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RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada pelo bacilus denominado Mycobac-
terium tuberculosis (MT). Segundo dados mais recentes da OMS (Organizagao Mundial
de Satde), aproximadamente 2 milhdes de pessoas morrem anualmente, no mundo, de-
vido & tuberculose e outras 9 milhoes sao afetadas por ano. Entretanto, esta doenca é
curdvel, e um dos medicamentos de primeira linha no tratamento da TB é a Isoniazida
(INH). No entanto, durante os tltimos anos vém surgindo cepas multi-resistentes & INH,
e a outros farmacos de primeira linha, conhecidas como MDR-TB (Multidrug Resistant
Tuberculosis). Desta forma, uma das estratégias empregadas no estudo e desenvolvimento
de farmacos mais potentes contra cepas MDR-TB é o uso da modelagem molecular. No
presente trabalho foram realizados estudos teéricos-computacionais referentes & interacao
de adutos da Isoniazida (INH) ao sitio ativo das proteinas redutase do MT. Primeira-
mente, estudamos o composto bioativo INADH, um derivado da catalise-peroxidade da
INH, complexado com a enzima redutase codificada pelo gene inhA. O segundo sistema
estudado consistia no isomero aciclico 4R da INH (4R-INADP) ligado no sitio ativo da
proteina diidrofolato redutase do MT (DHFR). Através do método quéantico DFT (Den-
sity Functional Theory) aplicado na aproximagao MFCC (Molecular Fractionation with
Conjugate Caps), calculou-se as energias de interacao entre os compostos bioativos e os
aminoacidos do sitio ativo das enzimas. Assim, através dos calculos da energia de interacao
dos ligantes com o sitio ativo das enzimas inhA e DHFR, foi mapeado o perfil energético
das interagoes dos aminoacidos mais importantes através do grafico BIRD (Binding site,
Interaction energy an Residues Domain). Identificou-se as regioes mais ativas do farmaco
e os aminoacidos mais importantes na interacao dos compostos bioativos com suas res-
pectivas enzimas. Os resultados dos cdlculos de energia mostraram que para o sistema
INADH-inhA, o aminoacido mais importante para a afinidade do ligante com o sitio da
inhA foi o K165, com energia atrativa de -101,97 kcal /mol, enquanto que para o sistema
(4R-INADP)-dfrA, o aminoacido com maior interagao atrativa foi o R44, possuindo uma
energia de interacao em torno de -272,64 kcal/mol. Quanto as regides dos ligantes que
exibiram maior afinidade com suas enzimas alvo, em ambos os casos verificou-se que as re-
gides referentes aos co-fatores NADH (do INADH) e NADP (do 4R-INADP) foram as que
apresentaram as interacoes mais energéticas com os residuos do sitio ativo das proteinas,

principalmente os grupos fosfoéricos.

Palavras-chave: Tuberculose, Isoniazida, enzimas redutase, DF'T , MFCC.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by bacillus called Mycobacterium
tuberculosis (MT). According to latest data WHO (World Health Organisation), approx-
imately 2 million people die annually worldwide due to tuberculosis and other 9 million
are affected each year. However, this disease is curable, and one of the first-line drugs
for the treatment of TB is isoniazid (INH). However, during recent years are emerging
multi-resistant strains to INH, and to other first-line drugs, known as MDR-TB (Mul-
tidrug Resistant Tuberculosis). Thus, the use of molecular modeling he been one of the
strategies employed in the study and development of drugs more potent against MDR-TB
strains. In this study were carry out theoretical-computational studies concerning to the
binding of adducts of isoniazid (INH) to the active site of the reductase protein MT. The
first system studied was INADH bioactive compound, a derivative of peroxidase-catalyzed
INH, complexed to the reductase enzyme encoded by inhA gene. While the second system
consisted of the acyclic 4R isomer of INH (4R-INADP) bound at the active site of di-
hydrofolate reductase protein, called dfrA. Through the method quantum DFT (Density
Functional Theory) applied to MFCC (Molecular Fractionation with Conjugate Caps)
approach, were calculated the interaction energies between the bioactive compounds and
amino acids of the active site of enzymes. Through the calculations of the interaction en-
ergy of the ligands with the active site of enzymes inhA and dfrA, was mapped the energy
profile to the interaction of the most important amino acids through the BIRD (Binding
site, Interaction energy an Residues Domain) graphic. So it was possible to identify the
most active regions of the drug as well as the most important amino acids in the interaction
of bioactive compounds with their respective enzymes. The results of energy calculations
obtained by DFT, in the MFCC approach, showed that to the system INADH-inhA, the
most important residue for the affinity ligand with the site of the inh A was the K165, with
the attractive energy -101.97 kcal /mol, while to the system (4R-INADP)-dfrA, the amino
acid with the most attractive interaction was the R44, having an energy of interaction
around -272.64 kcal /mol. The regions that showed the highest affinity ligands with their
target enzymes, in both cases it was found that the region related to the cofactors NADH
(of INADH) and NADP (of 4R-INADP) showed the most energetic interactions with the

active site residues of proteins, mainly the phosphoric groups.

Keywords: Tuberculosis. Isoniazid. reductase enzymes. DFT. MFCC.
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Residuos para os quais foram realizados os calculos de energia. Além dos 22 aminoécidos,
do total de 45, também foram consideradas as moléculas de 4gua presentes na estrutura
do cristal 1ZID. Os &atomos de hidrogénio, bem como as ligacoes peptidicas, foram

ocultados para uma melhor visualizagao dos residuos.

Na presente figura sao mostrados os outros residuos que tiveram suas respectivas energias
calculadas. Além dos 23 aminoacidos, as moléculas de dguas incluidas nos célculos
também sdo exibidas. Assim como na figura 3.3, os hidrogénios e as liga¢oes peptidicas

sao ocultados.

Representacdo do ligante INADH, aduto da Isoniazida. A estrutura do INADH foi
dividida em seis regioes, onde as regioes de i a v representam as diferentes partes do
cofator NADH e a regido vi destaca o grupo acyl isonicotinico derivado da INH. A

nomenclatura foi feita de acordo com os dados do cristal 1ZID.

Regiao i do INADH com os aminoécidos mais proximos, que possuem energia maior (em
modulo) que £ 8 kcal/mol. A regido i é constituida pelo grupo quimico adenina, e os
aminoacidos mais proximos sao os que possuem cadeias laterais apolares, como o F41, o
V65 e o 1122. Os atomos de hidrogénio foram ocultados para a melhor visualizagao dos

residuoS. . . . . . . . o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Regiao ii do INADH com os aminoacidos mais proximos, que possuem energia maior (em
modulo) que £ 8 kcal/mol. Tal regido é composta pela ribose da adenina, de quem os
aminoacidos mais préoximos, tais como o G14, I15, 116 e 195, possuem radicais quimicos
apolares. Os atomos de hidrogénio foram ocultados para a melhor visualizacao dos

residuoS. . . . . . . . o e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Regido iii do INADH com os aminoacidos mais préximos, que possuem energia maior
(em modulo) que + 8 kcal/mol. Tal regido é composta por um pirofosfato. Dentre
os residuos exibidos na figura, os mais préoximos sao o 121, o D18, o S20 e o T196,
sendo estes dois dltimos favoraveis a interacoes de ligagao de hidrogénio. Os &tomos de

hidrogénio foram ocultados para a melhor visualiza¢do dos residuos. .

Regiao iv do INADH com os aminoacidos mais proximos, que possuem energia maior
(em modulo) que + 8 kcal/mol. Esta regido é formada pela ribose da nicotinamida, e
os aminoécidos mais proximos, entre todos os exibidos na figura, sao o K165 e o M147.
Nota-se uma quantidade maior de moléculas de dgua préximas a esta regiao. Os adtomos

de hidrogénio foram ocultados para a melhor visualizagdo dos residuos.
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Regidao v do INADH com os aminoécidos mais proximos, que possuem energia maior
(em modulo) que £ 8 kcal/mol. Nesta regiao, formada pela nicotinamida, sdo exibidos
16 residuos, sendo 9 aminoacidos (a maioria) polares e hidrofilos, enquanto que 7 séo
apolares. Dentre as 6 regies, a regiao v apresentou a maior quantidade de residuos mais
proximos. Os dtomos de hidrogénio foram ocultados para a melhor visualizagdo dos

residuos. . .

Regido vi do INADH com os aminoacidos mais proximos, que possuem energia maior
(em modulo) que £ 8 keal/mol. A regido vi é composta pelo derivado acyl nicotinamida
da isoniazida (INH), sendo encontrados 5 aminoacidos (F149, A191, P193, W222 e
D261) proximos a esta regido. Os atomos de hidrogénio foram ocultados para a melhor

visualiza¢ao dos residuos. .

Painel grafico do BIRD (Binding site, Interaction energy and Residues Domain) onde sao
mostradas as energias dos 31 residuos mais importantes. Além da estimativa quantita-
tiva da energia, dada em kcal /mol, também sdo identificados os d&tomos dos aminoacidos
mais proximos do ligante e as regides do farmaco onde estdo interagindo. As menores
distancias entre os atomos dos residuos e o INADH também sdao mostrados no BIRD.
Tais distancias estao organizadas seguindo a ordem do menor para a maior valor de

distancia.

Distancias interatomicas entre os principais aminoécidos da regiao i, os quais possuem
energia, de repulsdo ou de atragio, superior ao modulo de £20 kcal/mol. As distancias

exibidas entre os atomos interagentes sao dadas em angstrons.

Menores disténcias entre os principais aminoacidos da regido ii do INADH. A figura da
direita mostra 3 dos 7 principais aminodcidos da regido ii. Ja na figura da esquerda,
sdo exibidos 4 dos 7 principais aminoédcidos desta regido. As distancias sdo dadas em

angstrons.

A presente figura mostra os aminoacidos mais importantes da regido iii, e as minimas
distancias entre tais aminoacidos e esta regido do INADH. A figura do lado esquerdo
mostra 3 aminoacidos (G14, 121 e D18)dos 6 principais da regido do pirofosfato. Os
outros 3 aminoacidos (116, S20 e T196) sao exibidos na figura do lado direito. Esta
regido destaca-se pelas ligagdes de hidrogénio formadas entre os aminoacidos (I21 e
S20), e com uma molécula de agua acoplada ao aminoacido G14. As distancias exibidas

sao dadas em angstrons.
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A presente figura mostra os aminoacidos mais energéticos e suas respectivas minimas
distancias da regido iv do farmaco. O residuo mais atrativo, o K165, interage com a
hidroxila na posicdo O3D do INADH, através de uma ligacdo de hidrogénio. O 195
também interage com a hidroxila O7N, porém através de uma interacao de van der
Waals. A figura também mostra uma molécula de dgua entre o K165 e o 195, e as duas

ligacoes de hidrogénio formadas entre a agua e estes dois residuos.

As figuras abaixo mostram os aminoacidos com energia maior que o médulo de £ 20
kcal /mol, e suas respectivas minimas distancias da regido v do INADH. A figura do lado
esquerdo mostra 4 aminoacidos (K165, E169, D150 e E219), onde os aminoacidos D150,
E169 e E219 possuem energias altamente repulsivas, sendo que os dois tltimos interagem
com a regido v por meio de forgas eletrostaticas, onde o E219 participa da formagao de
trés ligagoes de hidrogénio entre duas moléculas de &dgua que se encontram entre o
farmaco e tal aminoacido. Por outro lado, o D150 interage com o farmaco por meio de
forgas estéricas de repulsao.Ja o lado direito mostra 2 aminoacido altamente repulsivos
(D234 e D148), que interagem através de forgas estéricas, e 2 residuos altamente atrativos
(R195 e K233), dos quais o K233 interage com o farmaco por meio de forgas eletrostaticas

e o R195 interage com a regido v do INADH através de forcas de van der Waals. .

Aminoacidos mais importantes da regido vi, que representa o grupo acyl isonicotinico
derivado da INH. O aminoacido W222 (-27,54 kcal /mol) interage atavés de uma interacao
de van der Waals, enaquanto que o residuo D261 (43,90 kcal/mol) interage através de

forcas eletrostaticas de repulsao.

Isosupericie de potencial acoplada & densidade eletronica total, do INADH e dos ami-
noacidos mais atrativos, calculada através do método DFT, com aproximacdo LDA e
conjunto de base DNP. As regides vermelhas indicam densidade de carga negativa, e as

regioes azul indicam densidade de carga positiva.

Isosupericie de potencial acoplada & densidade eletronica total, do INADH e dos ami-
noacidos mais repulsivos, calculada através do método DFT, com aproximacao LDA e
conjunto de base DNP. As regides vermelhas indicam densidade de carga negativa, e as

regides azul indicam densidade de carga positiva.

Estrutura do cristal 2CIG da proteina dfrA co-cristalizada com o farmaco 4R-INADP,
obtido através de difracio de raios-x e com resolucio de 1.9 A. Foram selecionados os
residuos no raio de 20 A em relacio ao centréide do 4R-INADP para a otimizacio dos
hidrogénios. As estruturas do ligante e das moléculas glicerol e anions de sulfato (subs-
tratos da enzima DHFR), estdo representadas no formato ball and sticks e a proteina
esté representada no formato de fitas. Os atomos de hidrogénio foram ocultados para a

melhor visualizacao dos 4tomos pesados do ligante. . .
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A superficie que envolve o farmaco 4R-INADP representa o sitio de liga¢ao da proteina,
onde estao incluidos 47 aminoacidos para os quais foi calculada a energia de interago

via método DFT, através da aproximacao MFCC.

Residuos para os quais foram realizados os célculos de energia. Além dos 23 aminoéaci-
dos, do total de 47, também foram consideradas as moléculas de dgua e os substratos
presentes na estrutura do cristal 2CIG. Os atomos de hidrogénio, bem como as ligacoes

peptidicas, foram ocultados para uma melhor visualizacao dos residuos.

Na presente figura sao mostrados os outros residuos que tiveram suas respectivas energias
calculadas. Além dos 24 aminoécidos, as moléculas de dguas incluidas nos céalculos, e as
moléculas do substrato da proteina também sdo exibidas. Assim como na figura anterior

os hidrogénios e as ligagoes peptidicas sao ocultados. .

Representacgao do ligante 4R-INADP, isomero aciclico da Isoniazida (INH). A estrutura
do INADH foi dividida em seis regides, ondea regiao vi destaca o grupo acyl isonicotinico
derivado da INH, enquanto que as regides de ii a vi representam as diferentes partes do

cofator NADP. A nomenclatura foi feita de acordo com os dados do cristal 2CIG.

Residuos mais proximos da regiao i do 4R-INADP com. A regido i é constituida pelo
grupo acyl isonicotinico derivado da INH, e os aminoacidos com menores distancias sao
os que possuem cadeias laterais apolares, como o F31, o A7, 194, I5 e 120. Os atomos

de hidrogénio foram omitidos para melhor visualizacdo dos residuos.

Residuos mais proximos da regido ii do 4R-INADP com. A regido ii é constituida pela
nicotinamida, e os aminoicidos com menores distancias sao os que possuem cadeias
laterais apolares, como o I14, 120, A7, A9, W22, G96, G95, V46 e 194. Os atomos de

hidrogénio foram omitidos para melhor visualizacao dos residuos.

Regido iii do INADP e seus respectivos aminoacidos mais proximos. Tal regido é com-
posta pela ribose da nicotinamida, que interage tanto com aminoécidos apolares V46,
G15, G18, 120, A126, G96 e I14), quanto com aminoacidos polares (R16, D19, S49 e
D125), os quais posicionam-se preferencialmente em torno das hidroxilas. Os atomos de

hidrogénio foram omitidos para melhor visualizacao dos residuos.

Regiao iv do INADP com os aminoacidos mais proximos. Tal regido é composta pelo
pirofosfato, que interage com os aminoécidos hidrofébicos G96, G97, V46, G46 e V99, e
com os aminodcidos polares R45 e Q98 por meio de ligagdes de hidrogénio. Os atomos

de hidrogénio foram omitidos para melhor visualizacao dos residuos.
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Aminoacidos mais proximos da ribose-POy (regido v) do 4R-INADP. Cercada por ami-
noacidos polares (Q98, S66, R67, Q68, R44 e R45) e apolares (V98 e G43), assim como
por 6 moléculas de dgua e uma de sustrato (SQ4), esta regido possui alta capacidade de
formar pontes de hidrogénio devido ao grupo fosforico (PO,4) da ribose. Os atomos de

hidrogénio foram omitidos para melhor visualizacio dos residuos.

Regiao vi do INADP com os aminoacidos mais proximos, que possuem energia maior (em
modulo) que £ 8 kcal/mol. Tal regido é composta pela ribose da adenina, de quem os
aminoacidos mais préoximos, tais como o G14, 115, 116 e 195, possuem radicais quimicos

apolares. . .

Painel grafico do BIRD (Binding site, Interaction energy and Residues Domain) onde sio
mostradas as energias dos 32 residuos mais importantes. Além da estimativa quantita-
tiva da energia, dada em kcal /mol, também sao identificados os a&tomos dos aminoacidos
mais proximos do ligante e as regides do farmaco onde estdo interagindo. As menores
distancias entre os atomos dos residuos e o INADH também sdo mostrados no BIRD.
Tais distancias estao organizadas seguindo a ordem do menor para a maior valor de

distancia.

Principais aminoécidos da regido i do 4R-INADP com suas respectivas minimas dis-
tancias do farmaco. Os aminoacidos L57 (-24,48 kcal/mol) e W6 (-25,04 kcal/mol) sdo
atrativos, enquanto que o D27 (102,10 kcal/mol) é altamente repulsivo, e interage com

o farmaco por meio de forgas eletrostaticas.

Aminoacidos mais importantes da regido ii e suas respectivas minimas distancias. A
figura do lado esquerdo mostra 3 aminoacidos atrativos (V46, 120 e A7) e a do lado

direito mostra 2, sendo 1 atrativo (I114) e outro altamente repulsivo (E114). . . .

Principais aminoacidos da regido iii e suas minimas distancias em relagao ao 4R-INADP.
Nesta regido os aminoécidos D19 (104,36 kcal/mol) e D125 (100,86 kcal /mol) possuem
fortes interacdes repulsivas, enquanto que o aminoacido que possui maior interagao atra-

tiva é G18 (-53,83 kcal/mol).

Os principais aminoacidos da regido iv e suas respectivas minimas distancias. A regido
iv, que corresponde ao pirofosfato, interage com os aminoécidos através de ligacoes de

hidrogénio, exibindo assim interacoes energeticamente atrativas.

Regidao v com seus principais residuos e suas respsctivas distancias entre os atomos
interagentes. Todos os aminoacidos desta regido sio atrativos, sendo que o R44 (-272,64
kcal/mol) é o mais atrativo entre todos os 32 residuos considerados no BIRD, e assim
como a maioria dos residuos desta regido, interage com o farmaco através de pntes de
hidrogénio. O G43 (-28,92 kcal/mol) é o tinico aminoécido que interage com o ligante

principalmente por meio de forcas de van der Waals. .
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Capitulo 1

INTRODUCAO

Nesta dissertacao serao estudados dois sistemas macromoleculares do tipo farmaco-
bioreceptor a partir de calculos computacionais baseados principalmente em métodos de
modelagem molecular. No entanto, para uma melhor sistematizacao de tais estudos, esta

dissertacao encontra-se dividida em 4 capitulos.

O primeiro capitulo introduz uma visao geral do objeto de interesse do presente tra-
balho, que é o estudo qualitativo e quantitativo da ligagao de adutos da Isoniazida (um
farmaco anti-tuberculose) a proteinas redutase do Mycobacterium tuberculosis (a bactéria
causadora da Tuberculose). Para tais estudos, foram utilizados métodos de bioquimica
quantica, como o DFT (Density Functional Theory) e o MFCC (Molecular Fractionation

with Conjugate Caps) a partir de dados cristalograficos dos sistemas propostos.

No segundo capitulo, sao abordadas as principais teorias nas quais se baseiam o0s
métodos de modelagem molecular empregados nos célculos de interacao das moléculas
bioativas com os alvos enziméticos. Sendo destacadas as teorias referentes & metodologia
utilizada no estudo dos sistemas. Foram mostradas as bases tedricas do campo de forca

CVEFF (Consistent Valence Forcefield) e dos métodos DFT e MFCC.

No terceiro e no quarto capitulo sao mostrados os estudos de cada um dos sistemas
apresentados em trés partes: metodologia, resultados, e conclusao. Deste modo, o ter-
ceiro capitulo descreve a metodologia, os resultados e a conclusao referentes ao sistema

composto pela proteina ACP redutase inhA, inibida pelo composto bioativo INADH. En-
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1.1. Introducao ao estudo de farmacos 17

quanto que no quarto capitulo sao mostrados a metodologia, os resultados obtidos e a

conclusao para o sistema composto pela enzima diidrofolato redutase dfrA complexada

com o ligante 4R-INADP.

Finalmente, o quinto capitulo trata da conclusao das anéalises referentes aos estudos
dos dois sistemas macromoleculares. Onde sao feitas as andlises comparativas entre os
resultados de cada um dos sistemas, bem como sao mostrados os principais aspectos das
ligagoes de tais adutos da isoniazida em suas respectivas proteinas redutase do Mycobac-

terium tuberculosis.

1.1 Introducao ao estudo de farmacos

Até o inicio do século 20 o uso de medicamentos pela medicina era baseado princi-
palmente no uso de porcoes e ervas medicinais. No entanto, em meados do século 19,
consideraveis esforcos com o objetivo de isolar e purificar os principios ativos destes remé-
dios culminaram com o aparecimento da indistria farmacéutica e com o surgimento de um
importante ramo cientifico na pesquisa de farmacos, a Quimica Medicinal, cujo o principal
interesse esta focado no design e sintese de farmacos. A partir deste periodo, diversas
drogas ocorrentes na natureza tiveram suas estrutras determinadas, assim como milhares
de analogos dos produtos naturais foram quimicamente sintetizados, com o propoésito de
aperfeicoamento de tais produtos e de suas propriedades medicinais. Desenvolvidos na
base de testes e erros, a maioria destes trabalhos revelou muitos dos principios gerais
envolvidos no processo de descoberta e desenvolvimento de drogas, além de proporcionar
o desenvolvimento de um modelo geral para a obtencao de farmacos. Por outro lado, o
entendimento dos mecanismos de acao das drogas, a nivel molecular, nao era satisfeito
pelos métodos usuais, dos quais o principal interesse era o isolamento do principio ativo

de uma fonte natural ou sintetizada em laboratoério [1].

O processo de desenvolvimento e descoberta de drogas passou por grandes transforma-

¢oes durante as duas tltimas décadas. A metodologia tradicional para o desenvolvimento
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1.1. Introducao ao estudo de farmacos 18

de farmacos, conhecida como triagem cega, era baseada no teste de diversos ligantes
(micromoléculas), em ensaios biolégicos, sem o conhecimento do mecanismo de agdo ou
interacao dos mesmos, o que dispendia muito tempo e elevados custos envolvidos no pro-
cesso de descoberta de novos farmacos, visto que em muitos casos era necessario o teste
de milhoes de compostos. No entanto, o grande progresso na area de Biologia Molecular !
possibilitou um maior entendimento do funcionamento de sistemas biologicos, no ambito
celular e molecular. Aliado ao avanco de técnicas experimentais para a identificacao de
alvos moleculares, o avanco na biologia molecular viabilizou a identificacao e obtencao de
informacoes estruturais dos alvos relacionados a doengas. Projetos GENOMAS e PRO-
TEOMAS forneceram o subsidio que promoveu a obtencao das informacoes de seqiiéncias
e estruturas de diversas proteinas, impulsionando assim o desenvolvimento de ferramen-
tas e métodos computacionais usadas para o planejamento racional de farmacos [2|. Esta
nova metodologia adotada no planejamento de drogas se baseia no uso de modelagem
computacional e tem obtido grande destaque no cenédrio do desenvolvimento e descoberta
de novos farmacos, tendo como objetivo estudar os mecanismos envolvidos no processo

de reconhecimento molecular.

A identificacao de alvos para a acao de fArmacos no organismo, assim como o design de
drogas que possam interagir com o dado alvo, tém sido o foco de diversas pesquisas, nao
apenas das industrias farmacéuticas mas também dos meios académicos universitarios.
Entender a estrutura e funcao do alvo molecular relacionado a doenca ou processo fisio-
patologico para o qual se deseja desenvolver um tratamento quimioterapico, bem como
compreender o mecanismo pelo qual ele interage com uma droga em potencial é muito
importante no processo de descoberta de novas drogas. O estudo e anélise de como uma
droga interage com o seu alvo para produzir um efeito biolo6gico é essencial para a Qui-
mica Medicinal e é considerado como um ponto crucial no design e desenvolvimento de
farmacos mais eficientes. A farmacodinamica é o ramo responsével pelo estudo dos efeitos
biolégicos ou farmacologicos que as drogas podem produzir, além ter papel fundamental

para a compreensao dos diferentes alvos moleculares de tais drogas.

! Biologia molecular estuda os fenémenos bilégicos em escala atomico e molecular.
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1.1. Introducao ao estudo de farmacos 19

O conhecimento da estrutura do alvo macromolecular ou da estutura de algum com-
plexo ligante-receptor permite o planejamento racional de inibidores enzimaticos, ou de
agonistas ou antagonistas de receptores [3]. Desta forma, para compreender o processo de
acao que a droga desempenha no corpo é necessario conhecer a estrutura, propriedades

2 especifico. Geralmente, macromoléculas como

e fungoes de um alvo macromolecular
protefnas, &cidos nucleicos e carboidratos sao os alvos macromoleculares dos farmacos.
Em contrapartida, os fArmacos sdo moléculas bem menores (micromoléculas) que o seu
alvo de agao, fato que permite a interacao direta da droga com uma pequena porc¢ao do
mesmo. Esta pequena regiao, onde a droga interage diretamente com a macromolécula, é
conhecida como o sitio de ligagao ou sitio ativo, ver figura 1.1. Normalmente, o sitio de li-

gacao possui o formato de uma cavidade, que encontra-se na superficie da macromolécula,

permitindo que a droga possa "ancorar" dentro do alvo.

Figura 1.1 — Representacio do sitio ativo de uma macromolécula.

Sitio de ligacao da
macromolécula

Modelo de
interacao

macromolécula

micromolécula

Fonte: Rafael Guido et al. 3], 2008

2Um alvo macromolecular é uma proteina ou enzima relacionada a uma patologia clinica.
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1.1. Introducao ao estudo de farmacos 20

O efeito biolégico desencadeado pela droga depende nao apenas do encaixe da molé-
cula no sitio ativo do alvo macromolecular, mas também de outros fatores relacionados
aos tipos de forgas interagentes entre o farmaco e o sitio de ligacao da macromolécula.
Pois, uma vez que a droga se encaixa no sitio de ligacao do alvo, diversas interacoes
intermoleculares sao dispostas, de modo que tais interacoes resultam nas mudancas ne-
cessarias para a produgao de um efeito farmacolégico. No entanto, o elemento que vai
definir a possibilidade de haver ou nao as interacoes responsaveis por um efeito biologico
é a estutura quimica do farmaco, isto é, os grupos funcionais que compoem a droga e a
capacitam para interagir com o sitio ativo da macromolécula alvo.

Figura 1.2 — Representagdo do sitio ativo de uma macromolécula.

Fonte: Rafael Guido et al. 3], 2008

Para o desenvolvimento de novos farmacos é necessaria uma descri¢ao a nivel micros-
copico das interagoes existentes entre o receptor e o ligante. Nesta abordagem, a qualidade
de um bom protoétipo (candidato a farmaco) esta diretamente relacionada com a natureza
e intensidade das interacoes do mesmo com o sitio ativo da proteina alvo. Por sua vez,
a interacao de um farmaco com o seu alvo de acao no sistema bioldgico ocorre durante

a chamada fase farmacodinamica e sao determinadas por meio de for¢as intermoleculares
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1.1. Introducao ao estudo de farmacos 21

tais como: interagoes hidrofobicas, polares, eletrostaticas e estéricas |4].

Quando o farmaco se encaixa no sitio ativo do receptor, as forcas de interacao entre a
droga e seu alvo sao fortes o bastante para prender a droga por um certo tempo, até que
ocorra o efeito bioldgico no alvo, porém devem ser fracas o suficiente para permitir que a
droga se separe do alvo apos a ocorréncia do efeito. Porém, algumas drogas reagem com
o sitio ativo do receptor tornando-se permanentemente ligadas a ele através de ligacoes
covalentes, as quais possuem intensidade de 200-400 K.J/mol. No entanto, a maioria das
drogas interagem através de forcas de intensidade fraca denominadas ligagoes intermole-
culares. A quantidade e o tipo de ligacoes intermoleculares dependem da estrutura e dos
grupos funcionais presentes na regiao de interacao do ligante com o receptor. Dentre as
diversas ligacoes e interacoes intermoleculares, pode-se citar: ligacoes eletrostaticas ou
ionicas, que sao as mais fortes de todas e possuem intensidade em torno de 20-40 KJ/mol,
elas sao formadas entre grupos que possuem cargas opostas; pontes de hidrogénio, que
sao formadas entre um heterodtomo (que pode ser O ou N) elétron-excedente e um hi-
drogénio elétron-deficiente, e em interacoes do tipo ligante-receptor sua intensidade varia
de 16 a 60 KJ/mol; interagoes de van er Waals, que sdo muito fracas (intensidade tipica
de 2-4 KJ/mol), sdo exibidas entre regides hidrofobicas de diferentes moléculas; intera-
¢oes dipolo-dipolo e fon-dipolo, as quais sao uma forma fraca de interagoes eletrostaticas;
interacoes repulsivas, que ocorrem quando duas moléculas se aproximam muito entre si,
originando entao um overlap de seus orbitais moleculares, e também pode ocorrer quando

dois grupos de cargas idénticas se repelem [1].

Em muitos sistemas biologicos as interacoes que envolvem reconhecimento molecular
receptor-ligante sao bastante especificas para cada molécula. O bidlogo Paul Erlich foi
um dos pioneiros em propor que certas biomoléculas deveriam ter uma forma geométrica
perfeita que permitisse liga-las fortemente, assim como uma espécie de "fechadura e chave"
molecular. Na figura 1.3 é mostrado um sistema receptor-ligante, onde é evidenciado um
destes mecanismos de ligacao. Neste caso, o receptor é uma proteina chamada strepevidina
e o ligante ¢ uma molécula conhecida como biotina, dos quais a energia de ligacao possui

em torno de 88 KJ/Mol. Este representa um tipico exemplo de intera¢do "fechadura
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1.2. Tuberculose 22

e chave" desenvolvida naturalmente como um mecanismo de forte ligacao nao-covalente
entre biomoléculas, tais como ligante-receptor [5].

Figura 1.3 — Tlustragdo esquemética da interagdo do tipo "fechadura e chave" entre o ligante biotina e
a proteina receptora strepevidina, de quem a energia de ligagao é de 88 K.J/Mol.

Fonte: Jacob Israelachvili [5], 1991

1.2 Tuberculose

A Tuberculose (TB) é uma doenga infecciosa que normalmente ataca o sistema respi-
ratorio inferior, apesar de também afetar outras partes do corpo. O agente causador da
TB é uma bactéria aerobia do tipo bacilus chamada Mycobeterium Tuberculosis (MT),
a qual foi isolada pela primeira vez em 1882 pelo médico alemao Robert Koch [6]. Esta
doenca contagiosa pode ser transmitida através do ar e atualmente encontra-se entre as

doencas trataveis mais mortais do mundo.
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A TB é uma doencga que tem afetado a humanidade a muitos séculos e continua
sendo uma patogénese com consideravel impacto na satude publica, contribuindo inclusive
com implicacoes de cunho econdmico, o que pode ser verificado através de um plano
internacional para a eliminacao da TB, eleborado pela OMS em 2010, que aponta a
necesidade de investir em torno de US$ 47 bilhoes na implementacdo de programas de
erradicacao da TB nos paises que se encontram em situacao alarmante, além de mais US$
9 bilhoes para a pesquisa e desenvolvimento de novos diagnoésticos e tratamentos da TB
[7]. O Brasil ocupa o 14° lugar na lista dos 22 paises que apresentam elevado ntiimero de

incidéncia de TB, correspondendo a 31 % do total de casos na América Latina.

De acordo com a OMS, em 2006 o contagio de TB resultou em 1,7 milhoes de mortes
em todo o mundo, além de terem sidos detectados 9,2 milhdes de novos casos. As regioes
mais afetadas com a doenca sio o suldeste da Asia, que em 2005 correspondia a 34 % de
novos casos de TB, e a Africa, a qual em 2005 representava aproximadamente o dobro

dos casos que foram detectados no suldeste da Asia [6].

O Brasil ocupa o 15° lugar entre os 22 paises responsaveis por 80% do total de casos de
tuberculose no mundo. Estima-se uma prevaléncia de 50 milhoes de infectados com cerca
de 111.000 casos novos e 6.000 6bitos, ocorrendo anualmente. Segundo dados do Sistema
de Informacao de Agravos de Notificagdo (SINAN/MS) em 2001, foram notificados 81.432
casos novos correspondendo a um coeficiente de incidéncia de 47,2 para cada 100.000
habitantes [8]. No estado de Alagoas, a taxa de incidéncia (por 100 mil hab.) em 2003 foi

de 41,6 casos, enquanto que a co-infecgao TB/HIV foi de 1,9% nos municipios prioritarios
191

O continuo crescimento nas estatisticas de incidéncia da TB podem ser vistos como
o resultado combinado de dois fatores recorrentes na literatura cientifica, sao estes: o
surgimento de cepas de M'T resistentes aos antibitticos e a incidéncia da TB na presenca
de infec¢ao do HIV (Human Immunodeficiency Virus). A ocorréncia destes fatores faz
com que a falha no processo de cura da TB seja muito provavel, principalmente nos

paises em que faltam estruturas organizacionais necessarias para oferecer o longo e custoso
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1.3. Isoniazida (INH) 24

tratamento adaptado aos pacientes [10], pois a falta de tratamento adequado favorece
o aparecimento de formas resistentes do M'T as substancias tuberculostéticas, valendo
ressaltar que cerca de 70% a 90 % da mortalidade de pacientes HIV-positivos se deve a

co-infec¢ao da TB com o virus HIV [11].

A TB pode ser eficientemente tratada através de quimioterapia, que é baseada na
administracao combinada de quatro principais antibidticos: Isoniazida, Rifampicina, Pi-
razinamida e Etambutol. Estes quatro agentes anti-TB sao considerados como drogas
de primeira linha no combate & TB, visto que sua a¢ao bactericida esta aliada com um
elevado grau de eficacia e baixa toxicidade para o paciente [12]. Dentre os medicamentos
de primeira linha no tratamento da TB, a Isoniazida (INH) se destaca como o principal

agente anti-TB.

1.3 Isoniazida (INH)

Também conhecida como hidrazina de &cido isonicotinico, a INH é o mais eficiente
bactericida contra o bacilus MT. Sintetizada pela primeira vez em 1912 [13], ela tém sido
utilizada como o medicamento de primeira linha no tratamento da TB desde 1952 [14; 15].
A INH é uma pro-droga que deve ser ativada in vivo pela catalise-peroxidase codificada
por KatG [16; 17], a qual acopla o acido isonicotinico com o composto organico molecular
NADH, formando assim o complexo isonicotinico acyl-NADH, comumente chamado de
INADH [18]. O NADH ¢ a forma reduzida da co-enzima NAD (Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo), a qual esta presente nas células de todos os seres vivos e desempenha
importante papel como transportador de elétrons nas reagoes metabolicas de oxi-reducao

[19]. Na figura 1.4 é mostrado o processo de ativacio da pro-droga INH.

Em 1994, Banerjee et al. identificaram a enzima inhA como sendo o alvo de acao do
aduto INADH [20]. A inhA ¢ a tnica enzima enoil-ACP (Acyl Carrier Protein) redutase
do MT e esta diretamente envolvida na biossintese das longas cadeias de acidos graxos que

formam os acidos micolicos, os quais sao os pricipais componentes da parede celular da
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Figura 1.4 — Esquema do processo de ativagio da INH através da catélise-peroxidase KatG, resultando

no complexo INADH, que é o agente inibidor da sintese de dcido micolico.
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Fonte:Wahab et al. [18],2008

micobactéria. O composto INADH se liga fortemente & proteina inhA bloqueando assim
a biossintese dos acidos graxos, e consequentemente a sintese de acidos micélicos, o que

provoca a morte celular do MT [21; 22].

Embora a INH seja um eficiente inibidor da redutase inhA, nos tltimos anos vém sur-
gindo cepas do MT resistentes a sua acdo antimicobacteriana. A multi-resisténcia da TB
a pelo menos dois antibidticos de primeira linha, como a Isoniazida e a Rifampicina, é de-
finida como MDR-TB (Multidrug Resistant Tuberculosis), apesar de recentemente serem
detectados uma nova classe de resisténcia chamada XDR-TB (Extensively Drug-Resistant
Tuberculosis) que é definida como a resisténcia de cepas & Isoniazida e Rifampicina, além

de pelo menos trés dos seis principais farmacos de segunda linha [12].

Estudos recentes mostram que a maioria da resisténcia dos agentes anti-TB se deve as
mutagoes na enzima KatG [23], e juntamente com mutagoes na proteina inhA corresponde

a cerca de 80 % dos casos em que os organismos adquirem resisténcia clinica [24-28]. No
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caso em que ocorre mutacao na enzima KatG, a resiténcia esta relacionada & producao de
formas inativas da enzima, assim como & diminui¢ao da ativacao da pro-droga. No entanto,
quando a inhA sofre mudancas em sua regidao ativa, bem como uma tnica mudanca de
aminoacidos em sua base, as ligacoes entre a enzima e a regiao do cofator do INADH, que
neste caso ¢ o NADH, sdo afetadas [22; 23; 26], reduzindo assim a afinidade entre ambos

e por conseguinte, resultando na resisténcia da micobactéria a INH.

A necessidade de elucidar os mecanismos de resisténcia aos farmacos tuberculostaticos
é uma tendéncia que tém impulsionado renovado interesse em estudos e desenvolvimento
de novos agentes anti-TB, que sejam mais potentes contra cepas MDR-TB. Neste sentido,
as técnicas de modelagem molecular vém surgido como uma eficiente ferramenta para a
andlise e entendimento, a nivel atdmico e molecular, dos mecanismos de acao dos farmacos,

bem como das interagoes entre os alvos de acao e os ligantes com potencial farmacolédgico.

Muitas informacdes sobre o mecanismo de acao da INH acoplada & inhA podem ser
obtidas através de dados de cristalografia de raio-X e espectroscopia de massa. Em um
dos trabalhos pioneiros que se utilizaram destes tipos de dados para a compreensao dos
mecanismos de agdo da INH, Rozwarski et al. [22| estudou a relagdo entre a capacidade
do composto NADH se ligar no sitio ativo da inhA e a habilidade de a proteina inhA ser
inibida pela forma ativa da isoniazida. A partir dos estudos da estrutura cristalizada da
proteina inhA inibida pela INH, foi constatado que a localizacao e orientagdo do grupo
acyl isonicotinico (a INH) sugeriam uma regiao de ligagao especifica para o grupo INH.
Além disso, através da comparacao dos cristais da inhA complexada com o NADH e com
o NADH ligado com o INH, isto é com o composto INADH, verificou-se que a proteina
nao sofreu mutacao em sua base enzimatica, sendo a tnica diferenca signicativa uma
rotacao de 90° na cadeia lateral do aminoacido Phel49, favorecendo assim uma interacao
do tipo m—m com o anel piridinico do grupo acyl isonicotinico. Também, constatou-se que
o arranjo estrutural do INADH proporcionou um aumento na afinidade com o alvo, em
relagdo ao NADH isolado. Por outro lado, mutagoes (tais como S94A) provocam aumento
na afinidade da proteina alvo com o NADH, por outro lado diminuem a afinidadade do

alvo com o grupo acyl isonicotinico derivado da isoniazida [22].
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1.4 NADP e a enzima redutase diidrofolato do MT

Embora a atividade do composto INADH com a inhA tenha sido amplamente estu-
dada, a INH também pode reagir com o composto NADP e formar adutos INH-NADP
(INADP) [29], similares aos adutos INH-NAD (INADH) formados a partir do NAD [30].
O NADP, assim como a co-enzima NAD, participa como transportador de elétrons na
transdugao de energia e processos biossintéticos [19]. Um dos adutos INADP, o isdbmero
aciclico 4R, inibe a enzima diidrofolato redutase (DHFR) [31]. A DHFR inibe a sintese
de acidos nucléicos [32|, fundamentais para a o controle celular, visto que contém a infor-
macao genética. A enzima DHFR do MT ¢é codificada pelo gene dfrA e possui afinidade
subnanomolar comparével a afinidade do INADH com a inhA (ambas proteinas possuem
MIC? de 0,06 pg/ml) [33], além de ser sensivel & inibi¢do por uma gama de antibioticos

em procarioticos, e quimioterapicos de cancer em humanos [34; 35].

Em 2006, Argyrou et al., baseados no fato de que varios derivados de deazapteridinas
(0os quais possuem estrutura molecular semelhante aos adutos INADP) inibem enzimas
DHFR micobacterial in vitro, consideraram a DHFR como um alvo no MT [36]. Eles
estudaram a possibilidade da dfrA ser alvejada pela isoniazida e mostraram que o isémero
aciclico 4R do INADP (4R-INADP) é um bisubstrato subnanomolar capaz de inibir a
enzima DHFR do MT [31]. De acordo com dados cristalograficos, a dfrA se caracteriza
por possuir 2 subsitios [37], sendo um deles estendido por toda a superficie da proteina,
e o outro sitio, o qual confirma que o 4R-INADP é um bisubstrato inibidor, é formado
por uma cavidade lipofilica em torno, principalmente, do grupo isonicotinico derivado da

isoniazida.

Apesar das observacoes a respeito da DHFR apontarem no sentido de que esta proteina
seja um provavel alvo da isoniazida, em 2010, Wang et al. [38] publicaram um estudo
que refuta a hipotese de que a DHFR, (com qualquer aduto INADP ligado a ela) seja um
alvo biologicamente relevante, pois de acordo com anélises de espectroscopia de massa da

enzima inibida com o 4R-INADP, este aduto nao é gerado através da KatG. Por outro

SMIC (Minimum Inhibitory Concentration) é a concentragido minima de antibitico necesséria para
inibir o crescimento de microorganismos isolados.
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lado, este mesmo estudo foi confirmado que a dfrA nao confere qualquer resisténcia a

isoniazida [39).
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Capitulo 2

Metodologia

A aplicacao de métodos computacionais no estudo e no planejamento de compostos
bioativos tem se tornado uma pratica rotineira nos dias atuais [40]. No entanto, vale
ressaltar que o processo de desenvolvimento de novos compostos bioativos nao é subsidi-
ado somente por programas computacionais, pois dada a complexidade deste processo, é
necessario o envolvimento e o apoio de um conjunto multidiciplinar de estudos teoricos,
computacionais e experimentais, ou seja, os métodos computacionais sao obrigatoriamente
meios sistematicos de otimizar e facilitar o processo de desenvolvimento de novas moléculas
bioativas, aliados as trocas de informacgoes geradas experimentalmente. Nese sentido, os
métodos computacionais sao eficientes ferramentas no planejamento de farmacos baseado

nas hipoteses racionais do mecanismo de acao destes compostos [41].

Como visto na introducao deste trabalho, a atividade biologica dos ligantes bioativos
estd diretamente relacionada com as interacoes especificas, como interagoes eletrostaticas,
ligacoes de hidrogénio e forcas de van der Waals, que sao estabelecidas entre a estrutura
da biomolécula e a macromolécula alvo, e também contribuem para a energia de interacao
deste tipo de sistema. Dito isto, a modelagem molecular é capaz de fornecer informacgoes
detalhadas das interacoes intra e intermoleculares ocorrentes nos mais diversos sistemas
moleculares, descrevendo inclusive as reagoes quimicas e propriedades fisicas envolvidas no

processo das interacoes de tais sistemas. Portanto, no presente capitulo serao abordados
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os métodos de modelagem computacional que sao amplamente utilizados no estudo e
desenvolvimento de farmacos, enfatizando a base teoérica dos métodos empregados nos

calculos dos sistemas moleculares propostos nesta dissertacao.

2.1 Modelagem Molecular no design de novas drogas

Modelagem molecular é um termo referente ao uso de técnicas computacionais e teori-
cas utilizadas para mimetizar o comportamento de moléculas e sistemas moleculares [42].
As diversas técnicas de modelagem molecular sao amplamente usadas em areas como a
quimica, biologia, farmacologia e ciéncia dos materiais [43]. Na maioria dessas areas sao
empregados os métodos tedricos de minimizacao de energia, dinamica molecular, simula-
cao Monte Carlo e analise conformacional. Estes métodos tém como objetivo entender e
prever estruturas moleculares, propriedades do estado de transicao e equilibrio de reacoes,

propriedades termodinamicas, entre outros.

No contexto da industria farmacéutica, a modelagem molecular se destaca como uma
indispensavel ferramenta que auxilia nao apenas na descoberta de novas drogas, mas
também na otimizacao de estuturas moleculares previamente identificadas. O avanco de
recursos computacionais, o que compreende a modernizacao da tecnologia de Hardwa-
res e Softwares, bem como o avanc¢o da biologia molecular e das técnicas experimentais
para identificacao, isolamento e preparacao de proteinas, proporcionou uma acentuada

expansao da modelagem molecular aplicada ao desenvolvimento de farmacos.

O processo de descoberta de novos farmacos requer uma gama de propriedades im-
portantes para a descrigdo das interagoes correntes entre o ligante (droga) e o receptor
(substrato), e neste ensejo a modelagem molecular é capaz de fornecer informagoes bas-
tante especificas de uma molécula, tais como: energia, potencial eletrostaticos, orbitais
de fronteira HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) e LUMO (Lowest Unoccupied
Molecular Orbital), etc. A modelagem molecular também possibilita a visualizagao tridi-

mensional de um sistema ligante-receptor, viabilizando entao o planejamento tedrico de

Instituto de Fisica - UFAL



2.2. Mecanica Molecular 31

moléculas que satisfagam as propriedades eletronicas e estruturais necessarias para uma

adequada acoplagem do farmaco no sitio ativo do substrato [44].

Em suma, um programa de modelagem molecular permite a representacao, visua-
lizacao, manipulacao e determinacao de parametros geométricos e eletronicos de uma
molécula isolada, além de realizar estudos em macro-moléculas (proteinas, enzimas) e
complexo ligante-receptor, sendo que dentre os diversos métodos desenvolvidos para a
modelagem molecular, a Mecanica Molecular e os Métodos Semi-Empiricos sao os mais

utilizados para a obtencao das propriedades eletronicas e moleculares de farmacos.

2.2 Mecanica Molecular

Na Mecanica Molecular (MM), as equagoes utilizadas seguem leis da fisica cléssica e
sao aplicadas aos niceos atomicos, sem a consideracao do elétrons. A idéia fundamental
para essas consideragoes estd baseada na aproximacgao de Born-Oppenheimer, a qual con-
sidera que os nicleos possuem massa muito maior do que os elétrons, o que resulta no fato
de que os movimentos nuclear e eletronico podem ser desacoplados, onde o niicleo se move
mais lentamente do que a nuvem eletronica, e o movimento destes ajusta-se quase que
simultameneamente ao movimento nuclear. Essencialmente, as moléculas sao tratadas
como uma séries de esferas (os atomos) conectados a molas (ligagdes). Desta forma, as
equacoes derivadas da mecanica cléssica sao usadas para calcular as diferentes interacoes
e energias (campos de forga) resutantes dos comprimentos e angulos de ligacao, angulos
de torg¢ao, interacao de van der Waals, etc. Estes calculos necessitam de informagoes ou

parametros que possam descrever as interagoes entre diferentes conjuntos de Atomos [44].

Os célculos de MM sao mais rapidos e computacionalmente menos custoso do que os
calculos de Mecanica Quantica. No entanto, nao podem calcular propriedades eletronicas
de moléculas, visto que os elétrons nao sao inclusos nestes tipos de calculos. Sendo assim,
a MM ¢é muito eficiente para os seguintes célculos: minimizacao de energia, identificacao

de conformacgdes estaveis, calculo de energia para conformacoes especificas e estudo de
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movimento molecular [1].

As energias calculadas pela MM nao possuem significado como quantidades absolu-
tas, porém possuem muita utilidade quando utiliza-se de comparacgoes entre diferentes
conformacoes da mesma molécula. A equacao para a energia total de um dado sistema
em estudo (potencias de interagdo) juntamente com os dados (parametros) necessarios
para descrever o comportamento de diferentes tipos de atomos e ligagoes, ¢ chamado de
campo de forga [45]. Deste modo, a minimiza¢do de energia, ou otimiza¢do geométrica,
estd diretamente relacionada ao tipo de campo de forca utilizado em tal processo. O MM
(MM2 e versoes posteriores) [46-50] e AMBER [51] sao alguns exemplos do diversos tipos

disponiveis de campo de forca.

2.2.1 Campo de forca CVFF

O campo de forca CVFF (consistent-valence forcefield) é uma campo de forca de va-
léncia generalizada [52] que fornece parametros para aminoacidos, agua e diversos grupos
quimicos funcionais. A equacdo 2.1 mostra a forma analitica para a energia potencial

usada neste campo de forca.

pot_ZDbl—e bbo>}+z (@-602+ZH¢1+scos(n¢)}
ZHAX +ZZbe/b—bo )(b" — by) +ZZF99 (0 — 00) (0" — 6p)
+3 > Fug(b = bo)(0 — o) +ZF¢99@059—9)
b6 ¢
/ r r %
NF\y — )2 —2(—)° = 2.1
DI ILNED I C R MR DD
Onde os parametros da equacgao sao:

- Dy, é a constante relacionada a variacao da energia de ligacao entre dois atomos.

- Hy é a constante relacionada a energia decorrente da variacao do angulo definido

Instituto de Fisica - UFAL



2.2. Mecanica Molecular 33

entre trés atomos.

- H4 & a constante relacionada a energia dependente da variagao do angulo diedral
(que & o angulo definido entre trés atomos fixos em um plano perependicular ao plano de

rotacao de um quarto atomo).

- H, é a constante associada a variacao de energia decorrente de variagoes das inte-

racoes atomicas fora do plano.
- by ¢ a distancia de equilibrio da ligacao entre dois 4tomos.
- 0y é o angulo de equilibrio entre duas ligacoes quimicas.
- n é o nimero de minimos decorrentes da variacao do angulo diedral.

- ¢ ¢ o angulo diedral definido para a ligacao central entre uma seqiiéncia de quatro

atomos.
- x é a variavel relacionada as interacoes fora do plano.
- € ¢ a polarizabilidade dos atomos.
- gieq; sao as cargas atomicas dos sitios 7 e j, respectivamente.

Do primeiro ao quarto termo do lado direito da equacgao 2.1 sao representadas as ener-
gias de deformacao dos comprimentos de ligacao, angulos de ligacao, angulos de torgao e
interacoes fora do plano, respectivamente. O primeiro termo, correspondente ao poten-
cial de Morse, descreve o estiramento das ligacoes. J4 os termos de 5 a 9 representam
acoplamentos entre deformacoes de coordenadas internas. Tais termos sao necessarios
para aumentar a precisao na reproducao de propriedades experimentais de freqiiéncias
vibracionais e as propriedades dinamicas das moléculas em geral. Finalmente, o termo 10
se refere as interagoes de van der Waals (com um termo de Lennard-Jones), enquanto que

o termo 11 representa o potencial de Coulomb, que descreve as interacoes eletrostéaticas.

A figura 2.1 mostra a representacao de cada termo da equacao 2.1, os quais descre-
vem as variacoes nas interacoes interatomicas nas moléculas, assim como as interacoes

intermoleculares.
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Figura 2.1: Tlustragao dos termos da equagio 2.1.

Fonte: Retirada do site www.quimica.urv.es
2.3 Meétodos Baseados em Mecanica Quantica

Em 1931, os cientistas Michael Polanye (1891-1976) e Henry Eyring (1901-1981) pu-
blicaram um importante trabalho cujo objetivo era descrever e construir superficies de
energia potencial através da combinacao de resultados tedricos e experimentais, dando

origem ao nome semi-empirico para métodos com esse tipo de abordagem. Os métodos
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semi-empiricos foram desenvolvidos visando reduzir o tempo gasto na obtencao de propri-
edades eletronicas que exigem certo esforco computacional, assim como diminuir o tempo
gasto no tratamento de sistemas moleculares com grande quantidade de atomos [2]. Sendo
assim, os métodos semi-empiricos sao capazes de calcular propriedades eletroénicas que di-
ficilmente seriam tratados por métodos ab initio (os quais se baseiam integralmente em
primeiros principios), além de serem considerados mais rapidos do que calculos realizados

via métodos ab initio, apesar de também serem mais lentos que calculos MM.

De forma geral, pode-se afirmar que os métodos semi-empiricos sao baseados no mesmo
formalismo ab initio, e o seu principal objetivo é resolver as equacoes de Hartree-Fock-
Roothaan, de forma auto-consistente e utilizando-se de parametros obtidos por ajuste
numérico, ou derivados de dados experimentais. Normalmente ¢é utilizado um conjunto de
base minima de valéncia formado por fun¢oes do tipo Slater, STOs (Slater Type Orbitals),
além de também ser utilizada a teoria de orbitais moleculares, a partir da combinacao

linear de orbitais atomicos.

Os métodos semi-empricos mais atuais sao AM1 (Austin Model 1) [53] e PM3 (Pa-
rametric Method 3) [54] que estdo contidos em diversos pacotes computacionais. Estes
tipos de métodos sao recomendados principalmente para os seguintes calculos: energias
e coeficientes de orbitais moleculares, calor de formacao para conformacoes especificas,
cargas atomicas parciais obtidas de coeficientes de orbitais moleculares, potenciais ele-
trostaticos, momentos de dipolo, geometria e energia de estados de transicao e energias
de dissociacdo de ligacoes [1]. Os métodos semi-empiricos podem ser empregados prefe-
rencialmente nas situacoes em que sao exigidos: calculos de um nimero muito grande de
moléculas pequenas (como no caso de estudo de efeitos de substituintes para o projeto
de farmacos); inimeros e repetidos célculos de um mesmo sistema (como em simulacoes

Monte Carlo ou de Dinamica Molecular); calculos de moléculas grandes.

As diversas aproximacoes semi-empiricas permitem evitar o calculo de um grande
numero de integrais, possibilitando entao a aplicagao destes métodos a sistemas com

grande niimero de a&tomos, que é o caso do presente estudo, onde sao considerados sistemas
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macromoleculares de proteinas co-cristalizadas com moléculas candidatas a farmacos.

2.3.1 A teoria do funcional da densidade (DFT)

Neste trabalho, os célculos de energia foram efetuados utilizando-se o método DFT
(Density Functional Theory). Este método é baseado na resolugdo da equacao de Schro-
dinger para um sistema de N elétrons, escrita em termos da densidade eletronica total
p(r) em um determinado ponto 7 no espago [55; 56|. Deste modo, o método DFT é uma,
alternativa para resolver problemas de muitos corpos, onde a equagao de Schrodinger de
N elétrons com a fungdo de onda com 4N coordenadas (3N espaciais e N de spin) pode ser
escrita como uma equacao da densidade eletronica com apenas trés coordenadas espaciais.
A solugao exata para tal equacao foi dada em 1964 por Hohenberg e Kohn [57], sendo que
sua aplicabilidade a calculos de estrutura eletronica de moléculas e so6lidos sofreu grandes

avangos a partir dos trabalhos desenvolvidos por Kohn e Sham [56; 58; 59].

O conceito fundamental em que se baseia o método DFT, é que a energia de um
sistema eletronico é dita como sendo um funcional da densidade eletronica e é denotada
por E[p|, de modo que para uma dada fungdo p(r) existe uma energia correspondente
[60; 61]. Outra nogao usual considerada por Konh e Sham na aproximacao DFT é a
introducao de elétrons ficticios nao interagentes com a mesma densidade que os elétrons

interagentes verdadeiros [62].

Considerando um sistema no qual elétrons emparelhados sao descritos por um mesmo
orbital espacial, Konh e Sham demonstraram que a energia eletréonica £ do estado fun-

damental de um sistema de N elétrons é dada por:

7
Z/ID Tlqubzrl —Irldrl

r
1[1

4L / Mdﬁd@ + Excl] (2.2)

2 12

onde o as funcoes dos orbitais espaciais para cada elétron v); é a solucao para a equagao

Instituto de Fisica - UFAL



2.3. Métodos Baseados em Mecanica Quantica 37

2.2 e sao chamadas de orbitais de Konh-Sham. A densidade eletrénica exata do estado
fundamental, que é dada por 2.3, considera a soma sobre todos os orbitais de Konh-Sham

ocupados, sendo que a medida em que estes orbitais sao calculados, p é conhecida.
p(7) =D [P (2.3)
i=1

O primeiro termo do lado direito da equacgao 2.2 representa a energia cinética dos elé-
trons, enquanto que o segundo representa a atracao elétron-nicleo, sendo que o somatorio
é feito sobre todos os niicleos com indice I e ntimero atomico Z;. Ja o terceiro membro da
equagao representa a interacao de Coulomb entre a distribuicao de carga total (somada
sobre todos os orbitais de konh-Sham) em 77 73. O tltimo termo, Ex¢, se refere a energia
de exchange-correlation (correlacao e troca) do sistema, a qual também é um funcional de
densidade e leva em conta todas as interagoes elétron-elétron nao-classicas. Vale ressaltar
que como a forma analitica exata deste termo nao é conhecida, normalmente sao usadas

expressoe aproximadas para descrevé-lo.

Aplicando-se o principio variacional para a minimizac¢do da energia eletronica E|p],

os orbitais de Konh-Sham sao encontrados através da seguinte equacao:

W EN Z’+'/'0(F2)d*+v [71] ¢ ¥i(r1) = eti(r7) (2.4)
- - — 7 7 (11) = iy (7 .
oI L Jo 2, Jo " 2 xc|T1 1 1
onde ¢; sao as energias dos orbitais de Konh-Sham e Vx¢[p] = 5E5§(%[p l ¢ um funcional

derivado da energia de correlacao e troca, e ¢ um potencial local chamado de potencial

de ezchange-correlation (troca e correlagao).

As equacoes de Konh-Sham sao formalmente exatas, apesar de também possuirem
a forma da equacoes de campo-auto-consistente de Hartree, as quais sao aproximadas.
O potencial auto-consistente que age sobre os elétrons da equacao 2.4 é dado pela soma
do potencial externo, do potencial de Hartree e do potencial de correlacao e troca. Sob
a acao deste potencial auto-consistente, os elétrons nao-interagentes adquirem a mesma

densidade dos elétrons interagentes verdadeiros. Deste modo, apds a resolucao da equacao
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2.4, a densidade eletronica é calculada através da equacao 2.3 e a energia do estado
fundamental (dos elétrons interagentes verdadeiros) finalmente é calculada por meio da

equacao 2.2.

2.3.2 A aproximac¢ao LDA (Local Density Approximation)

A forma exata do funcional da energia de correlagio e troca Exc[p] ndo é conhecida,
sendo necessario recorrer a aproximacoes. Uma destas aproximacoes, dentre outras apro-
ximagoes propostas na literatura [63-66], a LDA (Local Density Approximation) que foi a
primeira a ser introduzida [62], assume que a anergia de correla¢do e troca de um elétron
em um ponto r depende unicamente da densidade daquele ponto, em vez da densidade de
todos os pontos no espaco. Nesta aproximacao o funcional de correlacao e troca é dado

por:
Exo — / (P xclp(F]dF (2.5)

onde €xc[p(7)] é a energia de correlagao e troca por elétron em um gas homogéneo de

—

elétrons de densidade p = p(7)

Apesar da equacdo 2.5 ser claramente uma aproximacao, visto que em moléculas
reais as cargas eletronicas e as cargas positivas nao sao distribuidas uniformemente, o
uso da aproximacao é bastante preciso para o calculo de propriedades estruturais, sendo
que conforme a densidade eletrénica no sistema é variada, ou o ntiimero de moléculas é
aumentado, o nivel de acuracia desta aproximacao diminui. No entanto, nos calculos
de energia realizados neste trabalho, foi utilizado esta aproximacao para o funcional de

energia de correlacao e troca.
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24 MFCC

O método MFCC (Molecular Fragmentation with Conjugate Caps) é uma aproxima-
¢cao de escala linear capaz de fornecer calculos quantitativos e eficientes da energia de
interacao de proteinas com compostos moleculares através de métodos quanticos mais
sofisticados (como o DFT), os quais exigiriam alto custo computacional para sistemas
macromoleculares (da ordem de milhares de 4tomos). A idéia principal é dividir a energia
de interagao de pequenas moléculas com macromoléculas (como uma proteina, por exem-
plo), em somas individuais de interagdo que podem ser facilmente calculadas por métodos
quéanticos [67]. Visto que este método se baseia nas propriedades locais de interagao,
considerando que a energia de perturbagao numa area é geralmente localizada dentro de
sua vizinhanga e decai rapidamente fora dela |68; 69|, a proteina é fragmentada a partir
da quebra das ligacoes peptidicas, onde somente o aminoacido de interesse é considerado
para o calculo de energia, e no lugar em que a quebra das ligacoes é feita, com o intuito
de simular o ambiente protéico, sao colocados os aminoacidos vizinhos da direita e da

esquerda (da cadeia peptidica), os quais sao chamados de "capas"(ou caps, em inglés).

Através da equacao 2.6 calcula-se a energia de interacao E(;_g,) entre o ligante L
e um residuo R;. A expressao 2.6 foi adaptada a partir do trabalho de Zhang et al.
[67] por Costa et al. [70], onde denota-se os caps da direita e da esquerda por C' e C*,

respectivamente:

E-r) = Ew-cricr) = Ecrcr — E-co + Ecer) (2.6)

O primeiro termo do lado direito da equacao 2.6 se refere a energia de interacao entre
o ligante e o residuo (ou aminoacido) de interesse acoplado com seus respectivos caps, o
segundo termo representa somente a interagao do residuo de interesse com seus caps, 0
terceiro termo representa a energia do ligante com os caps e o quarto termo representa
apenas a energia de interacao dos caps. A figura 2.2 mostra de forma pictorica o esquema

dos calculos de energia através do uso da aproximagao MFCC.
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Figura 2.2: Esquema utilizado pelo método MFCC para o calculo da energia de interacio entre um
residuo R; de uma proteina e a molécula do ligante L. Os caps C' e C* devem imitar o efeito da parte da
molécula original que foi cortada, neste caso os caps sao os aminoacidos vizinhos da cadeia peptidica.

C C C C
E = L 1 - 1 - L +
o C* C* o C* C*
- - - ) -

Fonte: Autora , 2012

De um modo geral, através do MFCC o problema de se calcular a energia entre o
ligante e a proteina se resume a calculos individuais da energia de interacao do ligante
com cada aminoédcido componente da proteina em questao, acoplado com seus caps, o
que diminui consideravelmente o tamanho do sistema a ser estudado. Desta forma, nor-
malmente cada calculo possui um nimero pequeno de atomos, possibilitando o uso de
métodos quanticos com maior precisao. Neste caso, o uso do método DFT é bastante fa-
voravel, sendo entao utilizado nos célculos realizados para os sistemas considerados nesta

dissertacao.
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Capitulo 3

A ligacao do aduto INADH da
Isoniazida ao sitio ativo da redutase

inhA do Mycobacterium Tuberculosis

Neste capitulo serdao mostrados os resultados referentes aos céalculos de energia do
sistema biomolecular composto pela molécula INADH dentro do sitio de ligacao da pro-
teina nativa inhA. Como ja visto no capitulo 1 desta dissertacao, inhA é o gene que esta
envolvido no processo de biossintese do acido micoélico que forma a parede celular da mi-
cobactéria causadora da Tuberculose, o Mycobacterium Tuberculosis (MT). Por sua vez,
o composto organico INADH inibe o processo de producao de acidos micolicos, causando

a ruptura da parede celular do MT e provocando a morte da micobactéria.

A molécula INADH ¢é o complexo organico derivado da pro-droga Isoniazida (INH).
Através do processo de catalise-peroxidase, mediado pela proteina katG, o composto or-
ganico NADH é ligado covalentemente a pro-droga INH, dando origem ao farmaco acyl-
NADH (INADH). Diversos estudos [20; 71; 72] apontam a inhA como o alvo preferencial
da INH.De acordo com Rozwarski [22], o processo de formacao do INADH ocorre no inte-
rior do sitio ativo da proteina inhA, que é uma enzima enoil-ACP (Acyl carrier protein)

redutase que age como um catalisador na principal reacao do processo de biossintese de
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acidos-graxos. Este tipo de enzima também é responsavel pela regulagem do ciclo de

alongamento de acidos graxos.

Apesar da INH ser o farmaco base na quimioterapia da TB e ser um eficiente inibidor
da inhA, nota-se que a mutacao enzimética proximo do sitio ativo da proteina alvo, como
por exemplo, a troca do aminodcido serina pelo aminoacido alanina na posi¢ao 94 (S94A),
conferem resisténcia do alvo & INH [22]. No entanto, mesmo que as mutagoes no gene inhA
possibilitem a ocorréncia de resisténcia do alvo & INH, a proteina inhA continua sendo um
alvo promissor em estudos para o desenvolvimento racional de fArmacos antituberculares.
Desta forma, este trabalho empenha-se no objetivo de fornecer o perfil energético das
interacoes caracteristicas da INH ativada com a proteina alvo inhA, em uma tentativa de
compreender as causas moleculares para o problema da resisténcia deste alvo ao farmaco
INH. Através do uso de um conjunto de métodos tebricos-computacionais, foram calcula-
das as energias de interacao dos principais aminoacidos do sitio ativo e regioes vizinhas da
enzima inhA. Além do uso do campo de forca classico CVFF (Consistent Valence Forcefi-
eld) para a otimizagdo dos dtomos de hidrogénio, também utilizou-se o método quantico
DFT (Density Functional Theory) para a obtengao da energia de interagao do ligante
(o qual é o complexo INADH) com o receptor (o qual é a proteina inhA). Os célculos
de energia via DFT foram implementados no modelo aproximativo MFCC (Molecular
Fractionation with Conjugate Caps). Os detalhes dos calculos e os resultados obtidos sao

apresentados nas segoes subsequentes.

3.1 Detalhes da Metodologia

O estudo do perfil energético das interacoes, entre farmaco e bioreceptor, foi realizado
partindo da estrutura da proteina alvo inhA co-cristalizada com o ligante INADH. O
arquivo PDB com id 1ZID [22], que encontra-se disponivel no banco de dados RCS-PDB
[73], fornece os dados do cristal produzido a partir da enzima inhA inibida pelo INADH.
Obtido através do método experimental de difracao de raio-x, com resolucao de 2,7 Ao

cristal da proteina inhA complexada com o farmaco INADH esta representado na figura
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3.1.

O arquivo 1ZID nao fornece as coordenadas atomicas dos atomos de hidrogénios, visto
que tal cristal foi obtido através de difracao de raios-x, que por sua vez nao difrata em
atomos leves como os de hidrogénio. Sendo assim, primeiramente foi selecionado um raio
de 20 A em relagdo ao centroide do farmaco INADH, isto &, a proteina foi "cortada”, sendo
selecionados somente os residuos dentro do raio de 20 A. Em seguida, os atomos pesados
como carbono (C), oxigénio (O), nitrogénio (N) e fosforo (P) foram mantidos fixos em
suas respectivas posicoes atdomicas no cristal, e somente os dtomos de hidrogénio foram
deixados livres para serem otimizados. Desta forma, a otimizacao dos hidrogénios foi
realizada utilizando-se o campo de forca classico CVFF (Consistent Valence Forcefield)
[74; 75|, que é um campo de for¢a de valéncia generalizada e fornece parametros para

aminodcidos, dgua e diversos grupos funcionais [52].

Figura 3.1: Estrutura do cristal 1ZID da proteina inhA co-cristalizada com o farmaco INADH, obtido
através de difracdo de raios-x e com resolucio de 2.7 A. Foram selecionados os residuos no raio de 20
A em relacio ao centroide do INADH para a otimizacio dos hidrogénios. A estrutura do ligante esta
representada no formato ball and sticks e a proteina esta representada no formato de fitas. Os atomos
de hidrogénio foram ocultados para a melhor visualizacao dos atomos pesados do ligante.

Fonte: Autora, 2012
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Apos a otimizacao dos hidrogénios, foram realizados os calculos de energia via mé-
todo DFT (Density Functional Density), através do pacote DMOL? implementado no
programa Accelrys Materials Studio 5.0, utilizando o método aproximativo MFCC (Mo-
lecular Fractionation with Conjugate Caps). Com o método aproximativo MFCC, foram
calculados apenas os aminoacidos do sitio ativo e vizinhangas da proteina inhA. Segundo
com os dados cristalograficos da proteina complexada com o INADH, o sitio ativo possui
23 aminoacidos. Porém, em nossos calculos além dos 23 aminoéacidos do sitio ativo, foram
incluidos alguns aminoacidos préoximos ao sitio ativo fornecido pelo cristal, numa regiao
de até 5 A em relacdo aos atomos do ligante, ou que possuiam carga formal diferente de
zero, mas (ue estavam em regioes mais distantes, ou seja, regioes em um raio maior que
5A. No total, isto ¢, aminoacidos do sitio ativo e regides vizinhas, foram considerados 45
aminoacidos para o célculo da energia de interacao da proteina com o fiarmaco. Cabe
ressaltar que nos célculos da energia de interacdo da proteina com o farmaco, também
foram consideradas as moléculas de dgua presentes no cristal do sistema macromolecular.
Na figura 3.2 o sitio ativo e vizinhancas sao representados pela superficie que envolve a

estrutura do ligante.

As figuras 3.3 e 3.4 mostram explicitamente os aminoécidos representados pela su-
perficie em torno do INADH, e para os quais foi calculada a energia de interagao. Na
figura 3.3 sao mostrados 22 dos 45 aminoacidos de interesse, e na figura 3.4 sao exibidos
23 aminoacidos. Em ambas as figuras, também sao exibidas as moléculas de dgua que
foram consideradas nos calculos de energia. Tais moléculas foram incluidas nos calculos
de acordo com sua posi¢ao atémica no cristal 1ZID, sendo incorporadas como parte inte-
grante do aminoicido do qual estivesse mais proximo, isto ¢, as moléculas de agua mais
proximas do aminodacido de interesse foram consideradas em todos os calculos em que tal

aminoacido estivesse presente.

Na figura 3.3 é possivel visualizar as cadeias laterais dos aminoacidos que fazem parte
do sitio de ligagao da proteina em torno do ligante, nota-se que o grupo acyl isonicotinico
derivado da INH é envolvido por uma espécie de cavidade formada pelos aminoacidos

P193, Y158, W222, E169, D150 e E219. Além disso, o anel aromético da cadeia lateral do
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Figura 3.2: A superficie que envolve o farmaco INADH representa o sitio de ligagio da proteina, onde
estao incluidos 45 aminoécidos para os quais foi calculada a energia de interagao via método DFT, através
da aproximagdo MFCC. As sequéncias peptidicas da proteina inhA também estdo nomeadas de acordo
com os seus respectivos tipos, dos quais se destacam as folhas-( e as a-hélices.

Fonte: Autora, 2012

Y158 forma uma interacao do tipo proton-m com o anel aroméatico do INH. A presenca de
uma molécula de dgua préoximo ao nitrogénio da purina do INH indica a formacao de uma
ligacao de hidrogénio nesta regiao. Ja nas proximidades do cofator NADH, a posicao da
cadeia lateral do K165 em relacao a hidroxila da ribose sugere a formagao de um ligacao de
hidrogénio deste aminodcido com o fairmaco. A presenca de outras moléculas de 4gua nessa
regiao, assim como a posi¢ao do aminoacido 148 préximo ao oxigénio da carbonila de uma
das riboses, acarretam na formacao de diversas ligagcoes de hidrogénio entre o farmaco e o
sitio ativo da proteina. Nesta mesma regiao, tém-se uma interagao do tipo m-7 decorrente
do empilhamento do anel aromatico do F97 com um anel purinico da adenina. Porém,
além das ligacoes de ligagao de hidrogénio e das interacoes hidrofobicas, decorrentes dos
empilhamentos entre anéis aromaticos, também estao presentes as interacoes de van der

Waals entre o INADH e diversos aminoacidos, tais como A21, A22, P193, I15, e E2109.

Na figura 3.4 extao expostos 23 dos 45 aminoicidos que compoem o sitio ativo e
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Figura 3.3: Residuos para os quais foram realizados os calculos de energia. Além dos 22 aminoacidos,
do total de 45, também foram consideradas as moléculas de dgua presentes na estrutura do cristal 1ZID.
Os atomos de hidrogénio, bem como as ligagoes peptidicas, foram ocultados para uma melhor visualizagao
dos residuos.

Fonte: Autora, 2012

regioes vizinhas. Assim como na figura anterior, as coordenadas atomicas, extraidas do
cristal, mostram a formacao de uma regiao de ligacao entre o grupo derivado do INH do
farmaco e a proteina, porém, neste caso esta regiao é composta pelos aminoécidos A191,
G192, F149, M155 e L218. O anel aromatico do F149 forma uma interacao do tipo m-m
com o anel puinico do grupo acyl isonicotinico do INH. Da mesma forma, na regiao do
NADH, o aminoécido F41 também interage com o anel aromatico da adenina através de
uma interacao do tipo m-m. No entanto, em contraste com a regiao relativa ao INH, que
caracteriza-se pela forte ocorréncia de interacoes hidrofobicas devido ao anel da purina
presente no grupo acyl isonicotinico, a regiao do cofator NADH apresenta significativa
quantidade de interagoes nao hidrofébicas, destacando-se nesta regidao, as interagoes de

ligacao de hidrogénio. Aminoacidos como S20, T196 e 1194, formam pontes de hidorgénio
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Figura 3.4: Na presente figura sdo mostrados os outros residuos que tiveram suas respectivas energias
calculadas. Além dos 23 aminoacidos, as moléculas de dguas incluidas nos calculos também sdo exibidas.
Assim como na figura 3.3, os hidrogénios e as liga¢Oes peptidicas sao ocultados.

D234

S20
[ ()

Fonte: Autora, 2012

diretamente com a molécula INADH, ja aminoédcidos como M161, G14 e S94 interagem
com o farmaco através de ligacoes de hidrogénio intermediadas por moléculas de agua
presentes no cristal. Os aminoacidos com grupos carregados em suas cadeias laterais, como
o D234, D261 e D64, apesar de estarem localizados em regioes distantes, com distancias
da ordem de 6 a 9 A, interagem com o INADH através de interagoes eletrostaticas. As
interacoes do tipo van der Waals sao caracterizadas pela presenca dos aminoacidos V65,

1122, 116, 195, 1194, M147, dentre outros.

Apos a definicao dos aminoacidos a serem estudados, ou seja, os aminoacidos do sitio
ativo e regides vizinhas, foi aplicado o método aproximativo MFCC (Molecular Frac-
tionation with Conjugate Caps). Na aproximacao feita pelo método MFCC, tal como
descrito anteriormente, a energia de interacao entre o ligante INADH e cada um dos 45

aminoacidos do sitio ativo e vizinhanca, foi calculada através da soma descrita na seguinte
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equacao:

E-r) = E-crct) — Ecrcry — E-ccv + Ecer) (3.1)

Onde o aminoacido de interesse, isto é cada um dos 45 aminoacidos considerados, é
representado po Ri, e as "capas"(caps), que sdo os aminoacidos vizinhos da esquerda e da
direita, sao representadas por C e C*, respectivamente. O primeiro termo do lado direito
da equagao 3.1 se refere a energia de interagao do ligante L, que neste caso é o INADH,
com o aminoacido de interesse Ri e seus caps C e C*, o0 segundo termo representa a energia
de interacao apenas do aminoécido de interesse Ri com os caps C e C*, ja o terceiro termo
da equagao ¢é a energia de interagao do ligante INADH com os caps C e C*, enquanto que
o tultimo termo refere-se a energia de interacao somente dos caps. Vale ressaltar, que nos
calculos do presente sistema, INADH-inhA, foram considerados somente um cap de cada
lado do residuo, ou seja, somente o primeiro vizinho da esquerda e o primeiro vizinho da

direita. A tabela 3.1 mostra os aminoacidos de interesse e seus respectivos caps.

A energia de cada termo da equacao 3.1 foi calculado através do método DFT (Den-
sity Functional Thoery), com nivel de aproximag¢ao LDA (Local Density approximati-
ons) e conjunto de base DNP (Double Numeric Polarized). Os célculos foram realizados
utilizando-se 0o modulo DMOL? através do programa computacional Accelrys Materials

Studio 5.0.

3.2 Resultados

Para sistematizar a analise das interagoes do ligante com os aminoacidos do sitio
de ligacao da inhA, a estrutura do INADH apresenta-se dividida em seis regioes, sendo
estas: i, ii, iii, iv, v e vi. Como ¢ exibido na figura 3.5, o cofator NADH ¢é representado
da regiao i até a regiao v, onde os grupos quimicos encontram-se distribuidos da seguinte
forma: adenina na regiao i, ribose da adenina na regiao ii, pirofosfato na regiao iii, ribose
da nicotinamida na regido iv e nicotinamida na regiao v. J& o grupo acyl isonicotinico

derivado da INH encontra-se na regiao vi.
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Tabela 3.1: Os 45 aminoacidos que tiveram suas energias calculadas, juntamente com seus respectivos
caps, o primeiro vizinho da esquerda e o primeiro da direita. A energia de interacdo de cada residuo
Ri, acoplados com os caps, e o INADH foi calculada através do método DFT, com aproximacao LDA e
conjunto de bases DNP.

C Ri C* C Ri C*
Serl3 Gly14 Tlel5 Gly192 | Prol193 | Tle194
Alal98 | Met199 | Ser200 || Gly40 | Phedl | Asp42
Ser19 Ser20 Mle21 Trp160 | Met161 | Thrl162
Ser20 Nle21 Ala22 Alalbs | Tyr158 | Asnl59
Aspl48 | Phel49 | Aspl50 || Alalb4 | Metl55 | Prol56
llel5 llel6 Thrl7 Gly14 llel5 llel6
His121 | Tle122 | Ser123 || Leu38 | Thr39 | Gly40
Leu63 | Asp64 | Val6b || Leu217 | Leu218 | Glu219
Aspb4 | Val6b | GIn66 Ile21 Ala22 | Phe23
Alal64 | Lysl65 | Serl66 llel6 Thrl7 | Aspl8
Gly96 | Phe97 | Met98 || Thr39 | Gly40 | Phe4dl
Pro193 | Ile194 | Argl95 | Ilel94 | Argl95 | Thr196
Ser94 11e95 Gly96 Phed4l | Asp42 | Argd3
Gly146 | Met147 | Asp148 || Ala260 | Asp261 | Gly262
Argl95 | Thr196 | Leul97 || Phel49 | Asp150 | Prolbl
Alal90 | Alal91 | Gly192 || Ser117 | Lys118 | Gly119
Alal91 | Gly192 | Pro193 || Asp42 | Argd3 | Leud4
Val65 | GIn66 | Asn67 | Leu218 | Glu219 | Glu220
Glu62 | Leu63 | Asp64 Thrl7 | Aspl8 | Serl9
His93 Ser94 [1e95 Met232 | Lys233 | Asp234
Gly221 | Trp222 | Asp223 || Leul68 | Glul69 | Ser170
[1e95 Gly96 | Phe97 | Lys233 | Asp234 | Ala235
Met147 | Aspl148 | Phel49 - - -

Fonte: Autora, 2012

As figuras de 3.6 a 3.11 mostram os aminoacidos mais proximos de cada uma das seis
regioes do INADH. Além das menores distancias entre os residuos e as regioes especificas
do INADH, outro critério adotado para a selecdo dos aminoacidos que aparecem nas
figuras a seguir ¢ a energia de corte, isto ¢, as figuras de 3.6 a 3.11 exibem os aminoacidos
que possuem energia de interacao maior, em modulo, que a energia de corte adotada neste

trabalho, a qual é £+ 8 kcal /mol.

A figura 3.6 mostra os aminoacidos mais proximos da regiao i, sendo encontrados 7
aminoacidos nesta regido, dos quais 5 (G14, F41, V65, 195 e 1122) sdo apolares e 2 (D64 e

K118) possuem cadeias laterias eletricamente carregadas. Nota-se claramente que o em-
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Figura 3.5: Representagio do ligante INADH, aduto da Isoniazida. A estrutura do INADH foi dividida
em seis regioes, onde as regides de i a v representam as diferentes partes do cofator NADH e a regidao vi
destaca o grupo acyl isonicotinico derivado da INH. A nomenclatura foi feita de acordo com os dados do
cristal 1ZID.

Fonte: Autora, 2012

pilhamento do anel aromatico do F41 com um dos anéis purinicos da adenina, formando
assim uma interacao do tipo 7-m, 0 que caracteriza uma interacao hidrofébica nesta regiao.
A presenca dos aminoécidos V65 e 1122 também indica a hidrofobicidade desta regiao,
visto que tais aminoacidos possuem cadeias laterais apolares com substituintes hidrofobi-
cos. Os residuos K118 (carregado positivamente) e D64 (carregado negativamente), apesar
de serem aminoacidos polares, nao apresentam nenhum tipo de interacao eletrostatica ou
quimicamente favoravel a ligacoes de hidrogénio, sendo caracterizados principalmente por
interacoes do tipo de van der Waals. Deste modo, a regiao i é caracterizada pela presenca

de uma cavidade hidrofobica formada pelos residuos apolares mais proximos da adenina.

A regido ii apresenta 8 aminoacidos mais proximos, sendo 5 apolares (115, 116, F41,
G14 e 195)e 3 polares (S20, D42 e R43). O R43 (carregado positivamente) e o D42
(carregado negativamente) estio localizados a distancias superiores a 5 A apresentando

somente interagoes de van der Waals. O aminoacidos G14 esté localizado de modo que sua
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Figura 3.6: Regido i do INADH com os amino4cidos mais préximos, que possuem energia maior (em
modulo) que + 8 kcal/mol. A regido i é constituida pelo grupo quimico adenina, e os aminoacidos mais
préoximos sao os que possuem cadeias laterais apolares, como o F41, o V65 e o 1122. Os atomos de
hidrogénio foram ocultados para a melhor visualizagdo dos residuos.

Fonte: Autora, 2012

cadeia lateral interage com uma das hidroxilas da ribose através de pontes de hidrogénio.
J& o aminoacido 115 interage com uma das hidroxilas da ribose, através de uma ligacao
de hidrogénio mediada por uma molécula de adgua localizada entre o residuo e a regiao
ii do INADH. Desta forma, a ribose da adenina confere uma caracteristica hidrofilica a

regiao ii do INADH.

A regido iii, representada na figura 3.8, é composta pelo grupo quimico pirofosfato,
que é um anion do acido pirofosforico. Os aminoéacidos mais proximos a esta regiao sao:
T196 (polar neutro), S20 (polar neutro), D18 (polar acido), 116 (apolar), G14 (apolar),
195 (apolar), M147 (apolar) e 121 (apolar). A presenca do pirofosfato favorece a formagao

de ligacoes de hidrogénio, principalmente com aminoédcidos que possuem cadeias cadeias
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Figura 3.7: Regido ii do INADH com os aminodcidos mais préximos, que possuem energia maior (em
modulo) que £ 8 kcal/mol. Tal regido é composta pela ribose da adenina, de quem os aminoacidos mais
préximos, tais como o G14, I15, 116 e 195, possuem radicais quimicos apolares. Os atomos de hidrogénio
foram ocultados para a melhor visualizacao dos residuos.

Fonte: Autora, 2012

polares eletricamente neutras, e como na regiao iii sao encontrados dois aminoécidos
com esta natureza, existe a possibilidade de haver interacoes de ligacao de hidrogénio
nesta regiao. Por outro lado, também sao encontrados diversos aminoacidos apolares, que
geralmente sao hidrofobicos. Porém, diferente da regiao i, tais aminoacidos nao formam
nem uma espécie de cavidade hidrofébica. Logo, a regiao iii apresenta um certo equilibrio

entre aminoacidos hidrofobicos e hidroéfilos.

A regiao iv é composta pela ribose da nicotinamida, e os aminoacidos mais préoximos
desta regiao sao o 121 , M147, 195, K165 e F'149, dos quais 0 K165 e 0 M147 sao os residuos
com as menores distancias em relacao a esta regiao. O tnico residuo polar dentre todos
é o K165, o qual possui uma cadeia lateral carregada positivamente e ¢ um aminoécido

hidrofilo. Os aminoécidos apolares (121, M147, 195 e F149) nao viabilizam a formagao de
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Figura 3.8: Regido iii do INADH com os aminoacidos mais préximos, que possuem energia maior (em
modulo) que + 8 kcal/mol. Tal regido é composta por um pirofosfato. Dentre os residuos exibidos
na figura, os mais proximos sao o 121, o D18, o S20 e o T196, sendo estes dois dltimos favoraveis a
interagdes de ligacao de hidrogénio. Os atomos de hidrogénio foram ocultados para a melhor visualiza¢ao
dos residuos.

Fonte: Autora, 2012

nenhuma cavidade hidrofobica, e o residuo D148 (polar 4cido) apresenta sua cadeia lateral
em posicao oposta as hidroxilas da ribose inviabilizando possiveis ligagoes de hidrogénio.
Esta regiao apresenta uma quantidade maior de moléculas de agua, do que as regioes
analisadas anteriormente, fato que pode ser explicado pela presenca das duas hidroxilas

da ribose e dos aminoécidos polares carregados.

Composta pela nicotinamida do INADH, a regiao v destaca-se pela quantidade de
residuos proximos a mesma, sendo um total de 16 aminoacidos, dos quais 7 sao apolares
(121, M147, A191, F149, P193, M199 e 1194), 1 & polar neutro (T196), 5 sdo polares acidos
(D148, D150, D234, E169 e E219) e 3 sdo polares basicos (K233, K165 e R195). Desta
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Figura 3.9: Regido iv do INADH com os aminodcidos mais préximos, que possuem energia maior (em
modulo) que + 8 kcal/mol. Esta regido é formada pela ribose da nicotinamida, e os aminoéacidos mais
préximos, entre todos os exibidos na figura, sao o K165 e o M147. Nota-se uma quantidade maior de
moléculas de agua proximas a esta regido. Os atomos de hidrogénio foram ocultados para a melhor
visualizagao dos residuos.

Fonte: Autora, 2012

forma, a regido v possui tanto aminoécidos suscetiveis a interacdes hidrofébicas, quanto
aminoacidos que favorecem interacoes de ligacao de hidrogénio, além de aminoacidos que
interagem através de forcas eletrostaticas e de van der Waals. Portanto, esta regiao possui
um amplo espectro de interagoes intermoleculares com os aminoacidos do sitio ativo da
enzima inhA. No entanto, através da figura 3.10, é possivel notar que dentre todos os
residuos, os aminoacidos apolares P193, F149, M199, 1194 e D148 encontram-se mais
proximos da nicotinamida, formando assim uma cavidade hidrofobica. Portanto, a regiao

v, torna-se suscetivel ao efeito de interacoes estéricas com energias altamente repulsivas.

A regido vi é composta pelo grupo acyl isonicotinico derivado da isoniazida (INH),
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Figura 3.10: Regido v do INADH com os aminoacidos mais préximos, que possuem energia maior (em
modulo) que + 8 kcal/mol. Nesta regido, formada pela nicotinamida, sdo exibidos 16 residuos, sendo 9
aminoacidos (a maioria) polares e hidrofilos, enquanto que 7 sdo apolares. Dentre as 6 regies, a regido
v apresentou a maior quantidade de residuos mais proximos. Os atomos de hidrogénio foram ocultados
para a melhor visualizacao dos residuos.

E169

Fonte: Autora, 2012

e os aminoacidos mais proximas a esta regido sao: F149 (apolar), A191 (apolar), P193
(apolar), W222 (apolar) e D261 (polar acido). Esta regido possui uma molécula de adgua
que faz uma ligagao hidrogénio com o nitrogénio do anel purinico. O empilhamento entre
o anel da purina do derivado do INH e o anel aromatico do aminoacido F149 gera uma
interacao do tipo m-m. De forma semelhante as regides i e iv, uma cavidade hidrofébica
é formada pelos aminoédcidos com as menores distancias da regiao, sendo que neste caso,
os aminoacidos apolares W222 F149, A191 e P193) sdo os responsaveis pela formagao
da cavidade, que gera um efeito estérico nas interagoes da regiao vi com o sitio ativo da

proteina.

Partindo dos resultados dos célculos da energia de interacao entre o farmaco INADH
e o sitio ativo e aminoécidos de regioes vizinhas, obtidos via método DFT com a apro-

ximac¢ao MFCC, foi feito o grafico BIRD (Binding site, Interaction energy and Residues
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Figura 3.11: Regido vi do INADH com os aminoécidos mais proximos, que possuem energia maior (em
modulo) que + 8 kcal/mol. A regido vi é composta pelo derivado acyl nicotinamida da isoniazida (INH),
sendo encontrados 5 aminoécidos (F149, A191, P193, W222 e D261) proximos a esta regido. Os atomos
de hidrogénio foram ocultados para a melhor visualizagdo dos residuos.

Fonte: Autora, 2012

Domain) mostrando as energias de interacao entre o farmaco INADH e os aminoacidos
mais importantes do sitio ativo e vizinhaca da proteina inhA. No entanto, na tabela 3.2
sao mostrados todos os residuos do sitio de ligacao que tiveram suas energias calculadas
utilizando o método DFT (a nivel LDA com base DNP e correcao OBS) na aproximacao
MFCC. As menores distancias entre os atomos interagentes (os atomos do residuo e do

ligante) também sao mostradas na tabela.

O BIRD, cujo acréonimo em inglés representa o termo Binding site, Interaction energy
and Residues Domain, e que significa, sitio de ligagao, energia de interacao e dominio de
residuos, exibe o perfil energético das interagoes dos aminoacidos mais importantes do
sitio ativo e regide proximas. Através das barras laterais presentes no BIRD, as interacao
dos residuos no sitio ativo sao expressas quantitativamente, de modo que através do perfil
energético, exibido pelos aminoacidos do sitio de ligagao considerado, é possivel estimar

a eficiéncia, tanto de atracao quanto de repulsao, que os residuos possuem em relacao ao
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Tabela 3.2: Energias (calculada via DFT, com base DNP e correcao OBS) e minimas distancias em
relacao ao ligante, dos 45 aminoécidos que compodem o sitio de ligacao considerado no estudo.

Residuo | E (kcal/mol) | d (A) || Residuo | E (kcal/mol) | d (A)
Gly14 223.00 158 || Proio3 19,58 2,77
Met199 -13,92 1,79 Phe41 -21,03 2,78
Ser20 -40,85 1,81 Met161 2,89 3,00
lle21 -33,37 1,90 Tyrl58 -7,30 3,02
Phel49 -19,89 2,00 Met155 0,48 3,05
llel6 -22,07 2,02 Tlel5 -22,27 3,17
Nlel122 -8,67 2,10 Thr39 -0,66 3,56
Aspb64 10,78 2,10 Leu218 -3,55 3,61
Val65 -16,55 2,11 Ala22 -5,90 3,66
Lysi65 101,97 912 || Thrl? 9.31 3.83
Phe97 -7,02 2,16 Gly40 -1,18 3,89
Tle194 14,54 220 || Argl95 67,31 1,99
Te95 9213 297 || Aspd2 59,39 5,21
Met147 11,04 530 || Asp261 13,90 5,27
Thr196 -26,54 2,35 Asp150 46,53 9,28
Alal191 -9,74 2,41 Lys118 -55,35 9,33
Gly192 0,01 2,46 Argd3 -50,75 2,95
GIn66 .97 .48 || Glu219 13,19 6,25
Teu63 1,49 251 || Aspl8 5474 7.67
Ser94 -3,63 2,52 Lys233 -52,11 7,88
Trp222 2754 561 | Glul69 14,03 8,46
Gly96 -5,01 2,64 Asp234 99,33 8,64
Aspl48 49,33 2,65 - - -

Fonte: Autora, 2012
farmaco.

Neste trabalho as energias negativas sao ditas atrativas e as positivas sao repulsivas.

Sendo assim, foram considerados como sendo os aminoacidos mais importantes, aqueles

que apresentaram energias repulsivas maior que 8 kcal /mol, ou energia atrativa maior que

o modulo de - 8 keal /mol. Deste modo, o grafico BIRD exibido na figura 3.12 foi plotado

considerando-se somente os 31 aminoacidos mais importantes, isto é, os que ultrapassam

a energia de corte de £ 8 kcal/mol.

O painel grafico mostrado na figura 3.12 consiste no BIRD da interagao do INADH com

os principais aminoacidos do sitio de ligacao da enzima inhA, onde as barras horizontais
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Figura 3.12: Painel grafico do BIRD (Binding site, Interaction energy and Residues Domain) onde sao
mostradas as energias dos 31 residuos mais importantes. Além da estimativa quantitativa da energia,
dada em kcal/mol, também sio identificados os atomos dos aminodcidos mais proximos do ligante e
as regides do farmaco onde estdo interagindo. As menores distancias entre os dtomos dos residuos e o
INADH também sao mostrados no BIRD. Tais distancias estdo organizadas seguindo a ordem do menor
para a maior valor de distancia.

-100 -80 -60 -40 -20 0O 20 40 60 80 100 (A)

G14 ii(O3B)H o (1,0) 1.58
M199 [ T 1.79
S20 I ic)02 1.81
121 B ie2)02N 1.90
F149 B (c5nH2s 2.00
116 1 ii(02B)H 2.02
1122 i(N6A)H2 2.10
D64 iNer)H2 | 2.10
V65 B i(C2ANTA 2.1
K165 q iv(C3D)03D o0 (0.1)  2.12
1194 v(C7N)O7N 2.20
195 B  ii(C5B)H1 227
M147 Bl iv(CiD)H15 e (0, 1) 2.30
T196 B i(P2)0N 2.35
A191 B viC3z)H2s 2.41
w222 I vi(C2z)H27 2.61
D148 v(C6N)H26 2.65
P193 ﬂ V(C4N)H24 2.77
F41 B i(C4AN3A 2.78
15 = ii(O3B)H o (1, 1) 3.17
R195 V(C7TN)O7N oo (0, 1) 4.99

D42 ii(C2B)02B %5.21
D261 o (0,2) vi(C22)H27 5.27

D150 ™ (0,1) v(C5N)H25 [T 5.28
K118 i(N6A)H2 5.33
R43 I  ii(O25)H 5.95
E219 ™0 (0,2) viN7N)H2 [T 6.25
D18 o™ (0,2) iii(P1)02a | 7.67
K233 I  v(C7N)O7N 7.88
E169 o0 (0,1) v(CeN)H2e [N 8.46
D234 v(C7N)O7N 8.64
-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 100
ENERGY (kcal/mol)

Fonte: Autora, 2012
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representam a energia de cada aminoacido considerado, sendo as barras do lado esquerdo
do BIRD referentes as energias atrativas e o lado direito do grafico representa as energias
dos aminoacidos que apresentaram interacoes mais repulsivas. Também sao mostradas
as regioes do INADH, com as quais cada aminoacido estd interagindo, assim como as
menores distancias entre os aminoéacidos e as regides de interacdo do INADH, sendo que
tais distancias estao organizadas do menor para o maior valor. As moléculas de agua que
formaram ligacoes de hidrogénio com algum aminoécido, ou intermediaram ligacoes de
hidrogénio entre aminoacido e farmaco, também estao presentes no BIRD da figura 3.12,
onde aparecem referindo-se ao aminoacido com o qual formou ligacao de hidrogénio, sendo
que a quantidade de moléculas de dgua que intermediaram ligacao de hidrogénio entre o
aminoacido e o INADH esta definida pelo indice m, e a quantidade de 4guas que formaram
ligacoes de hidrogénio somente com o respectivo aminoacido é indicada pelo inidece n do
termo (m,n) do grafico. Quanto & representagdo das regides do farmaco interagentes
com o0s aminoacidos, a indicagao de tais regioes segue em acordo com a nomenclatura do
INADH, que é mostrada na figura 3.5. Sendo que o termo dentro do parénteses identifica a
parte do farmaco onde esta ligado o a&tomo do ligante que esta interagindo com o referido
aminoacido. Lembrando que os atomos interagentes mostrados no BIRD, sao aqueles
que possuem a menor distancia do respectivo aminoacido, e que tal distancia também é

exibida no gréfico.

Quanto a classificagdo dos valores de energia expostos no BIRD, evidenciam-se os
aminoacidos atrativos que possuem altas energias de interagao, entre -40kcal/mol e -100
kcal/mol. Tais aminoéacidos sao caracterizados por participarem na formacgao de ligacoes
de hidrogénio, sendo a maioria deles aminoicidos polares basicos com radicais polares
carregados positivamente, como a Lisina (K ou Lys) e a Arginina (R ou Arg). Dentre
os aminoacidos com maior energia de atracao, estao o K165, que é o aminoacido mais
atrativo de todos (com -101,97 keal/mol), o R195 (com -67,31 kcal/mol), o K118 (com -
55,35 keal/mol), 0 K233 (com -52,11 keal/mol) e 0 R43 (com -50,75 kcal/mol). Entretanto,
aminoécidos polares eletricamente neutros, isto ¢, que possuem radicais polares sem cargas

tais como a serina (S ou Ser) e treonina (T ou Thr), também participam das interagoes
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atrativas fortes, onde o S20 exibe uma energia de interagao em torno de -40,85 kcal/mol,
e 0 T196 possui energia atrativa em torno de -26,54 kca/mol. J& os aminoacidos apolares
como a alanina (A ou Ala), isoleucina (I ou Ile), valina (V ou Val) e metionina (M ou
Met), contribuem com algumas interagoes energéticas menos fortes, que variam entre -8,67

kcal/mol (energia do 1122) e -16,55 kcal/mol (energia do residuo V65).

Os aminoacidos com altas energias repulsivas também estao presentes no perfil energeé-
tico do INADH, sendo destacados os dois aminoacidos polares acidos, acido aspartico (D
ou Asp) e acido glutamico (E ou Glu), como sendo os tnicos aminoacidos repulsivos entre
os 31 residuos do BIRD. O residuo com menor energia repulsiva é o D64 (com energia de
10,78 kcal /mol), enquanto que os residuos mais repulsivo sao o D42 (59,39 kcal/mol) e o

D234 (59,33 kcal/mol).

Outro resultado importante que é feito a partir das informacoes do painel grafico
BIRD, ¢é a analise da distribuicao espacial dos aminoacidos que exibem contribuicao re-
levante para as interagoes com o farmaco, isto é, baseando-se no perfil energético gerado
no BIRD, se faz necesséario analisar a disposicao atdmica dos aminoacidos em relacao as
diferentes regioes do farmaco, assim como os tipos de interacoes intermoleculares entre
os grupos farmacoféricos do ligante e os aminoacidos estudados. Neste proposito, a es-
trutura atdémica do cristal 1ZID com os hidrogénios otimizados foi analisada, a fim de
obter-se a visualizacao das distancias dos principais aminoacidos em torno das seis re-
gides do INADH, a fim de analisar os tipos de interaces entre os atomos do aminoécido
de interesse e o farmaco. Para a seguinte anélise, foi definida a energia de corte de 4+ 20
kcal/mol como sendo o critério para se considerar os aminoacidos mais importantes de

cada regiao.

Na figura 3.13 sao mostradas as distancias entre os &tomos dos principais aminoacidos
da regido i. Os aminodcidos K118 (com energia de -55,35 kcal/mol) e F41 (com energia
de -21,03 kcal/mol) possuem energia atrativa, sendo que o F41 apresenta uma interagao
energética menos atrativa do que o K118, fato que se pode ser explicado levando-se em

consideracao a polaridade das cadeias laterais destes aminoacidos, onde o K118 apresenta
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um radical carregado positivamente, enquanto que o F41 possui radical eletricamente
neutro. Deste modo, a partir da anélise dos 4tomos explicitos na figura 3.13, é possivel
diferenciar os tipos de forcas envolvidas nas interagoes energéticas. No presente caso, um
dos atomos de hidrogénio (ligado a um carbono) da cadeia lateral do K118 interage com
um dos hidrogénios do NH2 da adenina a uma distancia de 5,33 A, caracterizando uma
interacao do tipo de van der Waals. Por outro lado, a menor distancia de interagao entre
o F41 e o farmaco, a qual mede 2,78 A, se da entre um atomo de hidrogénio, ligado a um
carbono da cadeia lateral deste aminoacido, e o nitrogénio na posicao 3A do INADH. O
tipo de forca exibida na interacao do F41 com a adenina do INADH, também ¢é do tipo

de van der Waals.

Figura 3.13: Distancias interatoémicas entre os principais aminodcidos da regiao i, os quais possuem
energia, de repulsdo ou de atragdo, superior ao modulo de £20 kcal/mol. As distancias exibidas entre os
atomos interagentes sdo dadas em angstrons.

Fonte: Autora, 2012

A figura 3.14 mostra os sete principais aminoacidos da regiao ii, e as menores distancias
entre eles e a regiao ii do INADH. Na figura da equerda sao mostrados os aminoacidos

D42 (59,39 kcal/mol), R43 (-50,75 kcal/mol) e 115 (-22,27 kcal/mol), enquanto que na
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figura da direita sao exibidos os aminoacidos 116 (-22,13 kcal /mol), S20 (-40,85 kcal /mol),
G14 (-23,00 kcal/mol) e 195 (-22,07 kcal/mol). A figura do lado esquerdo mostra que o
I15 interage com a hidroxila na posicao O3B da ribose da adenina através de forcas de
van der Waals, e a uma distancia de 3.2 A, além de interagir com a outra hidroxila na
posicao O2B através da interacao de ligacoes de hidrogénio mediadas por uma molécula
de agua. Ja o aminoacido polar D42, que apresenta alta energia de repulsao, interage
com a hidroxila na posicao O2B do INADH através de forcas eletrostaticas, com uma
distancia de 5.2 A. Ja na figura do lado direito, o S20 destaca-se por formar duas pontes
de hidrogénio, uma com o aminoacido 116 e outra com a hidroxila na posicao O3B da
ribose. O 195 (com distancia de 2,27 A) e 0 116 (com distancia 2,02 A) interagem com a
regido ii através de forcas de van der Waals e o G14 forma uma ligacao de hidrogénio (de

1,58 A) com a hidroxila na posicio O3B do INADH.

Figura 3.14: Menores distancias entre os principais aminoacidos da regiao ii do INADH. A figura da
direita mostra 3 dos 7 principais aminoacidos da regiao ii. J& na figura da esquerda, sao exibidos 4 dos
7 principais aminoécidos desta regido. As distancias sdo dadas em angstrons.

Fonte: Autora, 2012

A regido iii do INADH, a qual é formada por um pirofosfato destaca-se por suscetivel
a formacao de ligagoes de hidrogénio. Deste modo, a figura 3.15 exibe algumas ligacoes
de hidrogénio formadas na regiao do pirofosfato, assim como minimas distancias entre
tal regiao e os principais aminoacidos da mesma. No entanto, assim como em algumas
figuras anteriores, a figura abaixo encontra-se dividida em duas, onde a figura da esquerda
exibe os aminoacidos G14, D18 e 121, e a figura da direita exibe os 116, S20 e T196. A
menor distancia entre o G14 e a regiao iii ¢ de 4,33 A, e a interacao entre um de seus
hidrogénio (ligado a um atomo de carbono) e um dos hidrogénios ligados ao carbono 5D
do INADH deve-se principalmente a forcas de van der Waals. Porém, o G14 também
participa na formacao de uma ligacao de hidrogénio, intermediada por uma molécula de

agua, com oxigénio na posicao O2N do pirofosfato. O 121 interage com o O2N através de
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uma ligacio de hidrogénio com uma distancia de 1,9 A. Por sua vez, o aminoacido D18
exibe uma distancia de 7,67 A do O2A, com o qual interage através de forcas eletrostaticas,
conferindo a este aminoacido uma energia bastante repulsiva, em torno de 54,74 kcal /mol.
O aminoécido 116 interage com a regiao iii por meio de forgas de van der Waals (interage
com o O2A a uma distancia de 2,79 A) e com o aminoacido S20 através uma ligacao de
hidrogénio com 2,2 A de distancia. Ja o S20 forma nio apenas um ligacio de hidrogénio
com o [16, mas também forma uma ligacdo de hidrogénio com o O2A do INADH a
uma distancia de 1,81 A. Apesar do T196 possuir cadeia lateral polar neutra, o que
favorece ligagoes de hidrogénio, a menor distancia (em torno de 2,35 A) exibida entre tal
aminoécido e a regiao iii do INADH se deve a uma interacao de van der Waals, entre um

dos seus hidrogénios, ligado a um carbono, e o OIN do farmaco.

Os aminoacidos da regidao iv com energia maior que a de corte, em torno de + 20
kcal/mol, estao dispostos na figura 3.16 juntamente com suas respectivas minimas dis-
tancias. O aminoédcido K165, que possui a maior energia de atracao (-101,97 kcal/mol)
de todos os aminoacidos estudados, interage com O3D do INADH através de uma ligacao
de hidrogénio com distancia de 2,12 A, além de interagir com o aminoacido 195 através
de duas ligacoes de hidrogénio intermediadas por uma molécula de agua. O 195, além de
formar ponte com uma molécula de dgua, que também interage com o K165 via ligacao
de hidrogénio, esté a uma distancia de 2,49 A do hidrogénio da hidroxila na posicao O3D
do INADH, sendo tal interacao caracterizada por forcas de van der Waals.

Figura 3.15: A presente figura mostra os aminoacidos mais importantes da regido iii, e as minimas
distancias entre tais aminoécidos e esta regido do INADH. A figura do lado esquerdo mostra 3 aminoécidos
(G14, 121 e D18)dos 6 principais da regido do pirofosfato. Os outros 3 aminoéacidos (116, S20 e T196)
sao exibidos na figura do lado direito. Esta regiao destaca-se pelas ligacdes de hidrogénio formadas entre

os aminoacidos (121 e S20), e com uma molécula de adgua acoplada ao aminoacido G14. As distancias
exibidas sao dadas em angstrons.

Fonte: Autora, 2012

A regido v, como ja dito anteriormente, se destaca por ter a maior quantidade de
aminoacidos, dentre os que tiveram suas energias calculadas. A figura da esquerda posui

4 aminoéacidos, dos quais o E169, D150 e E219 sao polares acidos e possuem altas energias
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Figura 3.16: A presente figura mostra os aminoacidos mais energéticos e suas respectivas minimas
distancias da regiao iv do farmaco. O residuo mais atrativo, o K165, interage com a hidroxila na posicao
03D do INADH, através de uma ligacdo de hidrogénio. O 195 também interage com a hidroxila O7N,
porém através de uma interacdo de van der Waals. A figura também mostra uma molécula de dgua entre
0 K165 e 0 195, e as duas ligagoes de hidrogénio formadas entre a dgua e estes dois residuos.

Fonte: Autora, 2012

de repulsao. O D150 interage através de forcas de van der Waals com o hidrogénio do
carbono na posicio 5N do INADH, a uma distancia de 5.28 A. O E169 forma uma ligacio
de hidrogénio com o K165, além de interagir com o hidrogénio do carbono 6N a uma
distancia de 8,46 A, através de forcas eletrostéticas, visto que nesta distancia, o grupo
acido carboxilico de sua cadeia lateral interage com energia fortemente repulsiva (44,03
kcal/mol). O E219 interage com o grupo amina na posi¢ao 7N do INADH, por meio
de duas moléculas de dgua que se encontram entre o aminoacido e o farmaco, formando
trés ligacoes de hidrogénio que intermediam a interacao deste aminoécido com o INADH.
No entanto, apesar das ligacoes de hidrogénio intermediadas pelas moléculas de dgua, a
uma distancia de 6,25 A, a carboxila do E219 interage com um dos hidrogénios do N7N
através de uma forca eletrostatica de repulsao, que confere a este aminodcido uma energia
de repulsiva de 43,19 kcal/mol. O tnico aminoécido polar bésico que aparece na figura do
lado esquerdo é o K165, que também interage com a regiao v, e a uma distancia de 3.51

A interage com o hidrogénio do carbono C6N através de forcas de van der Waals. Ja na
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figura do lado direito, sdo mostrados 2 aminoécidos bésicos (R195 e K233) e 2 aminoacidos
acidos (D234 e D148). 0 R195 e 0 K233 interagem mutuamente com o oxigénio na posigao
7N do farmaco, com distancias de 4,99 A e 7,88 A respectivamente. A interacio entre
um nitrogénio da cadeia peptidica do R195 e o O7TN do INADH indica que tal interacao é
intermediada por forcas eletrostaticas de atracao entre os dtomos interagentes, visto que
este aminoéacido apresenta energia de atracao em torno de -67,31 kcal /mol. O K233 esta a
uma distancia de 7,88 A do oxigénio 7N do INADH, e apesar de a energia deste aminoécido
ser atrativa (-52,11 kcal/mol), a interacdo interatdémica ocorre com um hidrogénio da
ligacao peptidica do aminoacido, e sua cadeia lateral encontra-se exatamente em posicao
oposta ao O7N do ligante, o que pode indicar que esta interacao é intermediada por forcas
de van der Waals. Quanto as interagoes entre os residuos D234 e D148, com distancias
em relacao ao farmaco de 8,64 A e 2,65 A, respectivamente, a interacao entre D234 é
proporcionada por forcas estéricas de repulsao, visto que sua cadeia lateral posiciona-
se contrariamente ao farmaco, caracterizando assim uma alta energia repulsiva de 59,33
kcal/mol, que é a segunda maior energia de repulsdo. Do mesmo modo, o D148 possui
uma alta energia de repulsao (49,33 kcal/mol) provocada pela interagio estérica entre o
oxigénio de sua cadeia peptidica e o hidrogénio ligado ao nitrogénio da posicao 1N do
INADH, o que pode ser identificado devido ao posicionamento de sua cadeia lateral, que

encontra-se do lado oposto da interacao de minima distancia com o farmaco.

A figura 3.18 mostra os aminoacidos mais energéticos da regiao vi (grupo acyl isoni-
cotinico derivado do INH) e suas respectivas minimas distancias em relacao a esta regiao
do farmaco. Neste caso, somente os aminoacidos D261 (com energia de 43,90 kcal/mol)
e W222 (com energia de -27,54 kcal/mol) apresentaram energias maiores que a energia
de corte. O D261, que possui energia repulsiva, interage com o hidrogénio do carbono
na posigao 6Z do grupo acyl isonicotinico a uma distancia de 5,27 A, através de for-
cas estéricas causadas pela cavidade hidrofébica formada pelos aminoacidos apolares que
encontram-se proximos a esta regiao do farmaco. Ja o W222, também interage com o
hidrogénio da C6Z, porém a interacao ¢ do tipo de van der Waals e a distancia entre os

atomos interagentes é de 2,61 A.
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Figura 3.17: As figuras abaixo mostram os aminodcidos com energia maior que o moédulo de + 20
kcal /mol, e suas respectivas minimas distancias da regido v do INADH. A figura do lado esquerdo mostra
4 aminoécidos (K165, E169, D150 e E219), onde os aminoacidos D150, E169 e E219 possuem energias
altamente repulsivas, sendo que os dois ultimos interagem com a regido v por meio de forgas eletrostéaticas,
onde o E219 participa da formagao de trés ligacoes de hidrogénio entre duas moléculas de dgua que se
encontram entre o farmaco e tal aminoécido. Por outro lado, o D150 interage com o farmaco por meio de
forgas estéricas de repulsdo.Ja o lado direito mostra 2 aminoacido altamente repulsivos (D234 e D148),
que interagem através de forgas estéricas, e 2 residuos altamente atrativos (R195 e K233), dos quais
o K233 interage com o farmaco por meio de forcas eletrostaticas e o R195 interage com a regido v do
INADH através de forcas de van der Waals.

Fonte: Autora, 2012

Figura 3.18: Aminoacidos mais importantes da regido vi, que representa o grupo acyl isonicotinico de-
rivado da INH. O aminoacido W222 (-27,54 kcal /mol) interage atavés de uma interacdo de van der Waals,
enaquanto que o residuo D261 (43,90 kcal /mol) interage através de forgas eletrostaticas de repulsdo.

Fonte: Autora, 2012

As isosuperficies do potencial eletrostatico em torno do INADH e dos aminoacidos
mais atrativos e dos mais repulsivos, mostrados na figura 3.19 e 3.20, respectivamente,
foram calculadas via método DFT, com aproximacao LDA e conjunto de base DNP.

A partir da densidade eletronica total projetada dentro destas superficies, foi possivel
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obter as densidades de carga, e conseqiientemente a eletronegatividade, do farmaco e dos
residuos considerados. As regioes vermelhas indicam densidade de carga negativa, e as

regioe em azul siginificam densidade de carga positiva.

Na figura 3.19 estao os aminoécidos com as maiores energia atrativas. A sobreposicao
da isosuperficie do potencial eletrostatico com a densidade eletronica total revelou uma
densidade de carga negativa principalmente no pirofosfato (regiao iii) e, com menor in-
tensidade, nas hidroxilas. Por outro lado, os aminoacidos possuem maior densidade de
carga positiva, o que é esperado visto que tais aminoacidos (R43, K118, K165, R195 e
K233) possuem cadeias laterais carregadas positivamente. O K165, que é o aminoacido
atrativo mais importante, encontra-se proximo da hidroxila na posicao O3D da regiao
iv. do INADH, a qual possui densidade de carga negativa, gerando portanto uma forte
interacao atrativa, indicando assim que a energia deste residuo possui uma significante

contribuicao eletrostatica.

A figura 3.20 mostra os aminoacidos mais repulsivos, dos quais, 2 sao acidos gluta-
micos (E219 e E169) e 6 sao acidos asparticos (D234, D18, D42, D148, D150 e D261). A
isosuperficie do potencial eletrostatico acoplado a densidade eletronica total, mostra que
as acadeias laterais destes aminoécidos possuem alta densidade de carga, o que é condi-
zente com o esperado, pois todos os aminoécidos repulsivos considerados para o célculo
do potencial eletrostatico, possuem o grupo carboxila em sua cadeia lateral. Dentre os
aminoacidos repulsivos, o D42 (com energia de 59,39 kcal/mol) e 0 D234 (com energia de
59,33 kcal/mol) se destacam como sendo os mais importantes, e como é mostrado na fi-
gura 3.20 a carboxila do D42 encontra-se proxima a hidroxila na posicao O2B do ligante,
que é uma regiao igualmente com densidade de carga negativa, fato que indica a forte
repulsao de tal aminoécido. Ja no caso do D234, sua cadeia lateral esta posicionada em
uma dire¢ao oposta oposta a regiao v do INADH, fazendo que a ligacao peptidica (que
possui densidade de carga negativa) seja a regiao mais proxima do O7N do INADH, que
também possui densidade de carga negativa. Através da isosuperficie da figura, nota-se
que os dois acidos glutamicos tém suas cadeias laterais préoximas a regioes com densidade

de carga positiva, mostrando que a interacao destes aminoacidos possui forte compo-
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Figura 3.19: Isosupericie de potencial acoplada & densidade eletronica total, do INADH e dos aminoa-
cidos mais atrativos, calculada através do método DFT, com aproximagao LDA e conjunto de base DNP.
As regides vermelhas indicam densidade de carga negativa, e as regides azul indicam densidade de carga
positiva.

-3.234e-1
-2.643e-1
-2.052e-1

-1.461e-1

¥ s.707e2

Fonte: Autora, 2012

nente eletrostatica. Ja os acidos asparticos, geralmente tém suas cadeias laterais voltadas
para longe das regioes eletropositivas do INADH, o que mostra o carater repulsivo destes

aminoacidos.

3.3 Conclusao

Partindo de dados cristalograficos de difracao de raios-x da estrutura da proteina inhA
inibida pelo ligante INADH, foi realizado o estudo da interagao deste composto bioativo
com o sitio de ligacao e regides vizinhas da proteina alvo. A , foi obtida obtido através de

difracao de raios-x com resolu¢io maxima de 2.7 A. Através da estrutura do cristal (com
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Figura 3.20: Isosupericie de potencial acoplada & densidade eletronica total, do INADH e dos ami-
noacidos mais repulsivos, calculada através do método DFT, com aproximagdo LDA e conjunto de base
DNP. As regides vermelhas indicam densidade de carga negativa, e as regides azul indicam densidade de
carga positiva.

D18

INADH

D42

-2.047e-1
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-3.685e-1

-4.504e-1

¥ 5.323¢-1

Fonte: Autora, 2012

codigo PDB 1ZID) da protéina inhA complexada com o aduto INADH, foram selecionados
o ligante e todos os residuos em um raio de 20 A, onde os atomos de carbono, nitrogénio,
oxigénio e fosforo foram fixados, enquanto que os dtomos de hidrogénio passaram por
uma otimizacao geométrica utilizando-se o campo de forca CVFF. Entao, foi considerada
uma regiao de interesse (com 45 aminoacidos) na proteina, para o calculo da energia de
interagao com o farmaco. Sendo assim, além dos 23 aminoécidos do sitio ativo definido no
cristal 1ZID, foram estudados mais 22 residuos, os quais ou estavam localizados em um
raio de 6 A em relaciio aos atomos do INADH, ou possufam cadeias laterais carregadas.
Desta forma, prosseguiu-se com a obtencao da energia de interacao através do aproximacao

MFCC, onde a energia da interagao de cada um dos 45 aminoacidos considerados com o
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farmaco, foi calculada via método quantico DFT, com aproximacao LDA, base numérica

DNP, e correcao OBS.

Através das energias obtidas via método DFT, implementado na aproximacao MFCC,
foi plotado o grafico BIRD, o qual apresentou o perfil energético da interacao do INADH
com os 31 residuos mais importantes (aminoacidos com energia maior que o modulo de £
8 keal/mol) do sitio de ligacao da inhA. Sendo assim, dentre os 31 aminoacidos mostrados
no BIRD, apenas 9 exibiram energia de interagao repulsiva, enquanto que 23 aminoécidos
demontraram energia atrativa. O aminoacido mais atrativo foi o K165 com energia de
-101,97 kcal/mol, que interage com a regiao com a hidroxila na posigao 3D da ribose
ligada & nicotinamida do INADH. J4 os aminoacidos mais repulsivos sdo o D42 (59,49
kcal/mol) e o D234 (59,33 kcal/mol), sendo que o primeiro interage com o carbono na
posicao 2B da ribose ligada & adenina, e o segundo interage com o oxigénio 7N da adenina.
Outra analise feita a partir das energias do grafico BIRD, foi a afinidade de cada uma
das regioes do farmaco com os residuos, de modo que os aminoéacidos mais energéticos
de cada regiao foram analisados de acordo as interagoes referentes as minimas distancias.
Neste caso as regides do INADH que apresentaram maior afinidade com a inhA, isto é,
que exibiram interagdo com os residuos mais atrativos (aminoacidos com energias mai-
ores que 20kcal/mol) do sitio de liga¢ao, foram as seguintes regides: ribose da adenina,
cujo aminoacido mais atrativo é o R43 (-50,75 kcal/mol); pirofosfato, que interage mais
fortemente com o S20 (-40,85 kcal/mol) e o 121 (-33,37 kcal /mol); nicotinamida, que ape-
sar de intergir com diversos aminoécidos repulsivos, possui interagao com o R195 (-67,31
kcal/mol), que é o segundo aminoacido mais atrativo, e com o K233 (-52,11 kcal/mol). A
regiao da ribose da nicotinamida também possui grande afinidade com a proteina, visto
que possui a intera¢ao com o aminoacido mais repulsivo, o K165 (-101,97 kcal /mol). Por
outro lado, as regioes que interagiram com os aminoacidos mais repulsivos foram: a regiao
da nicotinamida, que interage com 5 aminoacidos altamente repulsivos, sendo que o mais
repulsivo é 0 D234 (59,33 kcal /mol); a regidao do grupo acyl isonicotinico derivado da INH,
que interage com o D261 (43,90 kcal/mol); a regido do pirofosfato, que embora possua

muitas interagoes atrativas, interage com o D18 (54,74 kcal/mol); a regido da ribose da
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adenina, que mesmo interagindo com 5 aminoacidos atrativos, interage com o aminoacido

mais repulsivo (dentre os 31 mais importantes), o D42 (59,39 kcal/mol).

Outro fator importante notado nos resultados, se deve ao fato de as moléculas de dgua
serem consideradas nos célculos de energia. Deste modo, por meio da andlise das regioes
do farmaco e seus aminodcidos mais importantes, foi possivel identificar as ligacoes de
hidrogénio ocorrentes nas interacoes entre o INADH e os residuos mais importantes do
sitio de ligacao da inhA. Atribuindo assim, a importancia das ligacoes de hidrogénio no
sistema proposto, e destacando a contribuicao destes tipos de interacao para a energia dos
residuos interagentes com o farmaco. Deste modo, embora muitas da interagoes entre os
residuos considerados, tenham sido hidrofébicas (principalmente nas regides da adenina,
e do grupo derivado da INH), as regides do pirofosfato e das riboses (tanto da adenina
quanto da nicotinamida) apresentaram ligagoes de hidrogénio envolvendo moléculas de
agua presentes no cristal. O K165, por exemplo, que é o residuo mais atrativo, possui
uma interacao de ligagao de hidrogénio com o ligante, porém uma molécula de dgua forma,

mutuamente, uma ligagao de hidrogénio com este residuo e com o aminoéacido vizinho 121.

Para avaliar a contribuicao das forcas eletrostaticas nas interacoes dos residuos mais
atrativos e dos mais repulsivos, com o farmaco, foi calculada a isosuprficie de potencial,
que acoplada com a superficie de densidade eletronica total. Onde, foram identicadas as
regioes mais eletronegativas do farmaco e dos residuos, de modo que a partir da analise
destas superficies, ficou esclarecido que os aminoécidos mais repulsivos possuem baixa
eletronegatividade, e ao interagirem com regioes do farmaco que também possuem den-
sidade de cargas negativas, sofrem interacoes enrgeticamente repulsivas. J& no caso dos
aminoacidos mais atrativos, como o K165, as cadeias laterais destes residuos, que possuem
densidade de cargas positivas, interagirem com as regioes mais eletronegativas do fairmaco,
gerando assim interagoes altamente atrativas. Sendo assim, através destes calculos ficou
evidenciada a forte contribuicao das interacoes eletrostaticas entre o INADH e os residuos

mais energéticos (atrativos e repulsivos).

Com base nos resultados descritos acima, é razoavel afirmar que, assim como diversos
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trabalhos |22; 72; 76-78| tém afirmado, a regido do fairmaco que possui maior afinidade
com o sitio de ligacao da inhA, é a regiao referente ao co-fator NADH. Tais resultados,
também mostram que o aminoacido que exibiu maior importancia, no que diz respeito a
afinidade energética com o farmaco, foi a Lysina na posicao 165 da cadeia peptidica, res-
saltando que segundo a literatura [18; 76; 79-83] a serina na posi¢ao 94 é um importante
aminoacido da inhA, visto que ao ser substituido por uma alanina confere resisténcia a
isoniazida. No entanto, de acordo com os estudos realizados nesta dissertacao, este ami-
noacido possui uma fraca interacao atrativa com o farmaco. J& os aminoacidos D42 e
D234, desempenharam maior interacao repulsiva com o fairmaco, sendo que . Portanto a
utilizacao do método MFCC viabilizou o estudo quantitativo e qualitativo das interagoes
do INADH com os residuos do sitio de ligacao da inhA, através do uso do método DFT.
Desta forma, o uso de métodos quanticos na descricao das energias de interacao de mo-
léculas bioativas com sistemas macromoleculares consiste em uma promissora estratégia

para o desenvolvimento racional de farmacos.
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Capitulo 4

Inibicao da diidrofolato redutase pelo
1Isomero aciclico 4R-INADP da

Isoniazida

No presente capitulo, é explandado sobre o estudo de outro sistema macromolecular
que envolve um novo alvo biomolecular inibido por um dos adutos da isoniazida. Trata-se
do estudo da bioquimica quantica do aduto isomero aciclico 4R-INADP da isoniazida,
ligado ao sitio ativo da proteina diidrofalato redutase (DHFR), do Mycobacterium tuber-
culosis (MT), codificada como dfrA. Assim como abordado anteriormente (ver capitulo
1), o isdmero aciclico 4R é derivado da pro-droga isoniazida (INH) e é formado através de
uma reac¢ao da INH com a co-enzima NADP (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato)
[30]. Este aduto da INH inibe fortemente a dfrA [29; 31], tornando assim a proteina
DHFR dfrA em um importante alvo enzimético do M'T, visto que sua agao biolégica esta
diretamente relacionada ao processo de sintese de acidos nucléicos em bactérias [32], além

de possuir alta sensibilidade a outros antibidticos, tais como trimetoprima [34].

Através da estrutura da dfrA co-cristalizada com o isémero aciclico 4R da isoniazida-
NADP (4R-INADP), os calculos mostrados neste capitulo seguiram a mesma metodologia

empregada no estudo do sistema do capitulo anterior, que mostra os resultados do estudo
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do sistema inhA-INADH. Sendo assim, as interagoes intermoleculares da proteina (dfrA)
e do ligante (4R-INADP) serao estudadas mediante a anélise do perfil energético dos ami-
noacidos mais importantes do sitio de ligacao da enzima dfrA, onde a energia dos aminoa-
cidos serao calculadas atraves do método quantico DFT (Density Functional Theory) em
uma aproximacao chamada MFCC (Molecular Fractionation with Conjugate Caps), e o
perfil energético das interacoes do farmaco com a proteina é dado através do painel gréafico
BIRD (Binding site, Interaction energy an Residues Domain). As se¢des a seguir mostram

os detalhes computacionais e os resultados do estudo do sistema dfrA-(4R-NADH).

4.1 Detalhes da Metodologia

Partindo da estrutura cristalizada da proteina dfrA complexada com o 4R-INADP
(isomero aciclico da INH), dada pelo cristal com pdb 2CIG [31], a qual é mostrada na
figura 4.1, foram selecionados todos os residuos em um raio de 20 A para a otimiza-
¢ao dos atomos de hidrogénio. A otimizacao foi realizada utilizando-se campo de forca
CVFF (Consistent Valence Forcefield), conforme descrito no capitulo 2. Os calculos de
otimizacao dos hidrogénios foram realizados através do moédulo FORCITE do programa
computacional Accelrys Materials Studio 5.0., ressaltando-se que somente os hidrogénios
foram otimizados, enquanto que todos os atomos pesados (carbono, nitrogénio, oxigénio e
fosforo) foram fixados, preservando assim as coordenadas atomicas dadas pela estrutura
do cristal, o qual foi obtido via método experimental de difracao de raios-x com resolucao

méaxima de 1,9 A.

A figura 4.1 mostra a estrutura atéomica da proteina dfrA fortemente inibida pelo
aduto 4R-INADP, fornecida pela coordenadas atdémicas dadas pelo cristal 2CIG, no qual
o farmaco 4R-INADP encontra-se ligado no sitio ativo da proteina dfrA. Nota-se que além
do ligante, sao mostradas as moléculas co-fatores da proteina DHFR, como o glicerol e os
fons de sulfato, onde os 4tomos de carbono estao na cor cinza e os atomos de oxigénio na
cor vermelha. Da mesma forma, no ligante, os atomos de carbono estao na cor cinza, os

atomos de oxigénio encontram-se na cor vermelha, os nitrogénios na cor azul e os dtomos
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de foésforo na cor laranja. A moléculas do ligante e dos substratos estao representadas no
formato ball and sticks e a proteina esta representada no formato de fitas. Os atomos de
hidrogénio foram omitidos para uma melhor visualizacao das moléculas, tanto do ligante
como dos cofatores da enzima.

Figura 4.1: Estrutura do cristal 2CIG da proteina dfrA co-cristalizada com o farmaco 4R-INADP,
obtido através de difraciio de raios-x e com resolucio de 1.9 A. Foram selecionados os residuos no raio
de 20 A em relacio ao centréide do 4R-INADP para a otimizacio dos hidrogénios. As estruturas do
ligante e das moléculas glicerol e anions de sulfato (substratos da enzima DHFR), estdo representadas
no formato ball and sticks e a proteina esta representada no formato de fitas. Os atomos de hidrogénio
foram ocultados para a melhor visualizagao dos atomos pesados do ligante.

Fonte: Autora, 2012

Em seguida aos célculos de otimizacao dos hidrogénios, foi definida a regiao do sitio
de ligacao a ser estudada. Neste caso, a regiao de interesse considerada para os calculos
quanticos corresponde ao sitio ativo, que foi fornecido pelos dados cristalograficos do

arquivo 2CIG, e aos aminoacidos em um raio de 6 A em torno do ligante. Portanto, no
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total foram selecionados 47 aminoacidos na regiao considerada como o sitio de ligacao,
sendo 35 do sitio ativo fornecido pelo cristal, e 12 selecionados em regioes vizinhas ao
sitio ativo, isto é, em um raio de 6 A em relacdo aos atomos do 4R-INADP. Através
do método aproximativo MFCC, a energia de cada um dos 47 aminoacidos do sitio de
ligagao foi calculada via método semi-empirico DFT. Na figura 4.2 a superficie em torno
do 4R-INADP representa a regiao de interesse, a qual possui 47 aminoacidos para os quais
foram realizados os célculos da energia de interacao.

Figura 4.2: A superficie que envolve o farmaco 4R-INADP representa o sitio de ligagdo da proteina,

onde estdo incluidos 47 aminoécidos para os quais foi calculada a energia de interagdo via método DFT,
através da aproximacdo MFCC.

Fonte: Autora, 2012

Os residuos do sitio de ligacao, ou seja, os aminoacidos 47 considerados para os célculos
de energia, sao mostrados de forma explicita nas figuras 4.3 e 4.4. Além dos aminoacidos de
interesse, também sao expostas tanto as moléculas de agua, quanto as moléculas substrato

da proteina, que foram consideradas nos calculos de energia. Tais moléculas, de agua e
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substrato, foram consideradas como parte do residuo de interesse do qual estivessem mais
proximas, sendo consideradas em todos os calculos de energia em que tal residuo estivesse
presente. Do total de 47 aminodacidos, 23 residuos e suas respectivas moléculas de agua,
sao expostos na figura 4.3. Os atomos de carbono dos aminoacidos estao na cor verde, para
diferenciar do carbonos do ligante, que estao na cor cinza. Os hidrogénios, assim como
as ligacoes peptidicas, foram omitidos para a melhor visualizagao das cadeias laterais dos
residuos de interesse.

Figura 4.3: Residuos para os quais foram realizados os calculos de energia. Além dos 23 aminoacidos,
do total de 47, também foram consideradas as moléculas de dgua e os substratos presentes na estrutura

do cristal 2CIG. Os dtomos de hidrogénio, bem como as ligagGes peptidicas, foram ocultados para uma
melhor visualizacao dos residuos.
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Fonte: Autora, 2012

Uma significativa diferenca entre o 4R-INADP e o INADH (estudado no capitulo 3)
¢ a presenca do grupo quimico fosfato (PO,4) na ribose da adenina. Deste modo, pode-

se afirmar que tal grupo possui grande potencial de formagao de pontes de hidrogénio,
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como é visto na figura 4.3, onde a amina da cadeia lateral do aminoacido Q68 forma uma
ligacao de hidrogénio com o fosfato do 4R-INADP. Também préximo a esta mesma regiao
encontra-se anion de sulfato SO41, que é um tipo de substrato da enzima DHFR, assim
como o glicerol (GOL). Do lado esquerdo do ligante, onde encontra-se o grupo adenina,
nota-se que o aminoacido mais proximo desta regiao é o L102. J4 o grupo da ribose-PO4
interage com alguns aminoacidos polares como R67 e Q68. Ja a regiao do pirofosfato
interage com o GOI2 e Q98 via ligacao de hidrogénio. A regidao ribose-nicotinamida
interage com aminodcidos apolares como 120, G96 e G97, mas também interage com o
S49 via ponte de hidrogénio e com o aminoacidos carregado D125. Finalmente, a regiao
derivada da isoniazida (INH) interage com o L57. Nota-se no canto inferiror direito do
ligante, que existe uma espécie de cavidade formada pelos aminoacidos Y156, Y152, K114

e A9, em torno do co-fator GOL3.

Localizada no lado esquerdo do ligante (figura 4.4), a adenina esta envolvida em uma
cavidade formada pelos aminoacidos G80, L65, S81 e S66. Sendo que o S66 também
interage com a ribose-PO, através de ligacao de hidrogénio mediada por uma molécula de
adgua. O aminoacido R45, que forma uma ponte de hidrogénio com uma molécula de agua,
interage tanto com a ribose-PO4, quanto com o pirofosfato, regiao que interage com o V99.
A regiao ribose-nicotinamida interage com o G18, que forma ponte de hidrogénio com o
GOL1 e com o ligante simultanemante, com os aminoécidos carregados D19 e R16, e com
outros residuos como Y100, G95, A126, 114, G124 e L50. Por fim, o grupo 31derivado
do INH encontra-se em uma cavidade formada por alguns aminoacidos hidrofébicos como
W22, V112, W6 e F31, assim como por alguns aminoacidos polares tais como T10, Q8 e

D27, o qual forma um ligagao de hidrogénio com uma molécula de adgua.

Sendo estabelecidos os aminoacidos de interesse para o estudo da interacao do sitio de
ligacao com o farmaco, prosseguiu-se com os célculos de energia através da aproximacao
MFCC (conforme descrito no capitulo 2), onde a energia de interagao entre cada residuo
de interesse e o farmaco foi calculada no pacote computacional DMOL? (implementado
no programa Accelrys Materials Studio 5.0.) através do uso do método semi-empirico

DFT, com nivel LDA (Local-density approximations), conjunto de bases numéricas DNP
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Figura 4.4: Na presente figura sdo mostrados os outros residuos que tiveram suas respectivas energias
calculadas. Além dos 24 aminoécidos, as moléculas de aguas incluidas nos calculos, e as moléculas do
substrato da proteina também sdo exibidas. Assim como na figura anterior os hidrogénios e as ligagoes

peptidicas sao ocultados.
\G124 R16
W;18
\R45 GoL1 D19
: G18
w22

, ‘A A126
g \§ 10,

S81 F31

Fonte: Autora, 2012

(Double Numeric Polarized) e corre¢ao OBS.

4.2 Resultados

Os resultados obtidos dos célculos de energia, a qual foi calculada via DFT mediante
a aproximacao MFCC, possibilitaram mapear o perfil energético das interagoes entre os
residuos do sitio de ligacao da proteina dfrA e o farmaco 4R-INADP. Através do gréfico
BIRD (Binding site, Interaction energy and Residues Domain) sao dados os valores da

energia de interacao dos principais residuos com o ligante, bem como sao descritas as
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regioes de interacao e as respectivas distancias entre tais residuos e o farmaco. Deste
modo, é viavel conhecer as regioes do farmaco que possuem maior ou menor afinidade
com o sitio de ligacao da protefna, assim como identificar os residuos mais importantes,
isto é, os aminoécidos mais energéticos e que desempenham significativa contribuicao para
a ligagdo do 4R-INADP com a protéina dfrA. No entanto, para tal avaliacao, a estrutura
molecular do farmaco é sistematicamente dividida em diferentes regioes de interacao, de
modo que a andlise do perfil energético das interacoes dos residuos da proteina com o
farmaco é feita baseando-se em tal divisao. Neste caso, a estrutura do 4R-INADP é
dividida em seis regioes de interagao (ver figura 4.5), onde a regiao i destaca o grupo
acyl isonicotinico derivado da isoniazida (INH), a regiao ii representa a nicotinamida, na
regiao iii encontra-se a ribose da nicotinamida, o pirofosfato é representado pela regiao
iv, enquanto que a regiao v destaca a ribose-PO,4 e a regiao vi representa a adenina.

Ressaltando-se que da regiao ii a regiao vi corresponde & co-enzima NADP.

Figura 4.5: Representagdo do ligante 4R-INADP, isomero aciclico da Isoniazida (INH). A estrutura do
INADH foi dividida em seis regioes, ondea regido vi destaca o grupo acyl isonicotinico derivado da INH,
enquanto que as regioes de ii a vi representam as diferentes partes do cofator NADP. A nomenclatura foi
feita de acordo com os dados do cristal 2CIG.

Fonte: Autora, 2012

Partindo da representacao dada pela figura 4.5, foram calculadas as minimas distan-
cias dos aminoécidos em relacao a cada uma das 6 regioes do farmaco. Deste modo, os

aminoacidos mais proximos das regioes i, ii, iii, iv, v e vi do 4R-INADP, sdo mostrados
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juntamente com suas respectivas regioes de interacao nas figuras de 4.6 a 4.11.

A regido i (figura 4.6), representada pelo grupo acyl isonicotinico do INH, apresenta
em torno de 13 residuos ao seu redor, sendo 10 aminoécidos, 2 moléculas de &dgua e 1
molécula (GOL4) do substrato da enzima DHFR. Dentre os aminoacidos, encontram-se
7 aminoacidos apolares (120, L57, F31, A7, I5, W6 e 194) que formam uma cavidade
hidrofébica em torno do grupo acy isonicotinico, gerando assim um efeito estérico nesta
regiao. Deste modo, aminoédcidos polares, os quais possuem cadeia lateral neutra, como
0 Y100 e o Y156, encontram-se em uma espécie de segunda camada formada em torno
desta regiao do farmaco. Ja o D27, que possui cadeia lateral carregada negativamente,
encontra-se mais proximo ao anel purinico da regiao i.
Figura 4.6: Residuos mais préximos da regido i do 4R-INADP com. A regido i é constituida pelo grupo
acyl isonicotinico derivado da INH, e os aminoacidos com menores distancias sao os que possuem cadeias

laterais apolares, como o F31, 0 A7, 194, I5 e 120. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor
visualizacao dos residuos.

Fonte: Autora, 2012

Dos 17 residuos encontrados proximos a regiao ii (figura 4.7), 13 sdo aminoacidos, 2
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sao moléculas de agua e 2 (GOL3 e GOL4) sdo subtratos da enzima alvo. Da mesma forma,
que na regiao i, a presenca de aminoacidos apolares (114, 120, A7, A9, W22, G96, G95,
V46 e 194) nesta regido formam uma cavidade hidrofobica em torno da nicotinamida. O
efeito estérico gerando pela cavidade cria uma espécie de segunda camada composta pelos
aminoacidos polares Q8, T10, Y100 e E114. A localizacao dos residuos como o GOL3 e
GOL4, assim como a das moléculas de dgua, inviabilizam as interagoes de hidrogénio com
a nicotinamida, indicando a possibilidade de formacao de pontes de hidrogénio somente
entre os aminoacidos.

Figura 4.7: Residuos mais préximos da regido ii do 4R-INADP com. A regido ii é constituida pela
nicotinamida, e os aminoacidos com menores distancias sdo os que possuem cadeias laterais apolares,

como o 114, 120, A7, A9, W22, G96, G95, V46 e 194. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para
melhor visualizacao dos residuos.

Fonte: Autora, 2012
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Na figura 4.8 sao mostrados os aminoacidos mais proximos da regiao iii do farmaco, a
qual corresponde ao grupo ribose da nicotinamida. Apesar de apresentar alguns aminoa-
cidos apolares (V46, G15, G18, 120, A126, G96 e 114), os quais posicionam-se em pontos
mais distantes das hidroxilas da ribose, esta regiao também interage com aminoacidos po-
lares tais como R16, D19, 549 e D125, sendo que a maioria destes posicionam-se proximos
as hidroxilas da ribose, indicando que hé interagoes de ponte de hidrogénio nesta regiao do
farmaco. Os residuos GOL1 e GOL2 posicionam-se preferencialmente em torno do ami-
noacidos polares. Algumas das moléculas de dgua, que também se encontram proximas a
estes aminoécidos, formam pontes de hidrogénio tanto com os aminoacidos, quanto com a
ribose da regiao iii. Uma das formacoes de ponte de hidrogénio que pode ser claramente
vista na figura a seguir, sdo as ligacoes de hidrogénio que uma molécula de dgua (W*39)
forma simultaneamente com a hidroxila na posicao 2’ da ribose do ligante e o aminoacido
S49. Outro exemplo de ligacdo de hidrogénio que é formada nesta regido, é a interacao
do oxigénio da ligacao peptidica do D19, com a hidroxila na posicao 3’ da regiao iii do

farmaco.

O grupo quimico pirofosfato, correspondente a regiao iv do farmaco, encontra-se cer-
cado por 14 residuos, sendo 9 aminoéacidos, 3 moléculas de agua e 2 moléculas substrato
(GOL1 e GOL2) da proteina. De acordo com a figura com as posi¢oes atomicas dadas
pelo cristal 2CIG, os aminoacidos hidrofobicos G96, G97, V46, G46 e V99 encontram-se
distribuidos nos pontos mais proximos da regiao. No entanto, os aminoacidos apolares
R45 e Q98 também interagem a curta distancia com esta regidao. O aminoacido A126
forma uma ponte de hidrogénio com o substrato GOL2, que também interage com o piro-
fosfato através de uma ligacao de hidrogénio. A disposicao dos aminoacidos R45 e Q98,
também sugerem que ha formacao de ligacoes de hidrogénio entre estes aminoécidos e a
regiao iv do 4R-INADP. Desta forma, nota-se que esta regiao é propicia a interacoes de

ponte de hidrogénio devido aos &nions do pirofosfato, o qual é negativamente carregado.

Ao contrario das demais regides, os aminoacidos mais proximos da regiao v sao, em sua
maioria, polares (Q98, S66, R67, Q68, R44 e R45). Os tinicos aminoacidos hidrofébicos

(V98 e G43) interagem com esta regiao a longa distancia. Contendo 6 moléculas de dgua
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Figura 4.8: Regiao iii do INADP e seus respectivos aminoécidos mais préximos. Tal regido é composta
pela ribose da nicotinamida, que interage tanto com aminoacidos apolares V46, G15, G18, 120, A126, G96
e 114), quanto com aminoécidos polares (R16, D19, S49 e D125), os quais posicionam-se preferencialmente
em torno das hidroxilas. Os a&tomos de hidrogénio foram omitidos para melhor visualiza¢io dos residuos.

Il ‘696 \
114 ¢/
A

M

4
L

‘ ;f ‘
,' —

Fonte: Autora, 2012

e 1 molécula de substrato (SO4) da enzima, a regido da ribose-PQOy,, caracteriza-se pelo
grande potencial de formar ligacoes de hidrogénio devido ao seu grupo fosforico. Na
figura 4.10 evidencia-se que o grupo quimico PO, da ribose estd cercada por algumas
moléculas de dgua, e também por aminoacidos polares, como o S66, R44, Q68 e R67. A
posicao atdmica dada pelo cristal indica a formacgao de pontes de hirogénio entre o grupo
PO, e os aminoacidos Q68, S66 e R44. Por outro lado, a hidroxila na posicao AJ do
ligante também é passsivel de ligagoes de hidrogénio. Neste caso, a cadeia lateral do Q98
encontra-se a uma curta distancia desta hidroxila, indicando assim a formagao de uma

ligacao de hidrogénio entre tal aminoacido e a ribose da regiao v do 4R-INADP.

Finalmente, a regiao vi do farmaco, correspondente ao grupo quimico adenina, possui
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Figura 4.9: Regiao iv do INADP com os aminoécidos mais préximos. Tal regido é composta pelo piro-
fosfato, que interage com os aminoécidos hidrofébicos G96, G97, V46, G46 e V99, e com os aminoéacidos
polares R45 e Q98 por meio de ligagoes de hidrogénio. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para
melhor visualizacao dos residuos.

Fonte: Autora, 2012

6 aminoéacidos e 7 moléculas de agua em suas proximidades. Os aminoécidos polares R67,
S81 e S66 interagem com a curta distancia com o anel aromético da adenina, enquanto
que o Q98, que também possui cadeia lateral polar, interage a longa distancia com o anel
purinico. O aminoacido apolar L102, encontra-se a uma curta distancia do grupo amina
ligado ao anel aromatico, enquanto que o G80 (apolar) esta posicionado de modo que a
existéncia de uma molécula de adgua entre este aminoacido e o nitrogénio na posicao 1
do 4R-INADP, indica que tal molécula de dgua forma simultaneamente duas ligacoes de

hidrogénio, sendo uma com o farmaco e outra com este aminoacido.

O perfil energético das interagoes é analisado quantitativamente através dos célculos
de energia obtidos via DFT (com aproximagao LDA, base DNP e correcio OBS), im-

plementado na aproximacao MFCC. Na tabela 4.1 sao mostrados todos os residuos do
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Figura 4.10: Aminoacidos mais proximos da ribose-PQ, (regido v) do 4R-INADP. Cercada por amino4-
cidos polares (Q98, S66, R67, Q68, R44 e R45) e apolares (VI8 e G43), assim como por 6 moléculas de
agua e uma de sustrato (SO,), esta regido possui alta capacidade de formar pontes de hidrogénio devido
ao grupo fosforico (PO4) da ribose. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor visualizagao

dos residuos.
.W* 135
Sod y QR
. -
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]

Fonte: Autora, 2012

sitio de ligacao que tiveram suas energias calculadas utilizando este método. As menores
distancias entre os atomos interagentes (os atomos do residuo e do ligante) também sao

mostradas na tabela.

O painel grafico BIRD (Binding site, Interaction energy and Residues Domain) foi
plotado considerando-se somente os 32 aminodcidos mais importantes do sitio de ligacao,
sendo estes os que obtiveram energia maior ou igual ao mo6dulo de 4 8 kcal/mol (energia

de corte). As barras laterais do lado esquerdo referem-se as energias negativas, que sao
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Figura 4.11: Regido vi do INADP com os aminoacidos mais préximos, que possuem energia maior (em
modulo) que £ 8 kcal/mol. Tal regido é composta pela ribose da adenina, de quem os aminoacidos mais
proéximos, tais como o G14, 115, 116 e 195, possuem radicais quimicos apolares.

Fonte: Autora, 2012

consideradsa como sendo as energias de atracao, enquanto que as barras do lado direito
representam as energias positivas, as quais sao ditas como energias de repulsdao. A menor
distancia entre os atomos interagentes do farmaco e de cada aminoécido é colocada na

lateral direita do grafico.

A regido do farmaco em que se d4 a interacdo com o aminoacido é mostrada no
grafico BIRD, sendo que os atomos com os quais cada aminoacido interage sao indicados
posteriormente a regiao do ligante em que se encontram e os atomos onde estao ligados
(Atomos entre parenteses). Outra informacdo encontrada no BIRD é a quantidade de
moléculas de aguas que fazem ponte de hidrogénio ou com o aminoacido de interesse, ou

que mediam pontes de hidrogénio entre o aminoacido e o ligante. Sendo assim, quanto
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Tabela 4.1: Energias (calculada via DFT, com base DNP e correcao OBS) e minimas distancias em
relacao ao ligante, dos 47 aminoécidos que compoem o sitio de ligacao considerado no estudo.

Residuo | E (kcal/mol) | d (A) || Residuo | E (kcal/mol) | d (A)
ILES -9,50 2,17 LEUbS7 -24,48 6,89
TRP6 -25,04 2,56 LEU65 -6,88 2,32
ALA7 23,22 101 | SERG6 258,86 1,81
GLNS 20.91 383 | ARG67 2924.26 1,91
ALA9 9,47 5,57 GLNG68 -39,28 1,94
THRI10 8,88 9,56 GLY80 -18,58 2,53
ILE14 -23,82 1,84 SERS81 0,91 3,54
GLY15 -7,28 2,32 ILE94 -3,25 2,25
ARGI6 Z127.80 300 || GLY9% 12,18 2,17
GLY17 3,11 2,13 GLY96 -31,32 2,24
GLY18 753,83 2,95 || GLY97 245,22 2,26
ASP19 104,36 2,29 GLN98 -78,70 1,82
ILE20 -22,77 2,31 VAL99 -26,71 2,29
TRP22 -7,31 2,87 TYR100 -11,16 2,40
ASP27 102,10 2,98 LEU102 -24,41 2,59
GLN28 1,30 531 || VAL112 ~4,02 6,41
PHE31 -6,96 2,52 GLU114 85,72 7,80
GLY43 -28,92 3,10 GLY124 7,20 6,49
ARG44 -272,64 1,76 ASP125 100,86 6,20
ARG45 950,14 1,75 || ALA126 223,62 2.11
VAL46 -38,79 1,81 LEU127 7,19 2,52
SERA49 -34,55 3,31 TYR154 -1,96 10,09
LEUS0 1,69 0,17 TYR156 -9,90 11,30
VALH4 1,04 8,77 - - -

Fonte: Autora, 2012

aos termos dentro dos parénteses (m,n), a letra m indica a quantidade de aguas que

estao entre o aminoacido de interesse e o ligante, mediando pontes de hidorgénios entre

os dois, simultaneamente, enquanto que a letra n indica a quantidade de moléculas de

agua que fazem ponte de hidorgénio somente com o residuo de interesse. Portanto, dadas

as caracteristicas do painel grafico BIRD (ver figura 4.12), tal grafico mostra o perfil

energético da interacoes do farmaco 4R-INADP com os aminoacidos do sitio de ligacao

da proteina dfrA, isto ¢, através dos valores da energia de interacao do farmaco com cada

aminoacido estudado, é possivel identificar as regioes do farmaco que possuem maior

ou menor afinidade com com a proteina alvo, assim como identificar quais aminoécidos
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Figura 4.12: Painel grafico do BIRD (Binding site, Interaction energy and Residues Domain) onde sao
mostradas as energias dos 32 residuos mais importantes. Além da estimativa quantitativa da energia,
dada em kcal/mol, também sio identificados os atomos dos aminodcidos mais proximos do ligante e
as regides do farmaco onde estdo interagindo. As menores distancias entre os dtomos dos residuos e o
INADH também sao mostrados no BIRD. Tais distancias estdo organizadas seguindo a ordem do menor

para a maior valor de distancia.
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Fonte: Autora, 2012
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possuem maior contribuicao para as interacoes do farmaco dentro do sitio ativo da mesma.

De acordo com o grafico BIRD, o aminoacido mais importantes para interacao do
4R-INADP com o sitio ativo da dfrA é o R44, que possui energia atrativa em torno
de -272,64 kcal/mol. No entanto, ha outros aminoacidos que também possuem grandes
energias atrativas, tais como: R45 (-250,14 kcal/mol), R67 (-224,26 kcal/mol), R16 (-
127,80 keal /mol) e Q98 (-78,70 kcal/mol). Quanto as energias repulsivas, o aminoacido
que apresentou maior repulsdo ao farmaco foi o D19, com energia de 104,36 kcal/mol.
Entretanto, no que se refere aos aminoacidos mais repulsivos, alguns destes exibiram um
perfil energético semelhante, com pouca variacao entre os valores de energia. Dito isto,
os aminoécidos com maiores energias repulsivas foram: o D27 (102,10 kcal/mol), o D125

(100, 86 kcal/mol) e o E114(85,72 keal /mol).

Dentre os principais aminoécidos, tanto atrativos quanto repulsivos, a maioria forma
ligagoes de hidrogénio com moléculas de agua. Deste modo, partindo das informacoes do
grafico BIRD, outra importante analise que foi realizada se refere aos tipos de interacoes
entre os principais aminoécidos, bem como os residuos e as regioes do farmaco que estao
envolvidos nestas interagoes. Sendo assim, as figuras de 4.13 a 4.18 mostram estas anélises,
ou seja, os tipos de interacoes, e suas respectivas minimas distancias, entre os principais
aminoacidos e cada uma das seis regioes do 4R-INADP. Entretanto, vale ressaltar que
foram analisados apenas os principais aminoacidos de cada regiao do farmaco, sendo estes

0s que apresentaram energia com modulo maior ou igual & energia de corte adotada, que

¢ de £ 20 keal/mol.

A regido i, correspondente ao grupo acyl isonicotinico derivado da INH, interage mais
fortemente com os aminoacidos L57 (-24,48 kcal/mol) e W6 (-25,04 kcal/mol), com os
quais interage com energia atrativa decorrente de forcas de van der Waals. J& com o ami-
noacido D27 (102,10 kcal/mol) esta regido exibe uma forte interagio repulsiva resultante
de forcas eletrostaticas de repulsao, visto que apesar de estar a uma distancia de 2,96
A, a cadeia lateral deste amnoacido é negativamente carregada, provocando assim este

tipo de interacao. As minimas distancias entre os principais aminoacidos e a regiao i sao
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mostradas na figura 4.13.

Figura 4.13: Principais aminoacidos da regiao i do 4R-INADP com suas respectivas minimas distancias
do farmaco. Os aminoéacidos L57 (-24,48 kcal/mol) e W6 (-25,04 kcal /mol) sdo atrativos, enquanto que o
D27 (102,10 kcal/mol) é altamente repulsivo, e interage com o farmaco por meio de forgas eletrostaticas.

Fonte: Autora, 2012

Na figura 4.14 sao mostrados os principais aminoacidos da regiao ii, e suas respectivas
minimas distancias. Na figura da esquerda o aminodcido mais atrativo é o V46 (-38,80
kcal /mol), que interage com o farmaco através de forgas de van der Waals. O A7 (-23,21
kcal/mol) interage com esta regiao formando duas pontes de hidrogénio com o grupo
funcional carboxamida da nicotinamida. O aminoéacido 114 (-23,82 kcal/mol) faz uma
ponte de hidrogénio com o grupo amina, exibindo assim uma energia atrativa na regiai ii
do ligante. Por outro lado, esta regiao do farmaco também interage com um aminodacido
repulsivo, o E114 (85,72 kcal /mol),que se encontra a uma distancia de 7,80 A de um dos
hidrogénios da amina na posi¢ao AA do 4R-INADP, interagindo com o farmaco por meio

de forcas eletrostaticas de repulsao.

A figura 4.15 mostra os principais residuos da regiao iii. Na figura do lado esquerdo,
a regiao iii, composta pela ribose da nicotinamida, apresenta aminoacidos com cadeias
laterais eletricamente carregadas, como o D125 e D19 (que sdo carregados negativamente)

e 0 R16 (carregado positivamente). Sendo assim, os aminoacidos D125 (100,86 kcal/mol)
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Figura 4.14: Aminoacidos mais importantes da regido ii e suas respectivas minimas distancias. A figura
do lado esquerdo mostra 3 aminoacidos atrativos (V46, 120 e A7) e a do lado direito mostra 2, sendo 1
atrativo (I14) e outro altamente repulsivo (E114).

Fonte: Autora, 2012

e D19 (104,36 kcal/mol) sdao os que possuem maior energia de repulsao nesta regiao do
4R-INADP. O oxigénio da cadeia peptidica do D19 forma uma ponte de hidrogénio com
a hidroxila, na posicao O3’ do ligante, e outra com o residuo R16, porém sua cadeia
lateral esta voltada no sentido contrario ao farmaco, o que caracteriza a forte repulsao
provocado por forcas eletrostaticas entre este aminoacido e a regiao iii. O D125, que
também interage com o farmaco via forcas eletrostéticas de repulsao, também forma duas
pontes de hidrogénio com a cadeia lateral do R16. As interagoes entre o R16 (-127,80) e
esta regiao do farmaco é fortemente atrativa, visto que além de duas pontes de hidrogénio
que este residuo forma simultaneamente com o D19 e 0 D125, h& uma interacao de van der
Waals a curta distancia (3,00 A) com a hidroxila na posicio 3’ do 4R-INADP. Na figura
do lado direito o aminoacido mais atrativo ¢ o G18 (-53,83 kcal/mol), que encontra-se a
uma distancia de 2,95 A, e interage com o farmaco através de forcas de van der Waals. Os
aminoacidos S49 (-34,55 kcal /mol) e A126(-23,62 kcal/mol) também possuem energia de
atracao nesta regiao, onde o A126 exibe uma interacao do tipo van der Waals, enquanto
que o S49 forma uma ponte de hidrogénio com uma molécula de agua a qual forma outra

ponte de hidrogénio com a hidroxila da posicao 2’ do 4R-INADP.

Figura 4.15: Principais aminoacidos da regiao iii e suas minimas distancias em relagio ao 4R-INADP.
Nesta regido os aminoécidos D19 (104,36 kcal/mol) e D125 (100,86 kcal/mol) possuem fortes interagoes
repulsivas, enquanto que o aminoédcido que possui maior interagdo atrativa é G18 (-53,83 kcal /mol).

Fonte: Autora, 2012

Os aminoécidos mais atrativos da regido do pirofosfato (regiao iv) sdo o R45 (-250,14
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kcal/mol) e 0o Q98 (-78,70 kcal/mol), os quais interagem com o farmaco através de liga-
¢oes de hidrogénio com os oxigénios nas posi¢oes AM e AF, respectivamente. Os outros
aminoacidos que interagem com esta regiao do farmaco, sdo G96 (-31,32 kcal /mol), G97
(-45,22 kcal/mol) e V99 (-26,71 kcal/mol), que também interagem com o farmaco por
meio de ligacoes de hidrogénio, exibindo fortes interagoes atrativas. Desta forma, todos
os aminoacidos desta regiao sao energeticamente atrativos e favoraveis a ligacao do far-
maco no sitio ativo da proteina dfrA. A figura 4.16 mostra a minimas distancias, que
correspondem as ligacoes de hidrogénio, entre tais aminoacidos e o pirofosfato da regiao
iv.

Figura 4.16: Os principais aminoécidos da regido iv e suas respectivas minimas distancias. A regiao iv,

que corresponde ao pirofosfato, interage com os aminoécidos através de ligagoes de hidrogénio, exibindo
assim interagoes energeticamente atrativas.

Fonte: Autora, 2012

Os principais aminoécidos da regiao v, mostrados na figura 4.17, sao em sua maioria
atrativos e interagem principalmente com o grupo POy que esta ligado a ribose. O R44
(-272,64 kcal/mol), que ¢ aminoacido mais atrativo dentre os 32 aminoacidos exibidos no
BIRD (figura 4.12), interage com os oxigénios nas posi¢oes AL e AK do grupo fosforico
do 4R-INADP, através de duas pontes de hidrogénio. O R67 (-224,26 kcal/mol) também
interage por meio de duas pontes de hidrogénio, sendo uma formada entre a ligacao
peptidica do aminoacido e o oxigénio AE, e a outra é formada entre a cadeia lateral
do R67 e uma molécula de dgua, a qual também interage com o OAE através de uma
ligacao de hidrogénio. O Q98 (-78,70 kcal/mol) é outro aminoéacido que exibe interagao
semelhante, ou seja, forma ponte de hidrogénio com uma molécula de dgua que forma de
modo simultaneo outra ponte de hidrogénio com o farmaco. Porém, o atomo do ligante
envolvido nesta inetragao fortemente atrativa é o oxigénio da hidroxila na posicao AJ. O
G43 (-28,92 kcal /mol) é o inico aminoacido que nao interage com esta regiao por meio de

ligacao de hidrogénio, interagindo porém através de forcas de van der Waals e exibindo
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interacao atrativa com tal regiao. Portanto, assim como na regiao iv, nesta regiao todos

os aminoacidos também sao energeticamente atrativos e favorecem a ligacao do aduto

4R-INADP no sitio ativo da dfrA.

Figura 4.17: Regido v com seus principais residuos e suas respsctivas distancias entre os atomos
interagentes. Todos os aminoacidos desta regido sdo atrativos, sendo que o R44 (-272,64 kcal/mol) é o
mais atrativo entre todos os 32 residuos considerados no BIRD, e assim como a maioria dos residuos
desta regido, interage com o farmaco através de pntes de hidrogénio. O G43 (-28,92 kcal/mol) é o tnico
aminoacido que interage com o ligante principalmente por meio de forcas de van der Waals.

Fonte: Autora, 2012

Na regido vi, os principais aminoacidos sdo o G80 (-18,57 kcal/mol) e o L102 (-24,41
kcal /mol), os quais sdo hidrofobicos e interagem com esta regidao com energias atrativas.
O G80 interage através de uma ligacao de hidrogénio com a mesma molécula de 4gua que
forma simultaneamente uma ponte de hidrogénio com o nitrogénio 1 do farmaco. Ja o
L102 interage com um dos hidrogénios da amina da posicao N6 do 4R-INADP, por meio
de forcas de van der Waals. A figura 4.18 mostra os residuos envolvidos nas interagoes

desta regiao, e suas respectivas minimas distancias.

A projecao da densidade eletronica total sobre o potencial eletrostatico do 4R-INADP
e dos residuos mais atrativos e repulsivos é mostrada nas figuras 4.19 e 4.20, respectiva-
mente. Sendo que, a isosuperficie do potencial eletrostatico e a densidade eletronica total
foram calculadas através do método DFT, usando aproximacao LDA, base DNP e corre-
cao OBS. Os célculos foram realizados no pacote DMOL? do software Accelrys Materials

Studio 5.0.

Através da sobreposicao da isosuperficie de potencial com a densidade eletronica do
ligante e dos residuos mais atrativos, é possivel identificar as regioes mais eletronegativas
(regides em vermelho) e as mais eletropositivas (regides em azul), assim como verificar
os aminoédcidos que possuem maior ou menor eletronegatividade. Deste modo, na figura

4.19 verifica-se que as regioes mais eletronegativas do ligante, isto é, que possuem maior
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Figura 4.18: Principais residuos da regido vi e suas respectivas minimas distancias. Os aminoécidos
L102 (-24,41 kcal/mol) e G80 (-18,57 kcal/mol) interagem atrativamente com esta regido por meios de
forcas de van der Waals e ligacoes de hidrogénio, respectivamente.

Fonte: Autora, 2012

densidade de carga negativa, sdo o pirofosfato (regiao iv do 4R-INADP) e o grupo PO,
ligado a ribose da adenina (regiao v do 4R-INADP), enquanto que as aminas das regioes i
e v exibem densidade de carga positiva. Por outro lado, a maioria dos aminoacidos (R16,
R44, R45 e R67) possuem cadeias laterais carregadas com densidade de carga positiva,
exceto o Q98 que possui uma densidade de carga no negativa no oxigénio de sua cadeia
lateral. Sendo assim, Os aminoécidos eletropositivos como o R44 (-272,64 kcal/mol), o
R45 (-250,14 kcal/mol) e o R67(-224,26 kcal/mol), ao interagirem com as regides mais

eletronegativas (priofosfato e POy) exibem altas energias atrativas.

Na figura 4.20 é mostrada superficie de potencial acoplada com a densidade eletro-
nica total do 4R-INADP e dos aminoécidos mais repulsivos (D19, D27, D125 e E114).
Visto que tais residuos possuem o grupo carboxila em suas cadeias laterais, ¢ verificada
uma densidade de cargas negativas nas cadeias laterais dos mesmos. No entanto, , a

cadeia peptidica do aminoéacido D19 (104,36 kcal/mol) possui atomos eletropositivos que
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Figura 4.19: Tsosuperficie de potencial acoplada & densidade eletronica total, do INADH e dos aminoa-
cidos mais atrativos, calculada através do método DFT, com aproximagao LDA e conjunto de base DNP.
As regides vermelhas indicam densidade de carga negativa, e as regides azul indicam densidade de carga
positiva.
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Fonte: Autora, 2012

encontra-se a uma curta distancia do hidrogénio da hidroxila da posicao 3’ do ligante,
que também possui densidade de cargas positivas, gerando assim uma forte interacao re-
pulsiva entre este aminoacido e o ligante. Ja o D27 (102,10 kcal/mol), interage com o
nitrogénio da posicao AZ do farmaco, que possui densidade de carga negativa, através de
sua acadeia lateral eletropositiva, gerando assim uma interagao repulsiva nesta regiao. Da

mesma forma, os outros residuos exibem interagoes repulsivas, mostrando assim a grande
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contribuicao eletrostatica nas interagoes entre os residuos repulsivos e o 4R-INADP.

Figura 4.20: TIsosuperficie de potencial acoplada & densidade eletronica total, do INADH e dos ami-
noacidos mais repulsivos, calculada através do método DFT, com aproximacdo LDA e conjunto de base
DNP. As regioes vermelhas indicam densidade de carga negativa, e as regides azul indicam densidade de
carga positiva.
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¥ 5001

Fonte: Autora, 2012

4.3 Conclusao

Mediante a mesma metodologia adotada para o sistema estudado no capitulo 3, aqui
foi realizado o estudo da interagao do isomero aciclico 4R da Isoniazida (4R-INADP) com
o sitio de ligacdo da enzima redutase diidrofalato do Mycobacterium tuberculosis (MT)
denominada dfrA. Através da estrutura do cristal (codigo PDB 2CIG) da dfrA inibida pelo
composto 4R-INADP, foi selecionado um raio de 20 A em torno do centroéide do ligante,
e todos os residuos, assim como a molécula do farmaco, tiveram seus atomos pesados

(como carbono, nitrogénio, oxigénio e fosforo) fixados, enquanto que somente os atomos de
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hidrogénio foram deixado livres para serem otimizados através do campo de forca CVFF.
Entao, partindo da estrutura do cristal 2CIG com os atomos de hidrogénio otimizados,
foi definida a regiao protéica para a qual seriam calculadas as energias de interagao com o
farmaco, neste caso a regiao escolhida foi o sitio ativo fornecido pelos dados cristalograficos
(com 35 aminoacidos), além de mais 12 aminoacidos, os quais estavam localizados com
até 6A de distancia dos atomos do ligante. Desta forma, 47 aminoécidos foram estudados,
tendo suas energias de interacao com o farmaco calculadas através do método quantico

DFT (com aproximacao LDA, base DNP e correcao OBS) na aproximacao MFCC.

A partir dos calculos da energia de interagao entre o farmaco e os residuos do sitio de
ligacao da dfrA, foi possivel conhecer o perfil energético das interagoes dos aminoacidos
com farmaco, a partir do grafico BIRD, o qual foi plotado considerando somente os 32
aminoicidos mais importantes, isto é, os residuos com energia maior que o moédulo +
8kcal/mol. Portanto, sendo as energia positivas ditas repulsivas e as negativas ditas
atrativas, mais atrativo é o R44, com energia de -272,64 kcal/mol, e o mais repulsivo é o
D19 com energia de 104,36 kcal /mol. Outro resultado analisado, foi os tipos de interagao,

e as regioes em que se deram as interagoes mais importantes.

Dentre as regioes que apresentaram maior afinidade com o farmaco, interagindo com
residuos altamente atrativos, a regiao da ribose- PO, se destaca por interagir fortemente
com 5 aminoacidos, sendo os mais atrativos o R44 (-272,64 kcal /mol), que é o residuo com
maior energia de atracdo do BIRD, e o R67 (-224,26 kcal/mol). Entretanto, a regido do
pirofosfato também exibibiu um importante perfil energético de interacao, visto que tam-
bém interage com 5 aminoacidos bastante atrativos, dos quais o R45 (-250,14 kcal/mol)
e 0 Q98 (-78,70 kcal/mol) sdao os mais atrativos. Ja a regido da ribose da nicotinamida
apresentou algumas interacoes importantes, no entanto interagiu mais fortemente com o
R16 (-127,80 kcal/mol). Sendo assim, pode-se afirmar que as regioes constituidas por
grupos fosforicos desempenham maior afinidade com os aminoacidos do sitio de ligacao,
notando-se que a regiao do 4R-INADP que possui maior afinidade com o sitio de ligacao

da enzima refere-se ao cofator NADP.

Instituto de Fisica - UFAL



4.3. Conclusao 99

Visto que algumas moléculas de agua do cristal 2CIG também foram consideradas nos
calculos de energia, tais moléculas participaram em ligacoes de hidrogénio, intermediando
assim a interacdo de alguns residuos com o farmaco. Dentre os residuos (S49 (-34,55
kcal/mol), R67 (-224,26 kcal/mol), Q98 (-78,70 kcal/mol) e G80 (-18,57 kcal/mol)) que
interagem com o farmaco através de pontes de hidrogénio intermediadas por moléculas de
agua, o aminoacido com maior interacao atrativa foi o R67, o qual também forma uma
ligacao de hidrogénio com o oxigénio na posicao AE do grupo PO, da ribose ligada na
adenina. Por outro lado, exceto a regiao derivada da isoniazida e a regiao da adenina,
a maioria das regioes do 4R-INADP exibiram ligacoes de hidrogénio diretamente com
alguns aminoacidos, e dentre estas regioes as que mais formaram pontes de hidrogénio foi
o pirofosfato, que interagiu através de pontes de hidrogénio com o Q98, o G97, o G96,
0 V99 e 0 R45 (o aminoéacido mais atrativo dentre todos), e a regido da ribose PO, que
formou ligagoes de hidrogénio com o Q68, o R67, 0 S66 e o R44 (que é o segundo residuo
mais atrativo dentre todos). Portanto, as energias dos residuos participantes na formagao
de pontes de hidrogénio sugerem que este tipo de interacao possui alguma contribuicao

para a energia de interacao do farmaco.

As isosuperficies de potencial e da densidade eletrénica total em torno do ligante e
dos aminoacidos mais repulsivos e atrativos, calculadas via DFT (com aproximagao LDA,
base DNP e correcao OBS), mostraram que as interagoes entre os aminoéacidos mais atra-
tivos e 0 4R-INADP, possuem uma significante componente eletrostatica, visto que estes
residuos possuem cadeias laterais com densidade de carga positiva, que interagem prefe-
rencialmente com as regioes eletronegativas do farmaco, que sao o pirofosfato e o grupo
PO, da ribose ligada na adenina. Da mesma forma, os residuos mais repulsivos, intera-
gem com as regioes menos eletronegativas através de suas cadeias peptidicas (que também
possuem densidade de carga positiva), gerando assim uma forte interagao eletrostatica de

repulsao.

De um modo geral, pode-se afirmar que embora na literatura seja indicado que a
proteina diidrofolato redutase do MT, a dfrA, nao é um bom alvo para a isoniazida 38|,

o perfil energético das interacoes calculadas neste trabalho, indicam que o 4R-INADP
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possui uma alta afinidade com o sitio ativo desta enzima, onde as regioes que possuem
grupos fosforicos sao as principais responséaveis por tal afinidade. Sendo que o aminoa-
cido com maior predominancia nas interacoes energéticas atrativas, foi o R44 (-272,64
kcal/mol). Deste modo, a utilizagdo do método quantico DFT, através da aproximagao
MFCC, possibilitou a descricao quantitativa das interagoes envolvidas entre o ligante 4R~
INADP e o sitio de ligacao da proteina dfrA, favorecendo assim uma melhor compreensao
do mecanismo de acao deste sistema. Logo, o uso de método quanticos (como o DFT) em
conjunto com a aproximacao MFCC é uma importante ferramenta de apoio no estudo de

farmacos.
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Capitulo 5

Conclusao e Perspectivas

No presente trabalho foi realizado o estudo da bioquimica quantica dos adutos da iso-
niazida (INH) ligados ao sitio ativo de proteinas redutase do Mycobacterium tuberculosis.
Através de um conjunto de ferramentas computacionais embasadas em modelos e métodos
teoricos de mecanica classica e quimica quantica, foram estudados dois sistemas macromo-
leculares. O primeiro sistema biomolecular, tratado no capitulo 3, é formado pela enzima
redutase do MT codificada como inhA | inibida pela molécula bioativa INADH, que é um
composto derivado da catalise-peroxidase da INH com o substrato NADH. Ja o segundo
sistema, abordado no capitulo 4, consiste na enzima diidrofolato redutase, codificada pelo
gene dfrA, inibida pelo isomero aciclico 4R da isoniazida, denotado por 4R-INADP. Am-
bos os sistemas foram estudados sob a mesma metodologia, onde a partir das estruturas
destas proteinas co-cristalizadas com seus respectivos inibidores, prosseguiu-se com o cal-
culo da energia de interacao dos ligantes (adutos da INH) com seus respectivos sitios de

ligagao nas enzimas.

Partindo das estruturas cristalograficas dos sistemas INADH-inhA (c6digo PDB 1ZID)
e (4R-INADP)-dfrA (codigo PDB 2CIG), obtidas através de difragdo de raios-x. Apos
a otimizagao do hidrogénios (em um raio de 20 A da proteina) usando campo de forga

classico CVFF, foram calculadas as energias de interacao entre os aminoécidos do sitio de
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ligacao e os seus respectivos ligantes, utilizando-se o método quantico DFT (com funcional
LDA, base DNP e corre¢do OBS) no esquema aproximativo MFCC. A partir do resultado
destas energias, o grafico BIRD foi plotado considerando somente os aminoacidos que
apresentaram energia maior que + 8 kcal/mol. Entao, através do perfil energético das
interacoes apresentado no BIRD, foi possivel mapear as regioes do farmaco detentoras de
maior afinidade com os aminoacidos do sitio ativo das enzimas, assim como identificar
os aminoécidos com interagoes mais importantes com o ligante. Portanto, com base nos
resultados obtidos para os dois sistemas, ligante-proteina, as regioes do farmaco com
maior afinidade sao referentes as regioes do cofator, conforme predito na litetratura [22;
31]. Quanto aos aminoacidos mais importantes para as interagoes atrativas entre os
ligantes e o sitio de suas respectivas enzimas alvo, o K165 (-101,97 kcal/mol) e o R44 (-

272,64 kcal/mol) sao os aminoacidos que exibiram maior interacao atrativa com os ligantes

INADH e 4R-INADP, respectivamente.

Comparando os perfis energéticos das interacoes entre os farmacos e seus respectivos
sitios de ligagao, de um mode geral, o ligante 4R-INADP exibiu energias de interacao
fortemente atrativas com o sitio de ligacdao da dfrA, de modo que seus valores sao mais
altos do que aqueles obtidos para o composto INADH ligado no sitio ativo da inhA.
Deste modo, supoe-se que a proteina redutase diidrofolato dfrA exibe maior afinidade
com o 4R-INADP, do que a proteina inhA para o INADH. No entanto, vale ressaltar
que o estudo teodrico-computacional necessita de uma constante troca de informacoes
com os dados experimentais. Neste sentido, de acordo com as observacoes experimentais
de espectroscopia de massa realizadas em 2010, apesar de ser um aduto extremamente
potente contra a DHFR do MT in wvitro, o 4R-INADP nao é um produto da ativacao
da INH pela KatG dentro da proteina, ponto primordial para a consideragao de alvos

enzimaticos. Por este motivo, a dfrA ndo ¢ um bom alvo para a INH [39].

Portanto, o uso do método quantico DFT aplicado a aproximagao MFCC foi capaz
de fornecer resultados quantitativo para a energia de interacao dos compostos bioativos
INADH e 4R-INADP com seus respectivos alvos enziméticos, inhA e dfrA, de modo

que tais resultados podem servir de subsidios para o entendimento mais acurado dos
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mecanismos de acao envolvidos nestes sistemas, podendo levar ao aprimoramento das
estruturas moleculares destes ligantes, tornando-os mais eficientes. Sendo assim, métodos
quanticos em conjunto com métodos aproximativos (como o MFCC) para a descri¢ao das
energias de interacao de moléculas bioativas com sistemas macromoleculares, podem ser
uma ferramenta bastante 1til para o planejamento e desenvolvimento racional de farmacos

mais potentes.
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