repulsdes estéricas.
Seu score é adimensional e empregado para ranquear ligantes dentro de um mesmo
experimento, sendo que valores mais altos correspondem a ancoragens mais favoraveis

(KORB; STUTZLE; EXNER,2009). Assim, a anélise de seus resultados ndo deve ser
14




realizada de forma absoluta, mas sim comparativa, o que permitiu selecionar os dez

compostos mais promissores em meio aos 2500 testados.
5.5 Propriedades farmacocinéticas

Os 10 compostos selecionados pela etapa anterior foram submetidos a analise preditiva
de suas propriedades farmacocinéticas (ADMET): absor¢ao, distribuigdo, metabolismo,

excrecao e toxicidade, através do servidor online Deep-PK.

A Tabela 2 apresenta os parametros de absor¢ao feito pelas ferramentas do DeepPK,
incluindo a biodisponibilidade oral humana de 20% e 50%, a absorcao intestinal humana, bem
como a interacdo dos compostos com a glicoproteina P (P-gp), na condi¢do de inibidor e
substrato (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015). A biodisponibilidade oral representa a
fracdo do farmaco administrado por via oral que alcanga a circulacdo sist€émica de forma
inalterada, apds superar o metabolismo de primeira passagem hepatico. Os modelos de 20% e
50% estimam a probabilidade de o composto apresentar biodisponibilidade superior a esses
valores, sendo que maiores probabilidades estdo associadas a um potencial mais favoravel
para administracdo oral. A absor¢ao intestinal humana (HIA) estima a porcentagem da dose
absorvida pelo intestino delgado, considerando compostos com absor¢do superior a 30%
como bem absorvidos. Entretanto, esse parametro ndo reflete, isoladamente, a
biodisponibilidade oral, uma vez que esta também depende do metabolismo de primeira
passagem. Além disso, foi avaliada a interacdo com a glicoproteina P (P-gp), um importante
transportador de efluxo responsavel por limitar a absor¢cdo e favorecer a eliminagdo de
xenobidticos. Compostos classificados como inibidores da P-gp podem aumentar a absor¢ao
de farmacos substratos, embora também possam favorecer interagdes medicamentosas. Por
outro lado, compostos classificados como substratos da P-gp tendem a ser transportados para
fora das células, reduzindo sua absor¢do e biodisponibilidade, caracteristica geralmente

considerada desfavoravel para candidatos a firmacos administrados por via oral.
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Tabela 2 — Predicdoin silico das propriedades de absor¢do dos compostos

selecionados
Biodisponibili : .
ADMET - Absor¢do  Biodisponibili  Inibidor ~ Substrato de
dade oral : :
Absor¢ao intestinal ~ dade oral 50%  de P-gp P-gp

humana 20%

ZINC0000
03803652

ZINC0000
01531009

NuBBe 2
65

ZINC0000
01530283

MP 2973
2

CL_50402

ZINC0000
00156395
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CL 51448

ZINC0000
00005560
127

ZINC0000
03831475
11

Fonte: Autoria propria (2026)

Os parametros de distribui¢ao avaliados pelo DeepPK estdo apresentados na Tabela 3,
incluindo a penetragdo da barreira hematoencefalica (BHE), a fragao livre (FU) e a ligagao as
proteinas plasmaticas (PPB). A penetragao da barreira hematoencefalica avalia a capacidade
de um composto atravessar a BHE e alcangar o sistema nervoso central, sendo um parametro
importante para estimar sua distribuicdo tecidual e o potencial de efeitos adversos
neuroldgicos. A permeabilidade é expressa pelo valor de logPS, sendo compostos com valores
> —2 classificados como capazes de atravessar a barreira hematoencefalica (CNSp+) e aqueles
com valores < —3 considerados incapazes de atravessa-la (CNSp—). Considerando que os
compostos avaliados neste estudo tém como alvo a glutamina sintetase de Salmonella enterica
sorovar Typhimurium, uma baixa permeabilidade a BHE pode ser considerada uma
caracteristica favoravel, uma vez que reduz a exposicdo do sistema nervoso central e,
consequentemente, o risco de efeitos adversos nesse tecido. A fracao livre (FU) representa a
proporc¢ao do fArmaco que permanece ndo ligada as proteinas plasmaticas, estando disponivel
para exercer atividade farmacologica, sofrer metabolismo ou ser eliminada do organismo.
Esse parametro influencia diretamente a distribui¢ao, a eficacia e o perfil farmacocinético dos
compostos. Por sua vez, a ligacdo as proteinas plasmaticas (PPB) corresponde a porcentagem
do farmaco ligada de forma ndo especifica as proteinas presentes no plasma, afetando a

quantidade de molécula livre disponivel na circulagdo. Em geral, compostos com elevada
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ligagdo as proteinas plasmaticas apresentam menor fragdo livre, enquanto valores mais baixos

de PPB favorecem uma maior disponibilidade do farmaco para alcangar seu alvo bioldgico.

Tabela 3 — Predigdo in silico das propriedades de distribuicdo dos compostos

selecionados

. Fracao Nao
ADMET - Barreira Ligagao a Proteina
L Amarrada »
Distribuicao Hematoencefalica (Humana) Plasmatica

ZINC0000038
03652

ZINC0000015
31009

NuBBe 265

ZINC0000015
30283

MP 29732

CL_50402

ZINC0000001
56395 2 18

CL_51448

ZINC0000000
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ZINC0000038
31475 1 1

0.65

Fonte: Autoria propria (2026)

Para a avaliacdo da excrecdo, foi considerada a meia-vida de eliminagdo (t1/2),
importante parametro farmacocinético relacionado a permanéncia do farmaco no organismo,
como mostrada na Tabela 4. A meia-vida corresponde ao tempo necessario para que a
concentragdo plasmatica de um composto seja reduzida a metade durante a fase de
eliminagdo, ap6s os processos de absor¢do e distribuicdo terem sido concluidos. Esse
parametro ¢ fundamental na avaliagdo farmacocinética, pois influencia a duragcdo da agdo
terap€utica, a frequéncia de administragdo e o risco de acimulo do farmaco no organismo. No
DeepPK, os compostos sdo classificados de acordo com a probabilidade de apresentarem
meia-vida de eliminagdo maior ou igual a 3 horas (Classe 1) ou inferior a 3 horas (Classe 0).
De modo geral, compostos com meia-vida igual ou superior a 3 horas tendem a permanecer
por mais tempo na circulagdo sistémica, podendo proporcionar maior duracao do efeito
farmacolégico e reduzir a frequéncia de administragdo. Por outro lado, compostos com
meia-vida inferior a 3 horas sdo eliminados mais rapidamente, o que pode exigir

administracdes mais frequentes para a manutencdo de concentragdes terapéuticas adequadas.

Tabela 4 — Predigcdoin silico das propriedades de excregdo dos compostos

selecionados

ADMET - Excregao Meia-vida do medicamento

ZINC000003803652

ZINC000001531009
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NuBBe 265

ZINC000001530283

MP 29732

CL_50402

ZINC000000156395
218

CL_51448

ZINC000000005560
127

ZINC000003831475
11

Fonte: Autoria propria (2026)

Por fim, pardmetros de toxicidade apresentados na Tabela 5 compreendem a
mutagénese de Ames, lesdo hepatica induzida por medicamentos (DILI), lesdo hepatica II,
dose méaxima tolerada (MTD), bloqueio do canal hERG e formacdo de microntcleos. A
mutagénese de Ames ¢ um dos principais ensaios empregados na triagem inicial da
genotoxicidade, sendo utilizada para identificar compostos com potencial mutagénico e,
consequentemente, possivel risco carcinogénico. Resultados positivos nesse teste indicam
maior probabilidade de indug¢do de mutagdes genéticas, enquanto resultados negativos
sugerem menor potencial mutagénico. A lesdo hepatica induzida por medicamentos (DILI) e a
lesdo hepatica II avaliam o potencial hepatotoxico dos compostos, considerando informagdes
obtidas a partir de dados experimentais e clinicos em humanos. Esses pardmetros sdo

fundamentais durante o desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que a hepatotoxicidade
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representa uma das principais causas de interrupcdo de estudos clinicos e retirada de
medicamentos do mercado. A dose maxima tolerada (MTD) estima a maior dose capaz de ser
administrada sem provocar efeitos toxicos significativos, sendo expressa como
log(mg/kg/dia). Valores iguais ou inferiores a 0,477 log(mg/kg/dia) indicam baixa toxicidade,
enquanto valores superiores a esse limite estdo associados a maior potencial toxico. Também
foi avaliado o potencial de bloqueio do canal hERG, importante biomarcador de
cardiotoxicidade, uma vez que a inibicdo desse canal pode prolongar o intervalo QT e
favorecer o desenvolvimento de arritmias ventriculares potencialmente fatais. Por ultimo, o
ensaio de micronucleos avalia a capacidade de um composto induzir danos cromossdmicos,
sendo amplamente utilizado como indicador de genotoxicidade in vivo. Em conjunto, esses
parametros permitem uma avaliacdo preliminar do perfil de seguranga dos compostos,
auxiliando na selecdo de candidatos com menor potencial tdxico para etapas posteriores do

desenvolvimento de farmacos.

Tabela 5 — Predi¢do in silico das propriedades de toxicidade (ADMET) dos compostos

selecionados
Lesao
Hepatica
Mutagéne: _
Induzida Lesao Dose .
ADMET - Toxicidade e de Micronticleos
or  Hepdticall ..  Bloqueadore
AMES P P maximi
Medicamen tolerad: s de hERG
os (DILI)

S ...I..
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ZINC000001530283

MP 29732

CL 50402

ZINC000000156395 2
18

CL 51448

ZINC000000005560 1
27

ZINC000003831475 1
1

Fonte: Autoria propria (2026)

Com base nos pardmetros farmacocinéticos e toxicoldgicos preditos pelo DeepPK,
observou-se que a maioria dos compostos apresentou perfil favoravel quanto a
mutagenicidade de Ames. Apenas o composto ZINC000003831475 1 1 foi predito como
mutagénico, caracteristica que reduz seu potencial como candidato a farmaco. Em relacdo a
hepatotoxicidade, alguns compostos apresentaram resultados de predicdo positivos para lesdo
hepatica, indicando a necessidade de cautela em estudos futuros. Por outro lado, no estudo de
predicao todos os compostos foram classificados como seguros quanto ao bloqueio do canal
hERG, sugerindo baixo risco de cardiotoxicidade. Considerando conjuntamente os parametros
de absorcado, distribuicdo, excre¢do e toxicidade, destacam-se compostos como NuBBe 265 e
MP 29732, que apresentaram um perfil farmacocinético e toxicoldgico mais promissor,

justificando sua sele¢do para analises mais detalhadas das interagdes proteina-ligante.
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5.6 Diagramas de interacio 2D proteina-ligante

As dez moléculas selecionadas na etapa anterior, juntamente com a fosfinotricina,
utilizada como ligante de referéncia, foram submetidas a construgdo de diagramas 2D de suas
interacdes intermoleculares com a glutamina sintetase por meio do software Molecular
Operating Environment (MOE), versdo 2022.02 (Figura 7). Essa anélise permitiu identificar
os principais residuos envolvidos na intera¢do entre os ligantes e a proteina, bem como

comparar o padrao de ligacdo dos compostos selecionados com o da fosfinotricina.

Os diagramas bidimensionais demonstraram que 0s compostos permaneceram
ancorados na mesma regido do sitio ativo da glutamina sintetase, estabelecendo interagdes
com residuos importantes para o reconhecimento do ligante e para a atividade catalitica da
enzima. Entre os residuos mais frequentemente envolvidos destacaram-se Arg359, His210,
Tyr179, Glu327 e Glu220, além dos ions metalicos Mn469 e Mn470, presentes no sitio
catalitico. A recorréncia dessas interagdes entre os diferentes compostos sugere que esses

residuos desempenham papel fundamental na estabilizagdo dos complexos proteina-ligante.

A fosfinotricina apresentou diversas ligacdes de hidrogénio e interagcdes com os ions
mangangs, servindo como referéncia para a comparacao dos demais ligantes. De forma
semelhante, varios dos compostos selecionados preservaram interagdes com residuos
equivalentes aos observados para a molécula de referéncia, indicando que foram capazes de

ocupar adequadamente o sitio ativo da enzima.

Dentre os compostos avaliados, NuBBe 265 ¢ MP 29732 destacaram-se por
apresentarem um conjunto favoravel de interacdes intermoleculares, associado aos melhores
perfis farmacocinéticos obtidos nas analises d¢ ADMET. Ambos estabeleceram contatos com
residuos importantes do sitio ativo e apresentaram interagdes com os ions metalicos presentes
na regido catalitica, caracteristicas que podem contribuir para a estabilidade do complexo

proteina-ligante e para um potencial efeito inibitorio sobre a glutamina sintetase.

Embora os demais compostos também tenham apresentado interacdes relevantes com
a proteina, foram observadas diferencas quanto ao niimero ¢ ao tipo de contatos estabelecidos,
indicando varia¢des no modo de ligagdo ao sitio ativo. Essas diferengas podem estar
relacionadas as varia¢des observadas nos escores de docking molecular e reforcam a
importancia da avaliagdo conjunta da afinidade de ligacao, das interacdes moleculares e das

propriedades farmacocinéticas na sele¢do de candidatos promissores.
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De forma geral, os resultados obtidos indicam que os compostos selecionados
apresentam potencial para atuar como inibidores da glutamina sintetase de Salmonella
enterica sorovar Typhimurium. No entanto, estudos experimentais in vitro e in vivo ainda sao

necessarios para confirmar sua atividade bioldgica e seu potencial farmacologico.

Figura 7 — Diagramas bidimensionais das interacdes entre a glutamina sintetase de

Salmonella enterica sorovar Typhimurium e os ligantes avaliados.

A) Fosfinotricina (controle) : B) NuBBE_265 C) MP_29732
[y
® ® -

By

CJ polar residuo de solvente b aceptor de ligagao na cadeia lateral
Q cido () complexo metalico 4 doador de ligaciio na cadeia lateral ¥ exposicio do ligante C i GO —
basico - Contato com solvente b aceptor de ligacdo na cadeia principal | -
O lar (hidrofobi idad % 4 l; d I,g Cg d s ‘pal exposi¢do do receptor @H anel-H ~¥  ndo presente
¥ r n ri "
(O apolar (hidrofobico) . contorno de proximidade ioador de ligagdo na cadeia principa @+ anel-catibnica & nconshiehte

----- contato metal/ion

Diagramas bidimensionais das interagdes moleculares entre a glutamina sintetase de Salmonella enterica

sorovar Typhimurium e a fosfinotricina (A), o composto NuBBe 265 (B) e o composto MP_29732 (C), gerados

pelo software Molecular Operating Environment (MOE).

Fonte: Autoria propria (2026).
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6 CONCLUSAO

A glutamina sintetase desempenha papel essencial no metabolismo do nitrogénio de
Salmonella enterica sorovar Typhimurium, sendo responsavel pela assimilagdo de amonia e
pela sintese de glutamina, processo indispensavel para o crescimento, manuten¢ado celular e
viruléncia bacteriana. Dessa forma, sua importancia bioldgica refor¢a o potencial dessa

enzima como alvo terapéutico para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.

Neste trabalho, a aplicacdo integrada de ferramentas de bioinformatica permitiu a
identificacdo de potenciais inibidores da glutamina sintetase por meio de técnicas de triagem
virtual, docking molecular e andlise in silico de propriedades farmacocinéticas e
toxicoldgicas. A utilizagao da fosfinotricina como molécula de referéncia possibilitou a
constru¢ao de um modelo baseado em forma capaz de selecionar compostos estruturalmente
semelhantes dentre mais de 12 milhdes de moléculas provenientes de diferentes bibliotecas

virtuais.

Entre os compostos avaliados, NuBBe 265 ¢ MP_29732 destacaram-se por
apresentarem resultados favoraveis quanto ao encaixe no sitio ativo da enzima, perfil
farmacocinético predito e padrao de interagdes intermoleculares semelhante ao observado
para a fosfinotricina. Esses resultados sugerem que ambos representam candidatos

promissores para futuras etapas de validagao experimental.

Assim, os achados deste estudo demonstram a eficiéncia das abordagens
computacionais na prospeccao de novos compostos bioativos, reduzindo o nimero de
moléculas candidatas e direcionando de forma mais racional as etapas experimentais do
desenvolvimento de farmacos. Embora estudos in vitro e in vivo sejam necessarios para
confirmar a atividade biologica e a seguranca dos compostos identificados, os resultados
obtidos contribuem para a busca de novas estratégias terapé€uticas frente ao crescente

problema da resisténcia antimicrobiana em Salmonella enterica sorovar Typhimurium.
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