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RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa causada pelo bacilus denominado Mycobac-

terium tuberculosis (MT). Segundo dados mais recentes da OMS (Organização Mundial

de Saúde), aproximadamente 2 milhões de pessoas morrem anualmente, no mundo, de-

vido à tuberculose e outras 9 milhões são afetadas por ano. Entretanto, esta doença é

curável, e um dos medicamentos de primeira linha no tratamento da TB é a Isoniazida

(INH). No entanto, durante os últimos anos vêm surgindo cepas multi-resistentes à INH,

e a outros fármacos de primeira linha, conhecidas como MDR-TB (Multidrug Resistant

Tuberculosis). Desta forma, uma das estratégias empregadas no estudo e desenvolvimento

de fármacos mais potentes contra cepas MDR-TB é o uso da modelagem molecular. No

presente trabalho foram realizados estudos teóricos-computacionais referentes à interação

de adutos da Isoniazida (INH) ao sítio ativo das proteínas redutase do MT. Primeira-

mente, estudamos o composto bioativo INADH, um derivado da catálise-peroxidade da

INH, complexado com a enzima redutase codificada pelo gene inhA. O segundo sistema

estudado consistia no isômero acíclico 4R da INH (4R-INADP) ligado no sítio ativo da

proteína diidrofolato redutase do MT (DHFR). Através do método quântico DFT (Den-

sity Functional Theory) aplicado na aproximação MFCC (Molecular Fractionation with

Conjugate Caps), calculou-se as energias de interação entre os compostos bioativos e os

aminoácidos do sítio ativo das enzimas. Assim, através dos cálculos da energia de interação

dos ligantes com o sítio ativo das enzimas inhA e DHFR, foi mapeado o perfil energético

das interações dos aminoácidos mais importantes através do gráfico BIRD (Binding site,

Interaction energy an Residues Domain). Identificou-se as regiões mais ativas do fármaco

e os aminoácidos mais importantes na interação dos compostos bioativos com suas res-

pectivas enzimas. Os resultados dos cálculos de energia mostraram que para o sistema

INADH-inhA, o aminoácido mais importante para a afinidade do ligante com o sítio da

inhA foi o K165, com energia atrativa de -101,97 kcal/mol, enquanto que para o sistema

(4R-INADP)-dfrA, o aminoácido com maior interação atrativa foi o R44, possuindo uma

energia de interação em torno de -272,64 kcal/mol. Quanto às regiões dos ligantes que

exibiram maior afinidade com suas enzimas alvo, em ambos os casos verificou-se que as re-

giões referentes aos co-fatores NADH (do INADH) e NADP (do 4R-INADP) foram as que

apresentaram as interações mais energéticas com os resíduos do sítio ativo das proteínas,

principalmente os grupos fosfóricos.

Palavras-chave: Tuberculose, Isoniazida, enzimas redutase, DFT , 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 inhA 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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Capítulo 1

INTRODUÇÃO

Nesta dissertação serão estudados dois sistemas macromoleculares do tipo fármaco-

bioreceptor a partir de cálculos computacionais baseados principalmente em métodos de

modelagem molecular. No entanto, para uma melhor sistematização de tais estudos, esta

dissertação encontra-se dividida em 4 capítulos.

O primeiro capítulo introduz uma visão geral do objeto de interesse do presente tra-

balho, que é o estudo qualitativo e quantitativo da ligação de adutos da Isoniazida (um

fármaco anti-tuberculose) à proteínas redutase do Mycobacterium tuberculosis (a bactéria

causadora da Tuberculose). Para tais estudos, foram utilizados métodos de bioquímica

quântica, como o DFT (Density Functional Theory) e o MFCC (Molecular Fractionation

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

No segundo capítulo, são abordadas as principais teorias nas quais se baseiam os

métodos de modelagem molecular empregados nos cálculos de interação das moléculas

bioativas com os alvos enzimáticos. Sendo destacadas as teorias referentes à metodologia

utilizada no estudo dos sistemas. Foram mostradas as bases teóricas do campo de força

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

No terceiro e no quarto capítulo são mostrados os estudos de cada um dos sistemas

apresentados em três partes: metodologia, resultados, e conclusão. Deste modo, o ter-

ceiro capítulo descreve a metodologia, os resultados e a conclusão referentes ao sistema

composto pela proteína ACP redutase inhA, inibida pelo composto bioativo INADH. En-
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quanto que no quarto capítulo são mostrados a metodologia, os resultados obtidos e a

conclusão para o sistema composto pela enzima diidrofolato redutase dfrA complexada

com o ligante 4R-INADP.

Finalmente, o quinto capítulo trata da conclusão das análises referentes aos estudos

dos dois sistemas macromoleculares. Onde são feitas as análises comparativas entre os

resultados de cada um dos sistemas, bem como são mostrados os principais aspectos das

ligações de tais adutos da isoniazida em suas respectivas proteínas redutase do Mycobac-

terium tuberculosis.

1.1 Introdução ao estudo de fármacos

Até o início do século 20 o uso de medicamentos pela medicina era baseado princi-

palmente no uso de porções e ervas medicinais. No entanto, em meados do século 19,

consideráveis esforços com o objetivo de isolar e purificar os princípios ativos destes remé-

dios culminaram com o aparecimento da indústria farmacêutica e com o surgimento de um

importante ramo científico na pesquisa de fármacos, a Química Medicinal, cujo o principal

interesse está focado no design e síntese de fármacos. A partir deste período, diversas

drogas ocorrentes na natureza tiveram suas estrutras determinadas, assim como milhares

de análogos dos produtos naturais foram quimicamente sintetizados, com o propósito de

aperfeiçoamento de tais produtos e de suas propriedades medicinais. Desenvolvidos na

base de testes e erros, a maioria destes trabalhos revelou muitos dos princípios gerais

envolvidos no processo de descoberta e desenvolvimento de drogas, além de proporcionar

o desenvolvimento de um modelo geral para a obtenção de fármacos. Por outro lado, o

entendimento dos mecanismos de ação das drogas, a nível molecular, não era satisfeito

pelos métodos usuais, dos quais o principal interesse era o isolamento do princípio ativo

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

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

ções durante as duas últimas décadas. A metodologia tradicional para o desenvolvimento
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de fármacos, conhecida como triagem cega, era baseada no teste de diversos ligantes

(micromoléculas), em ensaios biológicos, sem o conhecimento do mecanismo de ação ou

interação dos mesmos, o que dispendia muito tempo e elevados custos envolvidos no pro-

cesso de descoberta de novos fármacos, visto que em muitos casos era necessário o teste

de milhões de compostos. No entanto, o grande progresso na área de Biologia Molecular 1

possibilitou um maior entendimento do funcionamento de sistemas biológicos, no âmbito

celular e molecular. Aliado ao avanço de técnicas experimentais para a identificação de

alvos moleculares, o avanço na biologia molecular viabilizou a identificação e obtenção de

informações estruturais dos alvos relacionados a doenças. Projetos GENOMAS e PRO-

TEOMAS forneceram o subsídio que promoveu a obtenção das informações de seqüências

e estruturas de diversas proteínas, impulsionando assim o desenvolvimento de ferramen-

tas e métodos computacionais usadas para o planejamento racional de fármacos [2]. Esta

nova metodologia adotada no planejamento de drogas se baseia no uso de modelagem

computacional e tem obtido grande destaque no cenário do desenvolvimento e descoberta

de novos fármacos, tendo como objetivo estudar os mecanismos envolvidos no processo

de reconhecimento molecular.

A identificação de alvos para a ação de fármacos no organismo, assim como o design de

drogas que possam interagir com o dado alvo, têm sido o foco de diversas pesquisas, não

apenas das indústrias farmacêuticas mas também dos meios acadêmicos universitários.

Entender a estrutura e função do alvo molecular relacionado à doença ou processo fisio-

patológico para o qual se deseja desenvolver um tratamento quimioterápico, 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 análise de como uma

droga interage com o seu alvo para produzir um efeito biológico é essencial para a Quí-

mica Medicinal e é considerado como um ponto crucial no design e desenvolvimento de

fármacos mais eficientes. A farmacodinâmica é o ramo responsável pelo estudo dos efeitos

biológicos ou farmacológicos que as drogas podem produzir, além ter papel fundamental

para a compreensão dos diferentes alvos moleculares de tais drogas.

1Biologia molecular estuda os fenômenos bilógicos em escala atômico e molecular.

Instituto de Física - UFAL



1.1. Introdução ao estudo de fármacos 19

O conhecimento da estrutura do alvo macromolecular ou da estutura de algum com-

plexo ligante-receptor permite o planejamento racional de inibidores enzimáticos, ou de

agonistas ou antagonistas de receptores [3]. Desta forma, para compreender o processo de

ação que a droga desempenha no corpo é necessário conhecer a estrutura, propriedades

e funções de um alvo macromolecular 2 específico. Geralmente, macromoléculas como

proteínas, ácidos nucleicos e carboidratos são os alvos macromoleculares dos fármacos.

Em contrapartida, os fármacos são moléculas bem menores (micromoléculas) que o seu

alvo de ação, fato que permite a interação direta da droga com uma pequena porção do

mesmo. Esta pequena região, onde a droga interage diretamente com a macromolécula, é

conhecida como o sítio de ligação ou sítio ativo, ver figura 1.1. Normalmente, o sítio de li-

gação possui o formato de uma cavidade, que encontra-se na superfície da macromólécula,

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

Figura 1.1 – Representação do sítio ativo de uma macromolécula.

Fonte: Rafael Guido et al. [3], 2008

2Um alvo macromolecular é uma proteína ou enzima relacionada a uma patologia clínica.
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O efeito biológico desencadeado pela droga depende não apenas do encaixe da molé-

cula no sítio ativo do alvo macromolecular, mas também de outros fatores relacionados

aos tipos de forças interagentes entre o fármaco e o sítio de ligação da macromolécula.

Pois, uma vez que a droga se encaixa no sítio de ligação do alvo, diversas interações

intermoleculares são dispostas, de modo que tais interações resultam nas mudanças ne-

cessárias para a produção de um efeito farmacológico. No entanto, o elemento que vai

definir a possibilidade de haver ou não as interações responsáveis por um efeito biológico

é a estutura química do fármaco, isto é, os grupos funcionais que compõem a droga e a

capacitam para interagir com o sítio ativo da macromolécula alvo.

Figura 1.2 – Representação do sítio ativo de uma macromolécula.

Fonte: Rafael Guido et al. [3], 2008

Para o desenvolvimento de novos fármacos é necessária uma descrição a nível micros-

cópico das interações existentes entre o receptor e o ligante. Nesta abordagem, a qualidade

de um bom protótipo (candidato à fármaco) está diretamente relacionada com a natureza

e intensidade das interações do mesmo com o sítio ativo da proteína alvo. Por sua vez,

a interação de um fármaco com o seu alvo de ação no sistema biológico ocorre durante

a chamada fase farmacodinâmica e são determinadas por meio de forças intermoleculares
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tais como: interações hidrofóbicas, polares, eletrostáticas e estéricas [4].

Quando o fármaco se encaixa no sítio ativo do receptor, as forças de interação entre a

droga e seu alvo são fortes o bastante para prender a droga por um certo tempo, até que

ocorra o efeito biológico no alvo, porém devem ser fracas o suficiente para permitir que a

droga se separe do alvo após a ocorrência do efeito. Porém, algumas drogas reagem com

o sítio ativo do receptor tornando-se permanentemente ligadas a ele através de ligações

covalentes, as quais possuem intensidade de 200-400 KJ/mol. No entanto, a maioria das

drogas interagem através de forças de intensidade fraca denominadas ligações intermole-

culares. A quantidade e o tipo de ligações intermoleculares dependem da estrutura e dos

grupos funcionais presentes na região de interação do ligante com o receptor. Dentre as

diversas ligações e interações intermoleculares, pode-se citar: ligações eletrostáticas ou

iônicas, que são as mais fortes de todas e possuem intensidade em torno de 20-40 KJ/mol,

elas são formadas entre grupos que possuem cargas opostas; pontes de hidrogênio, que

são formadas entre um heteroátomo (que pode ser O ou N) elétron-excedente e um hi-

drogênio elétron-deficiente, e em interações do tipo ligante-receptor sua intensidade varia

de 16 a 60 KJ/mol; interações de van er Waals, que são muito fracas (intensidade típica

de 2-4 KJ/mol), são exibidas entre regiões hidrofóbicas de diferentes moléculas; intera-

ções dipolo-dipolo e íon-dipolo, as quais são uma forma fraca de interações eletrostáticas;

interações repulsivas, que ocorrem quando duas moléculas se aproximam muito entre si,

originando então um overlap de seus orbitais moleculares, e também pode ocorrer quando

dois grupos de cargas idênticas se repelem [1].

Em muitos sistemas biológicos as interações que envolvem reconhecimento molecular

receptor-ligante são bastante específicas para cada molécula. O biólogo Paul Erlich foi

um dos pioneiros em propor que certas biomoléculas deveriam ter uma forma geométrica

perfeita que permitisse ligá-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 ligação. Neste caso, o receptor é uma proteína chamada strepevidina

e o ligante é uma molécula conhecida como biotina, dos quais a energia de ligação possui

em torno de 88 KJ/Mol. Este representa um típico exemplo de interação "fechadura
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e chave" desenvolvida naturalmente como um mecanismo de forte ligação não-covalente

entre biomoléculas, tais como ligante-receptor [5].

Figura 1.3 – Ilustração esquemática da interação do tipo "fechadura e chave" entre o ligante biotina e
a proteína receptora strepevidina, de quem a energia de ligação é de 88 KJ/Mol.

Fonte: Jacob Israelachvili [5], 1991

1.2 Tuberculose

A Tuberculose (TB) é uma doença infecciosa que normalmente ataca o sistema respi-

ratório inferior, apesar de também afetar outras partes do corpo. O agente causador da

TB é uma bactéria aeróbia do tipo bacilus chamada Mycobcterium Tuberculosis (MT),

a qual foi isolada pela primeira vez em 1882 pelo médico alemão Robert Koch [6]. Esta

doença contagiosa pode ser transmitida através do ar e atualmente encontra-se entre as

doenças tratáveis mais mortais do mundo.
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A TB é uma doença que tem afetado a humanidade a muitos séculos e continua

sendo uma patogênese com considerável impacto na saúde pública, contribuindo inclusive

com implicações de cunho econômico, o que pode ser verificado através de um plano

internacional para a eliminação da TB, eleborado pela OMS em 2010, que aponta a

necesidade de investir em torno de US$ 47 bilhões na implementação de programas de

erradicação da TB nos países que se encontram em situação alarmante, além de mais US$

9 bilhões para a pesquisa e desenvolvimento de novos diagnósticos e tratamentos da TB

[7]. O Brasil ocupa o 14º lugar na lista dos 22 países que apresentam elevado número de

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

De acordo com a OMS, em 2006 o contágio de TB resultou em 1,7 milhões de mortes

em todo o mundo, além de terem sidos detectados 9,2 milhões de novos casos. As regiões

mais afetadas com a doença são o suldeste da Àsia, que em 2005 correspondia a 34 % de

novos casos de TB, e a Àfrica, a qual em 2005 representava aproximadamente o dobro

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

O Brasil ocupa o 15º lugar entre os 22 países responsáveis por 80% do total de casos de

tuberculose no mundo. Estima-se uma prevalência de 50 milhões de infectados com cerca

de 111.000 casos novos e 6.000 óbitos, ocorrendo anualmente. Segundo dados do Sistema

de Informação de Agravos de Notificação (SINAN/MS) em 2001, foram notificados 81.432

casos novos correspondendo a um coeficiente de incidência de 47,2 para cada 100.000

habitantes [8]. No estado de Alagoas, a taxa de incidência (por 100 mil hab.) em 2003 foi

de 41,6 casos, enquanto que a co-infecção TB/HIV foi de 1,9% nos municípios prioritários

[9].

O contínuo crescimento nas estatísticas de incidência da TB podem ser vistos como

o resultado combinado de dois fatores recorrentes na literatura científica, são estes: o

surgimento de cepas de MT resistentes aos antibióticos e a incidência da TB na presença

de infecção do HIV (Human Immunodeficiency Virus). A ocorrência destes fatores faz

com que a falha no processo de cura da TB seja muito provável, principalmente nos

países em que faltam estruturas organizacionais necessárias para oferecer o longo e custoso
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tratamento adaptado aos pacientes [10], pois a falta de tratamento adequado favorece

o aparecimento de formas resistentes do MT às substâncias tuberculostáticas, valendo

ressaltar que cerca de 70% a 90 % da mortalidade de pacientes HIV-positivos se deve à

co-infecção da TB com o vírus HIV [11].

A TB pode ser eficientemente tratada através de quimioterapia, que é baseada na

administração combinada de quatro principais antibióticos: Isoniazida, Rifampicina, Pi-

razinamida e Etambutol. Estes quatro agentes anti-TB são considerados como drogas

de primeira linha no combate à TB, visto que sua ação bactericida está aliada com um

elevado grau de eficácia 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 ácido isonicotínico, a INH é o mais eficiente

bactericida contra o bacilus MT. Sintetizada pela primeira vez em 1912 [13], ela têm sido

utilizada como o medicamento de primeira linha no tratamento da TB desde 1952 [14; 15].

A INH é uma pró-droga que deve ser ativada in vivo pela catálise-peroxidase codificada

por KatG [16; 17], a qual acopla o ácido isonicotínico com o composto orgânico molecular

NADH, formando assim o complexo isonicotínico acyl-NADH, comumente chamado de

INADH [18]. O NADH é a forma reduzida da co-enzima NAD (Nicotinamida Adenina

Dinucleotídeo), a qual está presente nas células de todos os seres vivos e desempenha

importante papel como transportador de elétrons nas reações metabólicas de oxi-redução

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

Em 1994, Banerjee et al. identificaram a enzima inhA como sendo o alvo de ação do

aduto INADH [20]. A inhA é a única enzima enoil-ACP (Acyl Carrier Protein) redutase

do MT e está diretamente envolvida na biossíntese das longas cadeias de ácidos graxos que

formam os ácidos micólicos, os quais são os pricipais componentes da parede celular da
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Figura 1.4 – Esquema do processo de ativação da INH através da catálise-peroxidase KatG, resultando
no complexo INADH, que é o agente inibidor da síntese de ácido micólico.

Fonte:Wahab et al. [18],2008

micobactéria. O composto INADH se liga fortemente à proteína inhA bloqueando assim

a biossíntese dos ácidos graxos, e consequentemente a síntese de ácidos micólicos, o que

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

Embora a INH seja um eficiente inibidor da redutase inhA, nos últimos anos vêm sur-

gindo cepas do MT resistentes à sua ação antimicobacteriana. A multi-resistência da TB

a pelo menos dois antibióticos 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 resistência chamada XDR-TB (Extensively Drug-Resistant

Tuberculosis) que é definida como a resistência de cepas à Isoniazida e Rifampicina, além

de pelo menos três dos seis principais fármacos de segunda linha [12].

Estudos recentes mostram que a maioria da resistência dos agentes anti-TB se deve às

mutações na enzima KatG [23], e juntamente com mutações na proteína inhA corresponde

a cerca de 80 % dos casos em que os organismos adquirem resistência clínica [24–28]. No
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caso em que ocorre mutação na enzima KatG, a resitência está relacionada à produção de

formas inativas da enzima, assim como à diminuição da ativação da pró-droga. No entanto,

quando a inhA sofre mudanças em sua região ativa, bem como uma única mudança de

aminoácidos em sua base, as ligações entre a enzima e a região do cofator do INADH, que

neste caso é o NADH, são afetadas [22; 23; 26], reduzindo assim a afinidade entre ambos

e por conseguinte, resultando na resistência da micobactéria à INH.

A necessidade de elucidar os mecanismos de resistência aos fármacos tuberculostáticos

é uma tendência que têm 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 vêm surgido como uma eficiente ferramenta para a

análise e entendimento, a nível atômico e molecular, dos mecanismos de ação dos fármacos,

bem como das interações entre os alvos de ação e os ligantes com potencial farmacológico.

Muitas informações sobre o mecanismo de ação da INH acoplada à 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 compreensão dos

mecanismos de ação da INH, Rozwarski et al. [22] estudou a relação entre a capacidade

do composto NADH se ligar no sítio ativo da inhA e a habilidade de a proteína inhA ser

inibida pela forma ativa da isoniazida. A partir dos estudos da estrutura cristalizada da

proteína inhA inibida pela INH, foi constatado que a localização e orientação do grupo

acyl isonicotínico (a INH) sugeriam uma região de ligação específica para o grupo INH.

Além disso, através da comparação 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 proteína

não sofreu mutação em sua base enzimática, sendo a única diferença signicativa uma

rotação de 90° na cadeia lateral do aminoácido Phe149, favorecendo assim uma interação

do tipo 𝜋−𝜋 com o anel piridínico do grupo acyl isonicotínico. Também, constatou-se que

o arranjo estrutural do INADH proporcionou um aumento na afinidade com o alvo, em

relação ao NADH isolado. Por outro lado, mutações (tais como S94A) provocam aumento

na afinidade da proteína alvo com o NADH, por outro lado diminuem a afinidadade do

alvo com o grupo acyl isonicotínico 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

transdução de energia e processos biossintéticos [19]. Um dos adutos INADP, o isômero

acíclico 4R, inibe a enzima diidrofolato redutase (DHFR) [31]. A DHFR inibe a síntese

de ácidos nucléicos [32], fundamentais para a o controle celular, visto que contêm a infor-

mação genética. A enzima DHFR do MT é codificada pelo gene dfrA e possui afinidade

subnanomolar comparável à afinidade do INADH com a inhA (ambas proteínas possuem

MIC3 de 0,06 𝜇g/ml) [33], além de ser sensível à inibição por uma gama de antibióticos

em procarióticos, e quimioterápicos de câncer em humanos [34; 35].

Em 2006, Argyrou et al., baseados no fato de que vários derivados de deazapteridinas

(os 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 isômero

acíclico 4R do INADP (4R-INADP) é um bisubstrato subnanomolar capaz de inibir a

enzima DHFR do MT [31]. De acordo com dados cristalográficos, a dfrA se caracteriza

por possuir 2 subsítios [37], sendo um deles estendido por toda a superfície da proteína,

e o outro sítio, o qual confirma que o 4R-INADP é um bisubstrato inibidor, é formado

por uma cavidade lipofílica em torno, principalmente, do grupo isonicotínico derivado da

isoniazida.

Apesar das observações a respeito da DHFR apontarem no sentido de que esta proteína

seja um provável alvo da isoniazida, em 2010, Wang et al. [38] publicaram um estudo

que refuta a hipótese de que a DHFR (com qualquer aduto INADP ligado a ela) seja um

alvo biologicamente relevante, pois de acordo com análises de espectroscopia de massa da

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

3MIC (Minimum Inhibitory Concentration) é a concentração mínima de antibiótico necessária para
inibir o crescimento de microorganismos isolados.
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lado, este mesmo estudo foi confirmado que a dfrA não confere qualquer resistência à

isoniazida [39].
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Capítulo 2

Metodologia

A aplicação de métodos computacionais no estudo e no planejamento de compostos

bioativos tem se tornado uma prática rotineira nos dias atuais [40]. No entanto, vale

ressaltar que o processo de desenvolvimento de novos compostos bioativos não é subsidi-

ado somente por programas computacionais, pois dada a complexidade deste processo, é

necessário o envolvimento e o apoio de um conjunto multidiciplinar de estudos teóricos,

computacionais e experimentais, ou seja, os métodos computacionais são obrigatoriamente

meios sistemáticos de otimizar e facilitar o processo de desenvolvimento de novas moléculas

bioativas, aliados às trocas de informações geradas experimentalmente. Nese sentido, os

métodos computacionais são eficientes ferramentas no planejamento de fármacos baseado

nas hipóteses racionais do mecanismo de ação destes compostos [41].

Como visto na introdução deste trabalho, a atividade biológica dos ligantes bioativos

está diretamente relacionada com as interações específicas, como interações eletrostáticas,

ligações de hidrogênio e forças de van der Waals, que são estabelecidas entre a estrutura

da biomolécula e a macromolécula alvo, e também contribuem para a energia de interação

deste tipo de sistema. Dito isto, a modelagem molecular é capaz de fornecer informações

detalhadas das interações intra e intermoleculares ocorrentes nos mais diversos sistemas

moleculares, descrevendo inclusive as reações químicas e propriedades físicas envolvidas no

processo das interações de tais sistemas. Portanto, no presente capítulo serão abordados
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os métodos de modelagem computacional que são amplamente utilizados no estudo e

desenvolvimento de fármacos, enfatizando a base teórica dos métodos empregados nos

cálculos dos sistemas moleculares propostos nesta dissertação.

2.1 Modelagem Molecular no design de novas drogas

Modelagem molecular é um termo referente ao uso de técnicas computacionais e teóri-

cas utilizadas para mimetizar o comportamento de moléculas e sistemas moleculares [42].

As diversas técnicas de modelagem molecular são amplamente usadas em áreas como a

química, biologia, farmacologia e ciência dos materiais [43]. Na maioria dessas áreas são

empregados os métodos teóricos de minimização de energia, dinâmica molecular, simula-

ção Monte Carlo e análise conformacional. Estes métodos têm como objetivo entender e

prever estruturas moleculares, propriedades do estado de transição e equilíbrio de reações,

propriedades termodinâmicas, entre outros.

No contexto da indústria farmacêutica, a modelagem molecular se destaca como uma

indispensável ferramenta que auxilia não apenas na descoberta de novas drogas, mas

também na otimização de estuturas moleculares previamente identificadas. O avanço de

recursos computacionais, o que compreende a modernização da tecnologia de Hardwa-

res e Softwares, bem como o avanço da biologia molecular e das técnicas experimentais

para identificação, isolamento e preparação de proteínas, proporcionou uma acentuada

expansão da modelagem molecular aplicada ao desenvolvimento de fármacos.

O processo de descoberta de novos fármacos requer uma gama de propriedades im-

portantes para a descrição das interações correntes entre o ligante (droga) e o receptor

(substrato), e neste ensejo a modelagem molecular é capaz de fornecer informações bas-

tante específicas de uma molécula, tais como: energia, potencial eletrostáticos, orbitais

de fronteira HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) e LUMO (Lowest Unoccupied

Molecular Orbital), etc. A modelagem molecular também possibilita a visualização tridi-

mensional de um sistema ligante-receptor, viabilizando então o planejamento teórico de

Instituto de Física - UFAL



2.2. Mecânica Molecular 31

moléculas que satisfaçam as propriedades eletrônicas e estruturais necessárias para uma

adequada acoplagem do fármaco no sítio ativo do substrato [44].

Em suma, um programa de modelagem molecular permite a representação, visua-

lização, manipulação e determinação de parâmetros geométricos e eletrônicos de uma

molécula isolada, além de realizar estudos em macro-moléculas (proteínas, enzimas) e

complexo ligante-receptor, sendo que dentre os diversos métodos desenvolvidos para a

modelagem molecular, a Mecânica Molecular e os Métodos Semi-Empíricos são os mais

utilizados para a obtenção das propriedades eletrônicas e moleculares de fármacos.

2.2 Mecânica Molecular

Na Mecânica Molecular (MM), as equações utilizadas seguem leis da física clássica e

são aplicadas aos núceos atômicos, sem a consideração do elétrons. A idéia fundamental

para essas considerações está baseada na aproximação de Born-Oppenheimer, a qual con-

sidera que os núcleos possuem massa muito maior do que os elétrons, o que resulta no fato

de que os movimentos nuclear e eletrônico podem ser desacoplados, onde o núcleo se move

mais lentamente do que a nuvem eletrônica, e o movimento destes ajusta-se quase que

simultameneamente ao movimento nuclear. Essencialmente, as moléculas são tratadas

como uma séries de esferas (os átomos) conectados à molas (ligações). Desta forma, as

equações derivadas da mecânica clássica são usadas para calcular as diferentes interações

e energias (campos de força) resutantes dos comprimentos e ângulos de ligação, ângulos

de torção, interação de van der Waals, etc. Estes cálculos necessitam de informações ou

parâmetros que possam descrever as interações entre diferentes conjuntos de átomos [44].

Os cálculos de MM são mais rápidos e computacionalmente menos custoso do que os

cálculos de Mecânica Quântica. No entanto, não podem calcular propriedades eletrônicas

de moléculas, visto que os elétrons não são inclusos nestes tipos de cálculos. Sendo assim,

a MM é muito eficiente para os seguintes cálculos: minimização de energia, identificação

de conformações estáveis, cálculo de energia para conformações específicas e estudo de
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movimento molecular [1].

As energias calculadas pela MM não possuem significado como quantidades absolu-

tas, porém possuem muita utilidade quando utiliza-se de comparações entre diferentes

conformações da mesma molécula. A equação para a energia total de um dado sistema

em estudo (potencias de interação) juntamente com os dados (parâmetros) necessários

para descrever o comportamento de diferentes tipos de átomos e ligações, é chamado de

campo de força [45]. Deste modo, a minimização de energia, ou otimização geométrica,

está diretamente relacionada ao tipo de campo de força utilizado em tal processo. O MM

(MM2 e versões posteriores) [46–50] e AMBER [51] são alguns exemplos do diversos tipos

disponíveis de campo de força.

2.2.1 Campo de força CVFF

O campo de força CVFF (consistent-valence forcefield) é uma campo de força de va-

lência generalizada [52] que fornece parâmetros para aminoácidos, água e diversos grupos

químicos funcionais. A equação 2.1 mostra a forma analítica para a energia potencial

usada neste campo de força.

𝐸𝑝𝑜𝑡 =
∑︁
1
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(2.1)

Onde os parâmetros da equação são:

- 𝐷𝑏 é a constante relacionada à variação da energia de ligação entre dois átomos.

- 𝐻𝜃 é a constante relacionada à energia decorrente da variação do ângulo definido
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entre três átomos.

- 𝐻𝜑 é a constante relacionada à energia dependente da variação do ângulo diedral

(que é o ângulo definido entre três átomos fixos em um plano perependicular ao plano de

rotação de um quarto átomo).

- 𝐻𝜒 é a constante associada à variação de energia decorrente de variações das inte-

rações atômicas fora do plano.

- 𝑏0 é a distância de equilíbrio da ligação entre dois átomos.

- 𝜃0 é o ângulo de equilíbrio entre duas ligações químicas.

- 𝑛 é o número de mínimos decorrentes da variação do ângulo diedral.

- 𝜑 é o ângulo diedral definido para a ligação central entre uma seqüência de quatro

átomos.

- 𝜒 é a variável relacionada às interações fora do plano.

- 𝜀 é a polarizabilidade dos átomos.

- 𝑞𝑖𝑒𝑞𝑗 são as cargas atômicas dos sítios 𝑖 e 𝑗, respectivamente.

Do primeiro ao quarto termo do lado direito da equação 2.1 são representadas as ener-

gias de deformação dos comprimentos de ligação, ângulos de ligação, ângulos de torção e

interações fora do plano, respectivamente. O primeiro termo, correspondente ao poten-

cial de Morse, descreve o estiramento das ligações. Já os termos de 5 a 9 representam

acoplamentos entre deformações de coordenadas internas. Tais termos são necessários

para aumentar a precisão na reprodução de propriedades experimentais de freqüências

vibracionais e as propriedades dinâmicas das moléculas em geral. Finalmente, o termo 10

se refere às interações de van der Waals (com um termo de Lennard-Jones), enquanto que

o termo 11 representa o potencial de Coulomb, que descreve as interações eletrostáticas.

A figura 2.1 mostra a representação de cada termo da equação 2.1, os quais descre-

vem as variações nas interações interatômicas nas moléculas, assim como as interações

intermoleculares.

Instituto de Física - UFAL



2.3. Métodos Baseados em Mecânica Quântica 34

Figura 2.1: Ilustração dos termos da equação 2.1.

Fonte: Retirada do site www.quimica.urv.es

2.3 Métodos Baseados em Mecânica Quântica

Em 1931, os cientistas Michael Polanye (1891-1976) e Henry Eyring (1901-1981) pu-

blicaram um importante trabalho cujo objetivo era descrever e construir superfícies de

energia potencial através da combinação de resultados teóricos e experimentais, dando

origem ao nome semi-empírico para métodos com esse tipo de abordagem. Os métodos
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semi-empíricos foram desenvolvidos visando reduzir o tempo gasto na obtenção de propri-

edades eletrônicas que exigem certo esforço computacional, assim como diminuir o tempo

gasto no tratamento de sistemas moleculares com grande quantidade de átomos [2]. Sendo

assim, os métodos semi-empíricos são capazes de calcular propriedades eletrônicas que di-

ficilmente seriam tratados por métodos ab initio (os quais se baseiam integralmente em

primeiros princípios), além de serem considerados mais rápidos do que cálculos realizados

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

De forma geral, pode-se afirmar que os métodos semi-empíricos são baseados no mesmo

formalismo ab initio, e o seu principal objetivo é resolver as equações de Hartree-Fock-

Roothaan, de forma auto-consistente e utilizando-se de parâmetros obtidos por ajuste

numérico, ou derivados de dados experimentais. Normalmente é utilizado um conjunto de

base mínima de valência formado por funções do tipo Slater, STOs (Slater Type Orbitals),

além de também ser utilizada a teoria de orbitais moleculares, a partir da combinação

linear de orbitais atômicos.

Os métodos semi-empŕicos mais atuais são AM1 (Austin Model 1) [53] e PM3 (Pa-

rametric Method 3) [54] que estão contidos em diversos pacotes computacionais. Estes

tipos de métodos são recomendados principalmente para os seguintes cálculos: energias

e coeficientes de orbitais moleculares, calor de formação para conformações específicas,

cargas atômicas parciais obtidas de coeficientes de orbitais moleculares, potenciais ele-

trostáticos, momentos de dipolo, geometria e energia de estados de transição e energias

de dissociação de ligações [1]. Os métodos semi-empíricos podem ser empregados prefe-

rencialmente nas situações em que são exigidos: cálculos de um número muito grande de

moléculas pequenas (como no caso de estudo de efeitos de substituintes para o projeto

de fármacos); inúmeros e repetidos cálculos de um mesmo sistema (como em simulações

Monte Carlo ou de Dinâmica Molecular); cálculos de moléculas grandes.

As diversas aproximações semi-empíricas permitem evitar o cálculo de um grande

número de integrais, possibilitando então a aplicação destes métodos a sistemas com

grande número de átomos, que é o caso do presente estudo, onde são considerados sistemas
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macromoleculares de proteínas co-cristalizadas com moléculas candidatas à fármacos.

2.3.1 A teoria do funcional da densidade (DFT)

Neste trabalho, os cálculos de energia foram efetuados utilizando-se o método DFT

(Density Functional Theory). Este método é baseado na resolução da equação de Schrö-

dinger para um sistema de 𝑁 elétrons, escrita em termos da densidade eletrônica total

𝜌(𝑟) em um determinado ponto 𝑟 no espaço [55; 56]. Deste modo, o método DFT é uma

alternativa para resolver problemas de muitos corpos, onde a equação de Schrödinger de

𝑁 elétrons com a função de onda com 4𝑁 coordenadas (3𝑁 espaciais e 𝑁 de spin) pode ser

escrita como uma equação da densidade eletrônica com apenas três coordenadas espaciais.

A solução exata para tal equação foi dada em 1964 por Hohenberg e Kohn [57], sendo que

sua aplicabilidade a cálculos de estrutura eletrônica de moléculas e sólidos sofreu grandes

avanços 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 eletrônico é dita como sendo um funcional da densidade eletrônica e é denotada

por 𝐸[𝜌], de modo que para uma dada função 𝜌(𝑟) existe uma energia correspondente

[60; 61]. Outra noção usual considerada por Konh e Sham na aproximação DFT é a

introdução de elétrons fictícios não interagentes com a mesma densidade que os elétrons

interagentes verdadeiros [62].

Considerando um sistema no qual elétrons emparelhados são descritos por um mesmo

orbital espacial, Konh e Sham demonstraram que a energia eletrônica 𝐸 do estado fun-

damental de um sistema de 𝑁 elétrons é dada por:

𝐸[𝜌] = −
𝑁∑︁
𝑖=1

∫︁
𝜓*
𝑖 (𝑟1)∇2

1𝜓𝑖(𝑟1)𝑑𝑟1 −
𝑁∑︁
𝐼=1

𝑍𝐼

𝑟𝐼1
𝜌(𝑟1)𝑑𝑟1

+
1

2

∫︁
𝜌(𝑟1)𝜌(𝑟2)

𝑟12
𝑑𝑟1𝑑𝑟2 + 𝐸𝑋𝐶 [𝜌] (2.2)

onde o as funções dos orbitais espaciais para cada elétron 𝜓𝑖 é a solução para a equação
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2.2 e são chamadas de orbitais de Konh-Sham. A densidade eletrônica exata do estado

fundamental, que é dada por 2.3, considera a soma sobre todos os orbitais de Konh-Sham

ocupados, sendo que à medida em que estes orbitais são calculados, 𝜌 é conhecida.

𝜌(�⃗�) =
𝑛∑︁

𝑖=1

|𝜓𝑖(�⃗�)|2 (2.3)

O primeiro termo do lado direito da equação 2.2 representa a energia cinética dos elé-

trons, enquanto que o segundo representa a atração elétron-núcleo, sendo que o somatório

é feito sobre todos os núcleos com índice 𝐼 e número atômico 𝑍𝐼 . Já o terceiro membro da

equação representa a interação de Coulomb entre a distribuição de carga total (somada

sobre todos os orbitais de konh-Sham) em 𝑟1 𝑟2. O último termo, 𝐸𝑋𝐶 , se refere à energia

de exchange-correlation (correlação e troca) do sistema, a qual também é um funcional de

densidade e leva em conta todas as interações elétron-elétron não-clássicas. Vale ressaltar

que como a forma analítica exata deste termo não é conhecida, normalmente são usadas

expressõe aproximadas para descrevê-lo.

Aplicando-se o princípio variacional para a minimização da energia eletrônica 𝐸[𝜌],

os orbitais de Konh-Sham são encontrados através da seguinte equação:

{︃
− ~2

2𝑚𝑒

∇2
1 − 𝑗0

𝑁∑︁
𝐼=1

𝑍𝐼

𝑟𝐼1
+ 𝑗0

∫︁
𝜌(𝑟2)

𝑟12
𝑑𝑟2 + 𝑉𝑋𝐶 [𝑟1]

}︃
𝜓𝑖(𝑟1) = 𝜀𝑖𝜓𝑖(𝑟1) (2.4)

onde 𝜀𝑖 são as energias dos orbitais de Konh-Sham e 𝑉𝑋𝐶 [𝜌] =
𝛿𝐸𝑋𝐶 [𝜌]
𝛿𝜌(�⃗�)

é um funcional

derivado da energia de correlação e troca, e é um potencial local chamado de potencial

de exchange-correlation (troca e correlação).

As equações de Konh-Sham são formalmente exatas, apesar de também possuírem

a forma da equações de campo-auto-consistente de Hartree, as quais são aproximadas.

O potencial auto-consistente que age sobre os elétrons da equação 2.4 é dado pela soma

do potencial externo, do potencial de Hartree e do potencial de correlação e troca. Sob

a ação deste potencial auto-consistente, os elétrons não-interagentes adquirem a mesma

densidade dos elétrons interagentes verdadeiros. Deste modo, após a resolução da equação
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2.4, a densidade eletrônica é calculada através da equação 2.3 e a energia do estado

fundamental (dos elétrons interagentes verdadeiros) finalmente é calculada por meio da

equação 2.2.

2.3.2 A aproximação LDA (Local Density Approximation)

A forma exata do funcional da energia de correlação e troca 𝐸𝑋𝐶 [𝜌] não é conhecida,

sendo necessário recorrer a aproximações. Uma destas aproximações, dentre outras apro-

ximações propostas na literatura [63–66], a LDA (Local Density Approximation) que foi a

primeira a ser introduzida [62], assume que a anergia de correlação e troca de um elétron

em um ponto 𝑟 depende unicamente da densidade daquele ponto, em vez da densidade de

todos os pontos no espaço. Nesta aproximação o funcional de correlação e troca é dado

por:

𝐸𝑋𝐶 =

∫︁
[𝜌(�⃗�)]𝜀𝑋𝐶 [𝜌(�⃗�)]𝑑�⃗� (2.5)

onde 𝜀𝑋𝐶 [𝜌(�⃗�)] é a energia de correlação e troca por elétron em um gás homogêneo de

elétrons de densidade 𝜌 = 𝜌(�⃗�).

Apesar da equação 2.5 ser claramente uma aproximação, visto que em moléculas

reais as cargas eletrônicas e as cargas positivas não são distribuídas uniformemente, o

uso da aproximação é bastante preciso para o cálculo de propriedades estruturais, sendo

que conforme a densidade eletrônica no sistema é variada, ou o número de moléculas é

aumentado, o nível de acurácia desta aproximação diminui. No entanto, nos cálculos

de energia realizados neste trabalho, foi utilizado esta aproximação para o funcional de

energia de correlação e troca.

Instituto de Física - UFAL



2.4. MFCC 39

2.4 MFCC

O método MFCC (Molecular Fragmentation with Conjugate Caps) é uma aproxima-

ção de escala linear capaz de fornecer cálculos quantitativos e eficientes da energia de

interação de proteínas com compostos moleculares através de métodos quânticos mais

sofisticados (como o DFT), os quais exigiriam alto custo computacional para sistemas

macromoleculares (da ordem de milhares de átomos). A idéia principal é dividir a energia

de interação de pequenas moléculas com macromoléculas (como uma proteína, por exem-

plo), em somas individuais de interação que podem ser facilmente calculadas por métodos

quânticos [67]. Visto que este método se baseia nas propriedades locais de interação,

considerando que a energia de perturbação numa área é geralmente localizada dentro de

sua vizinhança e decai rapidamente fora dela [68; 69], a proteína é fragmentada a partir

da quebra das ligações peptídicas, onde somente o aminoácido de interesse é considerado

para o cálculo de energia, e no lugar em que a quebra das ligações é feita, com o intuito

de simular o ambiente protéico, são colocados os aminoácidos vizinhos da direita e da

esquerda (da cadeia peptídica), os quais são chamados de "capas"(ou caps, em inglês).

Através da equação 2.6 calcula-se a energia de interação 𝐸(𝐿−𝑅𝑖) entre o ligante 𝐿

e um resíduo 𝑅𝑖. A expressão 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(𝐿−𝑅𝑖) = 𝐸(𝐿−𝐶𝑅𝑖𝐶*) − 𝐸(𝐶𝑅𝑖𝐶*) − 𝐸(𝐿−𝐶𝐶*) + 𝐸(𝐶𝐶*) (2.6)

O primeiro termo do lado direito da equação 2.6 se refere à energia de interação entre

o ligante e o resíduo (ou aminoácido) de interesse acoplado com seus respectivos caps, o

segundo termo representa somente a interação do resíduo de interesse com seus caps, o

terceiro termo representa a energia do ligante com os caps e o quarto termo representa

apenas a energia de interação dos caps. A figura 2.2 mostra de forma pictórica o esquema

dos cálculos de energia através do uso da aproximação MFCC.
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Figura 2.2: Esquema utilizado pelo método MFCC para o cálculo da energia de interação entre um
resíduo 𝑅𝑖 de uma proteína 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 são os aminoácidos vizinhos da cadeia peptídica.

Fonte: Autora , 2012

De um modo geral, através do MFCC o problema de se calcular a energia entre o

ligante e a proteína se resume a cálculos individuais da energia de interação do ligante

com cada aminoácido componente da proteína em questão, acoplado com seus caps, o

que diminui consideravelmente o tamanho do sistema a ser estudado. Desta forma, nor-

malmente cada cálculo possui um número pequeno de átomos, possibilitando o uso de

métodos quânticos com maior precisão. Neste caso, o uso do método DFT é bastante fa-

vorável, sendo então utilizado nos cálculos realizados para os sistemas considerados nesta

dissertação.
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Capítulo 3

A ligação do aduto INADH da

Isoniazida ao sítio ativo da redutase

inhA do Mycobacterium Tuberculosis

Neste capítulo serão mostrados os resultados referentes aos cálculos de energia do

sistema biomolecular composto pela molécula INADH dentro do sítio de ligação da pro-

teína nativa inhA. Como já visto no capítulo 1 desta dissertação, inhA é o gene que está

envolvido no processo de biossíntese do ácido micólico que forma a parede celular da mi-

cobactéria causadora da Tuberculose, o Mycobacterium Tuberculosis (MT). Por sua vez,

o composto orgânico INADH inibe o processo de produção de ácidos micólicos, causando

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

A molécula INADH é o complexo orgânico derivado da pró-droga Isoniazida (INH).

Através do processo de catálise-peroxidase, mediado pela proteína katG, o composto or-

gânico NADH é ligado covalentemente à pró-droga INH, dando origem ao fármaco 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 formação do INADH ocorre no inte-

rior do sítio ativo da proteína inhA, que é uma enzima enoil-ACP (Acyl carrier protein)

redutase que age como um catalisador na principal reação do processo de biossíntese de
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ácidos-graxos. Este tipo de enzima também é responsável pela regulagem do ciclo de

alongamento de ácidos graxos.

Apesar da INH ser o fármaco base na quimioterapia da TB e ser um eficiente inibidor

da inhA, nota-se que a mutação enzimática próximo do sítio ativo da proteína alvo, como

por exemplo, a troca do aminoácido serina pelo aminoácido alanina na posição 94 (S94A),

conferem resistência do alvo à INH [22]. No entanto, mesmo que as mutações no gene inhA

possibilitem a ocorrência de resistência do alvo à INH, a proteína inhA continua sendo um

alvo promissor em estudos para o desenvolvimento racional de fármacos antituberculares.

Desta forma, este trabalho empenha-se no objetivo de fornecer o perfil energético das

interações características da INH ativada com a proteína alvo inhA, em uma tentativa de

compreender as causas moleculares para o problema da resistência deste alvo ao fármaco

INH. Através do uso de um conjunto de métodos teóricos-computacionais, foram calcula-

das as energias de interação dos principais aminoácidos do sítio ativo e regiões vizinhas da

enzima inhA. Além do uso do campo de força clássico CVFF (Consistent Valence Forcefi-

eld) para a otimização dos átomos de hidrogênio, também utilizou-se o método quântico

DFT (Density Functional Theory) para a obtenção da energia de interação do ligante

(o qual é o complexo INADH) com o receptor (o qual é a proteína inhA). Os cálculos

de energia via DFT foram implementados no modelo aproximativo MFCC (Molecular

Fractionation with Conjugate Caps). Os detalhes dos cálculos e os resultados obtidos são

apresentados nas seções subsequentes.

3.1 Detalhes da Metodologia

O estudo do perfil energético das interações, entre fármaco e bioreceptor, foi realizado

partindo da estrutura da proteína alvo inhA co-cristalizada com o ligante INADH. O

arquivo PDB com id 1ZID [22], que encontra-se disponível 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 difração de raio-x, com resolução de 2,7 Å, o

cristal da proteína inhA complexada com o fármaco INADH está representado na figura
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3.1.

O arquivo 1ZID não fornece as coordenadas atômicas dos átomos de hidrogênios, visto

que tal cristal foi obtido através de difração de raios-x, que por sua vez não difrata em

átomos leves como os de hidrogênio. Sendo assim, primeiramente foi selecionado um raio

de 20 Å em relação ao centróide do fármaco INADH, isto é, a proteína foi "cortada", sendo

selecionados somente os resíduos dentro do raio de 20 Å. Em seguida, os átomos pesados

como carbono (C), oxigênio (O), nitrogênio (N) e fósforo (P) foram mantidos fixos em

suas respectivas posições atômicas no cristal, e somente os átomos de hidrogênio foram

deixados livres para serem otimizados. Desta forma, a otimização dos hidrogênios foi

realizada utilizando-se o campo de força clássico CVFF (Consistent Valence Forcefield)

[74; 75], que é um campo de força de valência generalizada e fornece parâmetros para

aminoácidos, água e diversos grupos funcionais [52].

Figura 3.1: Estrutura do cristal 1ZID da proteína inhA co-cristalizada com o fármaco INADH, obtido
através de difração de raios-x e com resolução de 2.7 Å. Foram selecionados os resíduos no raio de 20
Å em relação ao centróide do INADH para a otimização dos hidrogênios. A estrutura do ligante está
representada no formato ball and sticks e a proteína está representada no formato de fitas. Os átomos
de hidrogênio foram ocultados para a melhor visualizaçao dos átomos pesados do ligante.

Fonte: Autora, 2012
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Após a otimização dos hidrogênios, foram realizados os cálculos de energia via mé-

todo DFT (Density Functional Density), através do pacote DMOL3 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 aminoácidos do sítio ativo e vizinhanças da proteína inhA. Segundo

com os dados cristalográficos da proteína complexada com o INADH, o sítio ativo possui

23 aminoácidos. Porém, em nossos cálculos além dos 23 aminoácidos do sítio ativo, foram

incluídos alguns aminoácidos próximos ao sítio ativo fornecido pelo cristal, numa região

de até 5 Å em relação aos átomos do ligante, ou que possuiam carga formal diferente de

zero, mas que estavam em regiões mais distantes, ou seja, regiões em um raio maior que

5Å. No total, isto é, aminoácidos do sítio ativo e regiões vizinhas, foram considerados 45

aminoácidos para o cálculo da energia de interação da proteína com o fármaco. Cabe

ressaltar que nos cálculos da energia de interação da proteína com o fármaco, também

foram consideradas as moléculas de água presentes no cristal do sistema macromolecular.

Na figura 3.2 o sítio ativo e vizinhanças são representados pela superfície que envolve a

estrutura do ligante.

As figuras 3.3 e 3.4 mostram explicitamente os aminoácidos representados pela su-

perfície em torno do INADH, e para os quais foi calculada a energia de interação. Na

figura 3.3 são mostrados 22 dos 45 aminoácidos de interesse, e na figura 3.4 são exibidos

23 aminoácidos. Em ambas as figuras, também são exibidas as moléculas de água que

foram consideradas nos cálculos de energia. Tais moléculas foram incluídas nos cálculos

de acordo com sua posição atômica no cristal 1ZID, sendo incorporadas como parte inte-

grante do aminoácido do qual estivesse mais próximo, isto é, as moléculas de água mais

próximas do aminoácido de interesse foram consideradas em todos os cálculos em que tal

aminoácido estivesse presente.

Na figura 3.3 é possível visualizar as cadeias laterais dos aminoácidos que fazem parte

do sítio de ligação da proteína em torno do ligante, nota-se que o grupo acyl isonicotínico

derivado da INH é envolvido por uma espécie de cavidade formada pelos aminoácidos

P193, Y158, W222, E169, D150 e E219. Além disso, o anel aromático da cadeia lateral do
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Figura 3.2: A superfície que envolve o fármaco INADH representa o sítio de ligação da proteína, onde
estão incluídos 45 aminoácidos para os quais foi calculada a energia de interação via método DFT, através
da aproximação MFCC. As sequências peptídicas da proteína inhA também estão nomeadas de acordo
com os seus respectivos tipos, dos quais se destacam as folhas-𝛽 e as 𝛼-hélices.

Fonte: Autora, 2012

Y158 forma uma interação do tipo próton-𝜋 com o anel aromático do INH. A presença de

uma molécula de água próximo ao nitrogênio da purina do INH indica a formação de uma

ligação de hidrogênio nesta região. Já nas proximidades do cofator NADH, a posição da

cadeia lateral do K165 em relação à hidroxila da ribose sugere a formação de um ligação de

hidrogênio deste aminoácido com o fármaco. A presença de outras moléculas de água nessa

região, assim como a posição do aminoácido 148 próximo ao oxigênio da carbonila de uma

das riboses, acarretam na formação de diversas ligações de hidrogênio entre o fármaco e o

sítio ativo da proteína. Nesta mesma região, têm-se uma interação do tipo 𝜋-𝜋 decorrente

do empilhamento do anel aromático do F97 com um anel purínico da adenina. Porém,

além das ligações de ligação de hidrogênio e das interações hidrofóbicas, decorrentes dos

empilhamentos entre anéis aromáticos, também estão presentes as interações de van der

Waals entre o INADH e diversos aminoácidos, tais como A21, A22, P193, I15, e E219.

Na figura 3.4 extão expostos 23 dos 45 aminoácidos que compõem o sítio ativo e

Instituto de Física - UFAL



3.1. Detalhes da Metodologia 46

Figura 3.3: Resíduos para os quais foram realizados os cálculos de energia. Além dos 22 aminoácidos,
do total de 45, também foram consideradas as moléculas de água presentes na estrutura do cristal 1ZID.
Os átomos de hidrogênio, bem como as ligações peptídicas, foram ocultados para uma melhor visualização
dos resíduos.

Fonte: Autora, 2012

regiões vizinhas. Assim como na figura anterior, as coordenadas atômicas, extraídas do

cristal, mostram a formação de uma região de ligação entre o grupo derivado do INH do

fármaco e a proteína, porém, neste caso esta região é composta pelos aminoácidos A191,

G192, F149, M155 e L218. O anel aromático do F149 forma uma interação do tipo 𝜋-𝜋

com o anel puínico do grupo acyl isonicotínico do INH. Da mesma forma, na região do

NADH, o aminoácido F41 também interage com o anel aromático da adenina através de

uma interação do tipo 𝜋-𝜋. No entanto, em contraste com a região relativa ao INH, que

caracteriza-se pela forte ocorrência de interações hidrofóbicas devido ao anel da purina

presente no grupo acyl isonicotínico, a região do cofator NADH apresenta significativa

quantidade de interações não hidrofóbicas, destacando-se nesta região, as interações de

ligação de hidrogênio. Aminoácidos como S20, T196 e I194, formam pontes de hidorgênio
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Figura 3.4: Na presente figura são mostrados os outros resíduos que tiveram suas respectivas energias
calculadas. Além dos 23 aminoácidos, as moléculas de águas incluídas nos cálculos também são exibidas.
Assim como na figura 3.3, os hidrogênios e as ligações peptídicas são ocultados.

Fonte: Autora, 2012

diretamente com a molécula INADH, já aminoácidos como M161, G14 e S94 interagem

com o fármaco através de ligações de hidrogênio intermediadas por moléculas de água

presentes no cristal. Os aminoácidos com grupos carregados em suas cadeias laterais, como

o D234, D261 e D64, apesar de estarem localizados em regiões distantes, com distâncias

da ordem de 6 a 9 Å, interagem com o INADH através de interações eletrostáticas. As

interações do tipo van der Waals são caracterizadas pela presença dos aminoácidos V65,

I122, I16, I95, I194, M147, dentre outros.

Após a definição dos aminoácidos a serem estudados, ou seja, os aminoácidos do sítio

ativo e regiões vizinhas, foi aplicado o método aproximativo MFCC (Molecular Frac-

tionation with Conjugate Caps). Na aproximação feita pelo método MFCC, tal como

descrito anteriormente, a energia de interação entre o ligante INADH e cada um dos 45

aminoácidos do sítio ativo e vizinhança, foi calculada através da soma descrita na seguinte
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equação:

𝐸(𝐿−𝑅𝑖) = 𝐸(𝐿−𝐶𝑅𝑖𝐶*) − 𝐸(𝐶𝑅𝑖𝐶*) − 𝐸(𝐿−𝐶𝐶*) + 𝐸(𝐶𝐶*) (3.1)

Onde o aminoácido de interesse, isto é cada um dos 45 aminoácidos considerados, é

representado po Ri, e as "capas"(caps), que são os aminoácidos vizinhos da esquerda e da

direita, são representadas por C e C*, respectivamente. O primeiro termo do lado direito

da equação 3.1 se refere à energia de interação do ligante L, que neste caso é o INADH,

com o aminoácido de interesse Ri e seus caps C e C*, o segundo termo representa a energia

de interação apenas do aminoácido de interesse Ri com os caps C e C*, já o terceiro termo

da equação é a energia de interação do ligante INADH com os caps C e C*, enquanto que

o último termo refere-se à energia de interação somente dos caps. Vale ressaltar, que nos

cálculos do presente sistema, INADH-inhA, foram considerados somente um cap de cada

lado do resíduo, ou seja, somente o primeiro vizinho da esquerda e o primeiro vizinho da

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

A energia de cada termo da equação 3.1 foi calculado através do método DFT (Den-

sity Functional Thoery), com nível de aproximação LDA (Local Density approximati-

ons) e conjunto de base DNP (Double Numeric Polarized). Os cálculos foram realizados

utilizando-se o módulo DMOL3 através do programa computacional Accelrys Materials

Studio 5.0.

3.2 Resultados

Para sistematizar a análise das interações do ligante com os aminoácidos do sítio

de ligação da inhA, a estrutura do INADH apresenta-se dividida em seis regiões, sendo

estas: i, ii, iii, iv, v e vi. Como é exibido na figura 3.5, o cofator NADH é representado

da região i até a região v, onde os grupos químicos encontram-se distribuídos da seguinte

forma: adenina na região i, ribose da adenina na região ii, pirofosfato na região iii, ribose

da nicotinamida na região iv e nicotinamida na região v. Já o grupo acyl isonicotínico

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

C Ri C* C Ri C*
Ser13 Gly14 Ile15 Gly192 Pro193 Ile194
Ala198 Met199 Ser200 Gly40 Phe41 Asp42
Ser19 Ser20 Ile21 Trp160 Met161 Thr162
Ser20 Ile21 Ala22 Ala15 Tyr158 Asn159
Asp148 Phe149 Asp150 Ala154 Met155 Pro156
Ile15 Ile16 Thr17 Gly14 Ile15 Ile16
His121 Ile122 Ser123 Leu38 Thr39 Gly40
Leu63 Asp64 Val65 Leu217 Leu218 Glu219
Asp64 Val65 Gln66 Ile21 Ala22 Phe23
Ala164 Lys165 Ser166 Ile16 Thr17 Asp18
Gly96 Phe97 Met98 Thr39 Gly40 Phe41
Pro193 Ile194 Arg195 Ile194 Arg195 Thr196
Ser94 Ile95 Gly96 Phe41 Asp42 Arg43
Gly146 Met147 Asp148 Ala260 Asp261 Gly262
Arg195 Thr196 Leu197 Phe149 Asp150 Pro151
Ala190 Ala191 Gly192 Ser117 Lys118 Gly119
Ala191 Gly192 Pro193 Asp42 Arg43 Leu44
Val65 Gln66 Asn67 Leu218 Glu219 Glu220
Glu62 Leu63 Asp64 Thr17 Asp18 Ser19
His93 Ser94 Ile95 Met232 Lys233 Asp234
Gly221 Trp222 Asp223 Leu168 Glu169 Ser170
Ile95 Gly96 Phe97 Lys233 Asp234 Ala235

Met147 Asp148 Phe149 - - -

Fonte: Autora, 2012

As figuras de 3.6 a 3.11 mostram os aminoácidos mais próximos de cada uma das seis

regiões do INADH. Além das menores distâncias entre os resíduos e as regiões específicas

do INADH, outro critério adotado para a seleção dos aminoácidos que aparecem nas

figuras a seguir é a energia de corte, isto é, as figuras de 3.6 a 3.11 exibem os aminoácidos

que possuem energia de interação maior, em módulo, que a energia de corte adotada neste

trabalho, a qual é ± 8 kcal/mol.

A figura 3.6 mostra os aminoácidos mais próximos da região i, sendo encontrados 7

aminoácidos nesta região, dos quais 5 (G14, F41, V65, I95 e I122) são apolares e 2 (D64 e

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

Fonte: Autora, 2012

pilhamento do anel aromático do F41 com um dos anéis purínicos da adenina, formando

assim uma interação do tipo 𝜋-𝜋, o que caracteriza uma interação hidrofóbica nesta região.

A presença dos aminoácidos V65 e I122 também indica a hidrofobicidade desta região,

visto que tais aminoácidos possuem cadeias laterais apolares com substituintes hidrofóbi-

cos. Os resíduos K118 (carregado positivamente) e D64 (carregado negativamente), apesar

de serem aminoácidos polares, não apresentam nenhum tipo de interação eletrostática ou

quimicamente favorável à ligações de hidrogênio, sendo caracterizados principalmente por

interações do tipo de van der Waals. Deste modo, a região i é caracterizada pela presença

de uma cavidade hidrofóbica formada pelos resíduos apolares mais próximos da adenina.

A região ii apresenta 8 aminoácidos mais próximos, sendo 5 apolares (I15, I16, F41,

G14 e I95)e 3 polares (S20, D42 e R43). O R43 (carregado positivamente) e o D42

(carregado negativamente) estão localizados a distâncias superiores a 5 Å apresentando

somente interações de van der Waals. O aminoácidos G14 está localizado de modo que sua
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Figura 3.6: Região i do INADH com os aminoácidos mais próximos, que possuem energia maior (em
módulo) que ± 8 kcal/mol. A região i é constituída pelo grupo químico adenina, e os aminoácidos mais
próximos são os que possuem cadeias laterais apolares, como o F41, o V65 e o I122. Os átomos de
hidrogênio foram ocultados para a melhor visualização dos resíduos.

Fonte: Autora, 2012

cadeia lateral interage com uma das hidroxilas da ribose através de pontes de hidrogênio.

Já o aminoácido I15 interage com uma das hidroxilas da ribose, através de uma ligação

de hidrogênio mediada por uma molécula de água localizada entre o resíduo e a região

ii do INADH. Desta forma, a ribose da adenina confere uma característica hidrofílica à

região ii do INADH.

A região iii, representada na figura 3.8, é composta pelo grupo químico pirofosfato,

que é um ânion do ácido pirofosfórico. Os aminoácidos mais próximos a esta região são:

T196 (polar neutro), S20 (polar neutro), D18 (polar ácido), I16 (apolar), G14 (apolar),

I95 (apolar), M147 (apolar) e I21 (apolar). A presença do pirofosfato favorece a formação

de ligações de hidrogênio, principalmente com aminoácidos que possuem cadeias cadeias
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Figura 3.7: Região ii do INADH com os aminoácidos mais próximos, que possuem energia maior (em
módulo) que ± 8 kcal/mol. Tal região é composta pela ribose da adenina, de quem os aminoácidos mais
próximos, tais como o G14, I15, I16 e I95, possuem radicais químicos apolares. Os átomos de hidrogênio
foram ocultados para a melhor visualização dos resíduos.

Fonte: Autora, 2012

polares eletricamente neutras, e como na região iii são encontrados dois aminoácidos

com esta natureza, existe a possibilidade de haver interações de ligação de hidrogênio

nesta região. Por outro lado, também são encontrados diversos aminoácidos apolares, que

geralmente são hidrofóbicos. Porém, diferente da região i, tais aminoácidos não formam

nem uma espécie de cavidade hidrofóbica. Logo, a região iii apresenta um certo equilíbrio

entre aminoácidos hidrofóbicos e hidrófilos.

A região iv é composta pela ribose da nicotinamida, e os aminoácidos mais próximos

desta região são o I21 , M147, I95, K165 e F149, dos quais o K165 e o M147 são os resíduos

com as menores distâncias em relação a esta região. O único resíduo polar dentre todos

é o K165, o qual possui uma cadeia lateral carregada positivamente e é um aminoácido

hidrófilo. Os aminoácidos apolares (I21, M147, I95 e F149) não viabilizam a formação de
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Figura 3.8: Região iii do INADH com os aminoácidos mais próximos, que possuem energia maior (em
módulo) que ± 8 kcal/mol. Tal região é composta por um pirofosfato. Dentre os resíduos exibidos
na figura, os mais próximos são o I21, o D18, o S20 e o T196, sendo estes dois últimos favoráveis a
interações de ligação de hidrogênio. Os átomos de hidrogênio foram ocultados para a melhor visualização
dos resíduos.

Fonte: Autora, 2012

nenhuma cavidade hidrofóbica, e o resíduo D148 (polar ácido) apresenta sua cadeia lateral

em posição oposta às hidroxilas da ribose inviabilizando possíveis ligações de hidrogênio.

Esta região apresenta uma quantidade maior de moléculas de água, do que as regiões

analisadas anteriormente, fato que pode ser explicado pela presença das duas hidroxilas

da ribose e dos aminoácidos polares carregados.

Composta pela nicotinamida do INADH, a região v destaca-se pela quantidade de

resíduos próximos a mesma, sendo um total de 16 aminoácidos, dos quais 7 são apolares

(I21, M147, A191, F149, P193, M199 e I194), 1 é polar neutro (T196), 5 são polares ácidos

(D148, D150, D234, E169 e E219) e 3 são polares básicos (K233, K165 e R195). Desta
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Figura 3.9: Região iv do INADH com os aminoácidos mais próximos, que possuem energia maior (em
módulo) que ± 8 kcal/mol. Esta região é formada pela ribose da nicotinamida, e os aminoácidos mais
próximos, entre todos os exibidos na figura, são o K165 e o M147. Nota-se uma quantidade maior de
moléculas de água próximas a esta região. Os átomos de hidrogênio foram ocultados para a melhor
visualização dos resíduos.

Fonte: Autora, 2012

forma, a região v possui tanto aminoácidos suscetíveis à interações hidrofóbicas, quanto

aminoácidos que favorecem interações de ligação de hidrogênio, além de aminoácidos que

interagem através de forças eletrostáticas e de van der Waals. Portanto, esta região possui

um amplo espectro de interações intermoleculares com os aminoácidos do sítio ativo da

enzima inhA. No entanto, através da figura 3.10, é possível notar que dentre todos os

resíduos, os aminoácidos apolares P193, F149, M199, I194 e D148 encontram-se mais

próximos da nicotinamida, formando assim uma cavidade hidrofóbica. Portanto, a região

v, torna-se suscetível ao efeito de interações estéricas com energias altamente repulsivas.

A região vi é composta pelo grupo acyl isonicotínico derivado da isoniazida (INH),
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Figura 3.10: Região v do INADH com os aminoácidos mais próximos, que possuem energia maior (em
módulo) que ± 8 kcal/mol. Nesta região, formada pela nicotinamida, são exibidos 16 resíduos, sendo 9
aminoácidos (a maioria) polares e hidrófilos, enquanto que 7 são apolares. Dentre as 6 regies, a região
v apresentou a maior quantidade de resíduos mais próximos. Os átomos de hidrogênio foram ocultados
para a melhor visualização dos resíduos.

Fonte: Autora, 2012

e os aminoácidos mais próximas a esta região são: F149 (apolar), A191 (apolar), P193

(apolar), W222 (apolar) e D261 (polar ácido). Esta região possui uma molécula de água

que faz uma ligação hidrogênio com o nitrogênio do anel purínico. O empilhamento entre

o anel da purina do derivado do INH e o anel aromático do aminoácido F149 gera uma

interação do tipo 𝜋-𝜋. De forma semelhante às regiões i e iv, uma cavidade hidrofóbica

é formada pelos aminoácidos com as menores distâncias da região, sendo que neste caso,

os aminoácidos apolares W222, F149, A191 e P193) são os responsáveis pela formação

da cavidade, que gera um efeito estérico nas interações da região vi com o sítio ativo da

proteína.

Partindo dos resultados dos cálculos da energia de interação entre o fármaco INADH

e o sítio ativo e aminoácidos de regiões vizinhas, obtidos via método DFT com a apro-

ximação MFCC, foi feito o gráfico BIRD (Binding site, Interaction energy and Residues
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Figura 3.11: Região vi do INADH com os aminoácidos mais próximos, que possuem energia maior (em
módulo) que ± 8 kcal/mol. A região vi é composta pelo derivado acyl nicotinamida da isoniazida (INH),
sendo encontrados 5 aminoácidos (F149, A191, P193, W222 e D261) próximos a esta região. Os átomos
de hidrogênio foram ocultados para a melhor visualização dos resíduos.

Fonte: Autora, 2012

Domain) mostrando as energias de interação entre o fármaco INADH e os aminoácidos

mais importantes do sítio ativo e vizinhaça da proteína inhA. No entanto, na tabela 3.2

são mostrados todos os resíduos do sítio de ligação que tiveram suas energias calculadas

utilizando o método DFT (a nível LDA com base DNP e correção OBS) na aproximação

MFCC. As menores distâncias entre os átomos interagentes (os átomos do resíduo e do

ligante) também são mostradas na tabela.

O BIRD, cujo acrônimo em inglês representa o termo Binding site, Interaction energy

and Residues Domain, e que significa, sítio de ligação, energia de interação e domínio de

resíduos, exibe o perfil energético das interações dos aminoácidos mais importantes do

sítio ativo e regiõe próximas. Através das barras laterais presentes no BIRD, as interação

dos resíduos no sítio ativo são expressas quantitativamente, de modo que através do perfil

energético, exibido pelos aminoacidos do sítio de ligação considerado, é possível estimar

a eficiência, tanto de atração quanto de repulsão, que os resíduos possuem em relação ao
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Tabela 3.2: Energias (calculada via DFT, com base DNP e correção OBS) e mínimas distâncias em
relação ao ligante, dos 45 aminoácidos que compõem o sítio de ligação considerado no estudo.

Resíduo E (kcal/mol) d (Å) Resíduo E (kcal/mol) d (Å)
Gly14 -23,00 1,58 Pro193 -19,58 2,77
Met199 -13,92 1,79 Phe41 -21,03 2,78
Ser20 -40,85 1,81 Met161 2,89 3,00
Ile21 -33,37 1,90 Tyr158 -7,30 3,02
Phe149 -19,89 2,00 Met155 0,48 3,05
Ile16 -22,07 2,02 Ile15 -22,27 3,17
Ile122 -8,67 2,10 Thr39 -0,66 3,56
Asp64 10,78 2,10 Leu218 -3,55 3,61
Val65 -16,55 2,11 Ala22 -5,90 3,66
Lys165 -101,97 2,12 Thr17 2,31 3,83
Phe97 -7,02 2,16 Gly40 -1,18 3,89
Ile194 -14,54 2,20 Arg195 -67,31 4,99
Ile95 -22,13 2,27 Asp42 59,39 5,21

Met147 -11,04 2,30 Asp261 43,90 5,27
Thr196 -26,54 2,35 Asp150 46,53 5,28
Ala191 -9,74 2,41 Lys118 -55,35 5,33
Gly192 0,51 2,46 Arg43 -50,75 5,95
Gln66 -2,97 2,48 Glu219 43,19 6,25
Leu63 -1,49 2,51 Asp18 54,74 7,67
Ser94 -3,63 2,52 Lys233 -52,11 7,88
Trp222 -27,54 2,61 Glu169 44,03 8,46
Gly96 -5,01 2,64 Asp234 59,33 8,64
Asp148 49,33 2,65 - - -

Fonte: Autora, 2012

fármaco.

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

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

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

o módulo de - 8 kcal/mol. Deste modo, o gráfico BIRD exibido na figura 3.12 foi plotado

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

a energia de corte de ± 8 kcal/mol.

O painel gráfico mostrado na figura 3.12 consiste no BIRD da interação do INADH com

os principais aminoácidos do sítio de ligação da enzima inhA, onde as barras horizontais
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Figura 3.12: Painel gráfico do BIRD (Binding site, Interaction energy and Residues Domain) onde são
mostradas as energias dos 31 resíduos mais importantes. Além da estimativa quantitativa da energia,
dada em kcal/mol, também são identificados os átomos dos aminoácidos mais próximos do ligante e
as regiões do fármaco onde estão interagindo. As menores distâncias entre os átomos dos resíduos e o
INADH também são mostrados no BIRD. Tais distâncias estão organizadas seguindo a ordem do menor
para a maior valor de distância.

Fonte: Autora, 2012
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representam a energia de cada aminoácido considerado, sendo as barras do lado esquerdo

do BIRD referentes às energias atrativas e o lado direito do gráfico representa as energias

dos aminoácidos que apresentaram interações mais repulsivas. Também são mostradas

as regiões do INADH, com as quais cada aminoácido está interagindo, assim como as

menores distâncias entre os aminoácidos e as regiões de interação do INADH, sendo que

tais distâncias estão organizadas do menor para o maior valor. As moléculas de água que

formaram ligações de hidrogênio com algum aminoácido, ou intermediaram ligações de

hidrogênio entre aminoácido e fármaco, também estão presentes no BIRD da figura 3.12,

onde aparecem referindo-se ao aminoácido com o qual formou ligação de hidrogênio, sendo

que a quantidade de moléculas de água que intermediaram ligação de hidrogênio entre o

aminoácido e o INADH está definida pelo índice m, e a quantidade de águas que formaram

ligações de hidrogênio somente com o respectivo aminoácido é indicada pelo ínidece n do

termo (m,n) do gráfico. Quanto à representação das regiões do fármaco interagentes

com os aminoácidos, a indicação de tais regiões segue em acordo com a nomenclatura do

INADH, que é mostrada na figura 3.5. Sendo que o termo dentro do parênteses identifica a

parte do fármaco onde está ligado o átomo do ligante que está interagindo com o referido

aminoácido. Lembrando que os átomos interagentes mostrados no BIRD, são aqueles

que possuem a menor distância do respectivo aminoácido, e que tal distância também é

exibida no gráfico.

Quanto à classificação dos valores de energia expostos no BIRD, evidenciam-se os

aminoácidos atrativos que possuem altas energias de interação, entre -40kcal/mol e -100

kcal/mol. Tais aminoácidos são caracterizados por participarem na formação de ligações

de hidrogênio, sendo a maioria deles aminoácidos polares básicos com radicais polares

carregados positivamente, como a Lisina (K ou Lys) e a Arginina (R ou Arg). Dentre

os aminoácidos com maior energia de atração, estão o K165, que é o aminoácido mais

atrativo de todos (com -101,97 kcal/mol), o R195 (com -67,31 kcal/mol), o K118 (com -

55,35 kcal/mol), o K233 (com -52,11 kcal/mol) e o R43 (com -50,75 kcal/mol). Entretanto,

aminoácidos polares eletricamente neutros, isto é, que possuem radicais polares sem cargas

tais como a serina (S ou Ser) e treonina (T ou Thr), também participam das interações
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atrativas fortes, onde o S20 exibe uma energia de interação em torno de -40,85 kcal/mol,

e o T196 possui energia atrativa em torno de -26,54 kca/mol. Já os aminoácidos apolares

como a alanina (A ou Ala), isoleucina (I ou Ile), valina (V ou Val) e metionina (M ou

Met), contribuem com algumas interações energéticas menos fortes, que variam entre -8,67

kcal/mol (energia do I122) e -16,55 kcal/mol (energia do resíduo V65).

Os aminoácidos com altas energias repulsivas também estão presentes no perfil energé-

tico do INADH, sendo destacados os dois aminoácidos polares ácidos, ácido aspártico (D

ou Asp) e ácido glutâmico (E ou Glu), como sendo os únicos aminoácidos repulsivos entre

os 31 resíduos do BIRD. O resíduo com menor energia repulsiva é o D64 (com energia de

10,78 kcal/mol), enquanto que os resíduos mais repulsivo são o D42 (59,39 kcal/mol) e o

D234 (59,33 kcal/mol).

Outro resultado importante que é feito a partir das informações do painel gráfico

BIRD, é a análise da distribuição espacial dos aminoácidos que exibem contribuição re-

levante para as interações com o fármaco, isto é, baseando-se no perfil energético gerado

no BIRD, se faz necessário analisar a disposição atômica dos aminoácidos em relação às

diferentes regiões do fármaco, assim como os tipos de interações intermoleculares entre

os grupos farmacofóricos do ligante e os aminoácidos estudados. Neste propósito, a es-

trutura atômica do cristal 1ZID com os hidrogênios otimizados foi analisada, a fim de

obter-se a visualização das distâncias dos principais aminoácidos em torno das seis re-

giões do INADH, a fim de analisar os tipos de interações entre os átomos do aminoácido

de interesse e o fármaco. Para a seguinte análise, foi definida a energia de corte de ± 20

kcal/mol como sendo o critério para se considerar os aminoácidos mais importantes de

cada região.

Na figura 3.13 são mostradas as distâncias entre os átomos dos principais aminoácidos

da região i. Os aminoácidos 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 interação

energética menos atrativa do que o K118, fato que se pode ser explicado levando-se em

consideração a polaridade das cadeias laterais destes aminoácidos, 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 análise dos átomos explícitos na figura 3.13, é possível

diferenciar os tipos de forças envolvidas nas interações energéticas. No presente caso, um

dos átomos de hidrogênio (ligado a um carbono) da cadeia lateral do K118 interage com

um dos hidrogênios do NH2 da adenina a uma distância de 5,33 Å, caracterizando uma

interação do tipo de van der Waals. Por outro lado, a menor distância de interação entre

o F41 e o fármaco, a qual mede 2,78 Å, se dá entre um átomo de hidrogênio, ligado a um

carbono da cadeia lateral deste aminoácido, e o nitrogênio na posição 3A do INADH. O

tipo de força exibida na interaçao do F41 com a adenina do INADH, também é do tipo

de van der Waals.

Figura 3.13: Distâncias interatômicas entre os principais aminoácidos da região i, os quais possuem
energia, de repulsão ou de atração, superior ao módulo de ±20 kcal/mol. As distâncias exibidas entre os
átomos interagentes são dadas em angstrons.

Fonte: Autora, 2012

A figura 3.14 mostra os sete principais aminoácidos da região ii, e as menores distâncias

entre eles e a região ii do INADH. Na figura da equerda são mostrados os aminoácidos

D42 (59,39 kcal/mol), R43 (-50,75 kcal/mol) e I15 (-22,27 kcal/mol), enquanto que na
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figura da direita são exibidos os aminoácidos I16 (-22,13 kcal/mol), S20 (-40,85 kcal/mol),

G14 (-23,00 kcal/mol) e I95 (-22,07 kcal/mol). A figura do lado esquerdo mostra que o

I15 interage com a hidroxila na posição O3B da ribose da adenina através de forças de

van der Waals, e a uma distância de 3.2 Å, além de interagir com a outra hidroxila na

posição O2B através da interação de ligações de hidrogênio mediadas por uma molécula

de água. Já o aminoácido polar D42, que apresenta alta energia de repulsão, interage

com a hidroxila na posição O2B do INADH através de forças eletrostáticas, com uma

distância de 5.2 Å. Já na figura do lado direito, o S20 destaca-se por formar duas pontes

de hidrogênio, uma com o aminoácido I16 e outra com a hidroxila na posição O3B da

ribose. O I95 (com distância de 2,27 Å) e o I16 (com distância 2,02 Å) interagem com a

região ii através de forças de van der Waals e o G14 forma uma ligação de hidrogênio (de

1,58 Å) com a hidroxila na posição O3B do INADH.

Figura 3.14: Menores distâncias entre os principais aminoácidos da região ii do INADH. A figura da
direita mostra 3 dos 7 principais aminoácidos da região ii. Já na figura da esquerda, são exibidos 4 dos
7 principais aminoácidos desta região. As distâncias são dadas em angstrons.

Fonte: Autora, 2012

A região iii do INADH, a qual é formada por um pirofosfato destaca-se por suscetível

à formação de ligações de hidrogênio. Deste modo, a figura 3.15 exibe algumas ligações

de hidrogênio formadas na região do pirofosfato, assim como mínimas distâncias entre

tal região e os principais aminoácidos 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 aminoácidos G14, D18 e I21, e a figura da direita exibe os I16, S20 e T196. A

menor distância entre o G14 e a região iii é de 4,33 Å, e a interação entre um de seus

hidrogênio (ligado a um átomo de carbono) e um dos hidrogênios ligados ao carbono 5D

do INADH deve-se principalmente a forças de van der Waals. Porém, o G14 também

participa na formação de uma ligação de hidrogênio, intermediada por uma molécula de

água, com oxigênio na posição O2N do pirofosfato. O I21 interage com o O2N através de
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uma ligação de hidrogênio com uma distância de 1,9 Å. Por sua vez, o aminoácido D18

exibe uma distância de 7,67 Å do O2A, com o qual interage através de forças eletrostáticas,

conferindo a este aminoácido uma energia bastante repulsiva, em torno de 54,74 kcal/mol.

O aminoácido I16 interage com a região iii por meio de forças de van der Waals (interage

com o O2A a uma distância de 2,79 Å) e com o aminoácido S20 através uma ligação de

hidrogênio com 2,2 Å de distância. Já o S20 forma não apenas um ligação de hidrogênio

com o I16, mas também forma uma ligação de hidrogênio com o O2A do INADH a

uma distância de 1,81 Å. Apesar do T196 possuir cadeia lateral polar neutra, o que

favorece ligações de hidrogênio, a menor distância (em torno de 2,35 Å) exibida entre tal

aminoácido e a região iii do INADH se deve a uma interação de van der Waals, entre um

dos seus hidrogênios, ligado a um carbono, e o O1N do fármaco.

Os aminoácidos da região iv com energia maior que a de corte, em torno de ± 20

kcal/mol, estão dispostos na figura 3.16 juntamente com suas respectivas mínimas dis-

tâncias. O aminoácido K165, que possui a maior energia de atração (-101,97 kcal/mol)

de todos os aminoácidos estudados, interage com O3D do INADH através de uma ligação

de hidrogênio com distância de 2,12 Å, além de interagir com o aminoácido I95 através

de duas ligações de hidrogênio intermediadas por uma molécula de água. O I95, além de

formar ponte com uma molécula de água, que também interage com o K165 via ligação

de hidrogênio, está a uma distância de 2,49 Å do hidrogênio da hidroxila na posição O3D

do INADH, sendo tal interação caracterizada por forças de van der Waals.

Figura 3.15: A presente figura mostra os aminoácidos mais importantes da região iii, e as mínimas
distâncias entre tais aminoácidos e esta região do INADH. A figura do lado esquerdo mostra 3 aminoácidos
(G14, I21 e D18)dos 6 principais da região do pirofosfato. Os outros 3 aminoácidos (I16, S20 e T196)
são exibidos na figura do lado direito. Esta região destaca-se pelas ligações de hidrogênio formadas entre
os aminoácidos (I21 e S20), e com uma molécula de água acoplada ao aminoácido G14. As distâncias
exibidas são dadas em angstrons.

Fonte: Autora, 2012

A região v, como já dito anteriormente, se destaca por ter a maior quantidade de

aminoácidos, dentre os que tiveram suas energias calculadas. A figura da esquerda posui

4 aminoácidos, dos quais o E169, D150 e E219 são polares ácidos e possuem altas energias
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Figura 3.16: A presente figura mostra os aminoácidos mais energéticos e suas respectivas mínimas
distâncias da região iv do fármaco. O resíduo mais atrativo, o K165, interage com a hidroxila na posição
O3D do INADH, através de uma ligação de hidrogênio. O I95 também interage com a hidroxila O7N,
porém através de uma interação de van der Waals. A figura também mostra uma molécula de água entre
o K165 e o I95, e as duas ligações de hidrogênio formadas entre a água e estes dois resíduos.

Fonte: Autora, 2012

de repulsão. O D150 interage através de forças de van der Waals com o hidrogênio do

carbono na posição 5N do INADH, a uma distância de 5.28 Å. O E169 forma uma ligação

de hidrogênio com o K165, além de interagir com o hidrogênio do carbono 6N a uma

distância de 8,46 Å, através de forças eletrostáticas, visto que nesta distância, o grupo

ácido carboxílico de sua cadeia lateral interage com energia fortemente repulsiva (44,03

kcal/mol). O E219 interage com o grupo amina na posição 7N do INADH, por meio

de duas moléculas de água que se encontram entre o aminoácido e o fármaco, formando

três ligações de hidrogênio que intermediam a interação deste aminoácido com o INADH.

No entanto, apesar das ligações de hidrogênio intermediadas pelas moléculas de água, a

uma distância de 6,25 Å, a carboxila do E219 interage com um dos hidrogênios do N7N

através de uma força eletrostática de repulsão, que confere a este aminoácido uma energia

de repulsiva de 43,19 kcal/mol. O único aminoácido polar básico que aparece na figura do

lado esquerdo é o K165, que também interage com a região v, e a uma distância de 3.51

Å interage com o hidrogênio do carbono C6N através de forças de van der Waals. Já na
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figura do lado direito, são mostrados 2 aminoácidos básicos (R195 e K233) e 2 aminoácidos

ácidos (D234 e D148). o R195 e o K233 interagem mutuamente com o oxigênio na posição

7N do fármaco, com distâncias de 4,99 Å e 7,88 Å respectivamente. A interação entre

um nitrogênio da cadeia peptídica do R195 e o O7N do INADH indica que tal interação é

intermediada por forças eletrostáticas de atração entre os átomos interagentes, visto que

este aminoácido apresenta energia de atração em torno de -67,31 kcal/mol. O K233 está a

uma distância de 7,88 Å do oxigênio 7N do INADH, e apesar de a energia deste aminoácido

ser atrativa (-52,11 kcal/mol), a interação interatômica ocorre com um hidrogênio da

ligação peptídica do aminoácido, e sua cadeia lateral encontra-se exatamente em posição

oposta ao O7N do ligante, o que pode indicar que esta interação é intermediada por forças

de van der Waals. Quanto às interações entre os resíduos D234 e D148, com distâncias

em relação ao fármaco de 8,64 Å e 2,65 Å, respectivamente, a interação entre D234 é

proporcionada por forças estéricas de repulsão, visto que sua cadeia lateral posiciona-

se contrariamente ao fármaco, caracterizando assim uma alta energia repulsiva de 59,33

kcal/mol, que é a segunda maior energia de repulsão. Do mesmo modo, o D148 possui

uma alta energia de repulsão (49,33 kcal/mol) provocada pela interação estérica entre o

oxigênio de sua cadeia peptídica e o hidrogênio ligado ao nitrogênio da posição 1N do

INADH, o que pode ser identificado devido ao posicionamento de sua cadeia lateral, que

encontra-se do lado oposto da interação de mínima distância com o fármaco.

A figura 3.18 mostra os aminoácidos mais energéticos da região vi (grupo acyl isoni-

cotínico derivado do INH) e suas respectivas mínimas distâncias em relação a esta região

do fármaco. Neste caso, somente os aminoácidos 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 hidrogênio do carbono

na posição 6Z do grupo acyl isonicotínico a uma distância de 5,27 Å, através de for-

ças estéricas causadas pela cavidade hidrofóbica formada pelos aminoácidos apolares que

encontram-se próximos a esta região do fármaco. Já o W222, também interage com o

hidrogênio da C6Z, porém a interação é do tipo de van der Waals e a distância entre os

átomos interagentes é de 2,61 Å.
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Figura 3.17: As figuras abaixo mostram os aminoácidos com energia maior que o módulo de ± 20
kcal/mol, e suas respectivas mínimas distâncias da região v do INADH. A figura do lado esquerdo mostra
4 aminoácidos (K165, E169, D150 e E219), onde os aminoácidos D150, E169 e E219 possuem energias
altamente repulsivas, sendo que os dois últimos interagem com a região v por meio de forças eletrostáticas,
onde o E219 participa da formação de três ligações de hidrogênio entre duas moléculas de água que se
encontram entre o fármaco e tal aminoácido. Por outro lado, o D150 interage com o fármaco por meio de
forças estéricas de repulsão.Já o lado direito mostra 2 aminoácido altamente repulsivos (D234 e D148),
que interagem através de forças estéricas, e 2 resíduos altamente atrativos (R195 e K233), dos quais
o K233 interage com o fármaco por meio de forças eletrostáticas e o R195 interage com a região v do
INADH através de forças de van der Waals.

Fonte: Autora, 2012

Figura 3.18: Aminoácidos mais importantes da região vi, que representa o grupo acyl isonicotínico de-
rivado da INH. O aminoácido W222 (-27,54 kcal/mol) interage atavés de uma interação de van der Waals,
enaquanto que o resíduo D261 (43,90 kcal/mol) interage através de forças eletrostáticas de repulsão.

Fonte: Autora, 2012

As isosuperfícies do potencial eletrostático em torno do INADH e dos aminoácidos

mais atrativos e dos mais repulsivos, mostrados na figura 3.19 e 3.20, respectivamente,

foram calculadas via método DFT, com aproximação LDA e conjunto de base DNP.

A partir da densidade eletrônica total projetada dentro destas superfícies, foi possível
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obter as densidades de carga, e conseqüentemente a eletronegatividade, do fármaco e dos

resíduos considerados. As regiões vermelhas indicam densidade de carga negativa, e as

regiõe em azul siginificam densidade de carga positiva.

Na figura 3.19 estão os aminoácidos com as maiores energia atrativas. A sobreposição

da isosuperfície do potencial eletrostático com a densidade eletrônica total revelou uma

densidade de carga negativa principalmente no pirofosfato (região iii) e, com menor in-

tensidade, nas hidroxilas. Por outro lado, os aminoácidos possuem maior densidade de

carga positiva, o que é esperado visto que tais aminoácidos (R43, K118, K165, R195 e

K233) possuem cadeias laterais carregadas positivamente. O K165, que é o aminoácido

atrativo mais importante, encontra-se próximo da hidroxila na posição O3D da região

iv do INADH, a qual possui densidade de carga negativa, gerando portanto uma forte

interação atrativa, indicando assim que a energia deste resíduo possui uma significante

contribuição eletrostática.

A figura 3.20 mostra os aminoácidos mais repulsivos, dos quais, 2 são ácidos glutâ-

micos (E219 e E169) e 6 são ácidos aspárticos (D234, D18, D42, D148, D150 e D261). A

isosuperfície do potencial eletrostático acoplado a densidade eletrônica total, mostra que

as acadeias laterais destes aminoácidos possuem alta densidade de carga, o que é condi-

zente com o esperado, pois todos os aminoácidos repulsivos considerados para o cálculo

do potencial eletrostático, possuem o grupo carboxila em sua cadeia lateral. Dentre os

aminoácidos repulsivos, o D42 (com energia de 59,39 kcal/mol) e o 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 próxima à hidroxila na posição O2B do ligante,

que é uma região igualmente com densidade de carga negativa, fato que indica a forte

repulsão de tal aminoácido. Já no caso do D234, sua cadeia lateral está posicionada em

uma direção oposta oposta à região v do INADH, fazendo que a ligação peptídica (que

possui densidade de carga negativa) seja a região mais próxima do O7N do INADH, que

também possui densidade de carga negativa. Através da isosuperfície da figura, nota-se

que os dois ácidos glutâmicos têm suas cadeias laterais próximas à regiões com densidade

de carga positiva, mostrando que a interação destes aminoácidos possui forte compo-
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Figura 3.19: Isosupericie de potencial acoplada à densidade eletrônica total, do INADH e dos aminoà-
cidos mais atrativos, calculada através do método DFT, com aproximação LDA e conjunto de base DNP.
As regiões vermelhas indicam densidade de carga negativa, e as regiões azul indicam densidade de carga
positiva.

Fonte: Autora, 2012

nente eletrostática. Já os ácidos aspárticos, geralmente têm suas cadeias laterais voltadas

para longe das regiões eletropositivas do INADH, o que mostra o caráter repulsivo destes

aminoácidos.

3.3 Conclusão

Partindo de dados cristalográficos de difração de raios-x da estrutura da proteína inhA

inibida pelo ligante INADH, foi realizado o estudo da interação deste composto bioativo

com o sítio de ligação e regiões vizinhas da proteína alvo. A , foi obtida obtido através de

difração de raios-x com resolução máxima de 2.7 Å. Através da estrutura do cristal (com
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Figura 3.20: Isosupericie de potencial acoplada à densidade eletrônica total, do INADH e dos ami-
noàcidos mais repulsivos, calculada através do método DFT, com aproximação LDA e conjunto de base
DNP. As regiões vermelhas indicam densidade de carga negativa, e as regiões azul indicam densidade de
carga positiva.

Fonte: Autora, 2012

código PDB 1ZID) da protéina inhA complexada com o aduto INADH, foram selecionados

o ligante e todos os resíduos em um raio de 20 Å, onde os átomos de carbono, nitrogênio,

oxigênio e fósforo foram fixados, enquanto que os átomos de hidrogênio passaram por

uma otimização geométrica utilizando-se o campo de força CVFF. Então, foi considerada

uma região de interesse (com 45 aminoácidos) na proteína, para o cálculo da energia de

interação com o fármaco. Sendo assim, além dos 23 aminoácidos do sítio ativo definido no

cristal 1ZID, foram estudados mais 22 resíduos, os quais ou estavam localizados em um

raio de 6 Å em relação aos átomos do INADH, ou possuíam cadeias laterais carregadas.

Desta forma, prosseguiu-se com a obtenção da energia de interação através do aproximação

MFCC, onde a energia da interação de cada um dos 45 aminoácidos considerados com o
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fármaco, foi calculada via método quântico DFT, com aproximação LDA, base numérica

DNP, e correção OBS.

Através das energias obtidas via método DFT, implementado na aproximação MFCC,

foi plotado o gráfico BIRD, o qual apresentou o perfil energético da interação do INADH

com os 31 resíduos mais importantes (aminoácidos com energia maior que o módulo de ±

8 kcal/mol) do sítio de ligação da inhA. Sendo assim, dentre os 31 aminoácidos mostrados

no BIRD, apenas 9 exibiram energia de interação repulsiva, enquanto que 23 aminoácidos

demontraram energia atrativa. O aminoácido mais atrativo foi o K165 com energia de

-101,97 kcal/mol, que interage com a região com a hidroxila na posição 3D da ribose

ligada à nicotinamida do INADH. Já os aminoácidos mais repulsivos são o D42 (59,49

kcal/mol) e o D234 (59,33 kcal/mol), sendo que o primeiro interage com o carbono na

posição 2B da ribose ligada à adenina, e o segundo interage com o oxigênio 7N da adenina.

Outra análise feita a partir das energias do gráfico BIRD, foi a afinidade de cada uma

das regiões do fármaco com os resíduos, de modo que os aminoácidos mais energéticos

de cada região foram analisados de acordo as interações referentes às mínimas distâncias.

Neste caso as regiões do INADH que apresentaram maior afinidade com a inhA, isto é,

que exibiram interação com os resíduos mais atrativos (aminoácidos com energias mai-

ores que 20kcal/mol) do sítio de ligação, foram as seguintes regiões: ribose da adenina,

cujo aminoácido mais atrativo é o R43 (-50,75 kcal/mol); pirofosfato, que interage mais

fortemente com o S20 (-40,85 kcal/mol) e o I21 (-33,37 kcal/mol); nicotinamida, que ape-

sar de intergir com diversos aminoácidos repulsivos, possui interação com o R195 (-67,31

kcal/mol), que é o segundo aminoácido mais atrativo, e com o K233 (-52,11 kcal/mol). A

região da ribose da nicotinamida também possui grande afinidade com a proteína, visto

que possui a interação com o aminoácido mais repulsivo, o K165 (-101,97 kcal/mol). Por

outro lado, as regiões que interagiram com os aminoácidos mais repulsivos foram: a região

da nicotinamida, que interage com 5 aminoácidos altamente repulsivos, sendo que o mais

repulsivo é o D234 (59,33 kcal/mol); a região do grupo acyl isonicotínico derivado da INH,

que interage com o D261 (43,90 kcal/mol); a região do pirofosfato, que embora possua

muitas interações atrativas, interage com o D18 (54,74 kcal/mol); a região da ribose da
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adenina, que mesmo interagindo com 5 aminoácidos atrativos, interage com o aminoácido

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 água

serem consideradas nos cálculos de energia. Deste modo, por meio da análise das regiões

do fármaco e seus aminoácidos mais importantes, foi possível identificar as ligações de

hidrogênio ocorrentes nas interações entre o INADH e os resíduos mais importantes do

sítio de ligação da inhA. Atribuindo assim, a importância das ligações de hidrogênio no

sistema proposto, e destacando a contribuição destes tipos de interação para a energia dos

resíduos interagentes com o fármaco. Deste modo, embora muitas da interações entre os

resíduos considerados, tenham sido hidrofóbicas (principalmente nas regiões da adenina

e do grupo derivado da INH), as regiões do pirofosfato e das riboses (tanto da adenina

quanto da nicotinamida) apresentaram ligações de hidrogênio envolvendo moléculas de

água presentes no cristal. O K165, por exemplo, que é o resíduo mais atrativo, possui

uma interação de ligação de hidrogênio com o ligante, porém uma molécula de água forma,

mutuamente, uma ligação de hidrogênio com este resíduo e com o aminoácido vizinho I21.

Para avaliar a contribuição das forças eletrostáticas nas interações dos resíduos mais

atrativos e dos mais repulsivos, com o fármaco, foi calculada a isosuprfície de potencial,

que acoplada com a superfície de densidade eletrônica total. Onde, foram identicadas as

regiões mais eletronegativas do fármaco e dos resíduos, de modo que a partir da análise

destas superfícies, ficou esclarecido que os aminoácidos mais repulsivos possuem baixa

eletronegatividade, e ao interagirem com regiões do fármaco que também possuem den-

sidade de cargas negativas, sofrem interações enrgeticamente repulsivas. Já no caso dos

aminoácidos mais atrativos, como o K165, as cadeias laterais destes resíduos, que possuem

densidade de cargas positivas, interagirem com as regiões mais eletronegativas do fármaco,

gerando assim interações altamente atrativas. Sendo assim, através destes cálculos ficou

evidenciada a forte contribuição das interações eletrostáticas entre o INADH e os resíduos

mais energéticos (atrativos e repulsivos).

Com base nos resultados descritos acima, é razoável afirmar que, assim como diversos
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trabalhos [22; 72; 76–78] têm afirmado, a região do fármaco que possui maior afinidade

com o sítio de ligação da inhA, é a região referente ao co-fator NADH. Tais resultados,

também mostram que o aminoácido que exibiu maior importância, no que diz respeito à

afinidade energética com o fármaco, foi a Lysina na posição 165 da cadeia peptídica, res-

saltando que segundo a literatura [18; 76; 79–83] a serina na posição 94 é um importante

aminoácido da inhA, visto que ao ser substituído por uma alanina confere resistência à

isoniazida. No entanto, de acordo com os estudos realizados nesta dissertação, este ami-

noácido possui uma fraca interação atrativa com o fármaco. Já os aminoácidos D42 e

D234, desempenharam maior interação repulsiva com o fármaco, sendo que . Portanto a

utilização do método MFCC viabilizou o estudo quantitativo e qualitativo das interações

do INADH com os resíduos do sítio de ligação da inhA, através do uso do método DFT.

Desta forma, o uso de métodos quânticos na descrição das energias de interação de mo-

léculas bioativas com sistemas macromoleculares consiste em uma promissora estratégia

para o desenvolvimento racional de fármacos.
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Capítulo 4

Inibição da diidrofolato redutase pelo

isômero acíclico 4R-INADP da

Isoniazida

No presente capítulo, 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 bioquímica quântica do aduto isômero acíclico 4R-INADP da isoniazida,

ligado ao sítio ativo da proteína diidrofalato redutase (DHFR), do Mycobacterium tuber-

culosis (MT), codificada como dfrA. Assim como abordado anteriormente (ver capítulo

1), o isômero acíclico 4R é derivado da pró-droga isoniazida (INH) e é formado através de

uma reação da INH com a co-enzima NADP (nicotinamida adenina dinucleótido fosfato)

[30]. Este aduto da INH inibe fortemente a dfrA [29; 31], tornando assim a proteína

DHFR dfrA em um importante alvo enzimático do MT, visto que sua ação biológica está

diretamente relacionada ao processo de síntese de ácidos nucléicos em bactérias [32], além

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

Através da estrutura da dfrA co-cristalizada com o isômero acíclico 4R da isoniazida-

NADP (4R-INADP), os cálculos mostrados neste capítulo seguiram a mesma metodologia

empregada no estudo do sistema do capítulo anterior, que mostra os resultados do estudo
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do sistema inhA-INADH. Sendo assim, as interações intermoleculares da proteína (dfrA)

e do ligante (4R-INADP) serão estudadas mediante a análise do perfil energético dos ami-

noácidos mais importantes do sítio de ligação da enzima dfrA, onde a energia dos aminoá-

cidos serão calculadas através do método quântico DFT (Density Functional Theory) em

uma aproximação chamada MFCC (Molecular Fractionation with Conjugate Caps), e o

perfil energético das interações do fármaco com a proteína é dado através do painel gráfico

BIRD (Binding site, Interaction energy an Residues Domain). As seções 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 proteína dfrA complexada com o 4R-INADP

(isômero acíclico da INH), dada pelo cristal com pdb 2CIG [31], a qual é mostrada na

figura 4.1, foram selecionados todos os resíduos em um raio de 20 Å para a otimiza-

ção dos átomos de hidrogênio. A otimização foi realizada utilizando-se campo de força

CVFF (Consistent Valence Forcefield), conforme descrito no capítulo 2. Os cálculos de

otimização dos hidrogênios foram realizados através do módulo FORCITE do programa

computacional Accelrys Materials Studio 5.0., ressaltando-se que somente os hidrogênios

foram otimizados, enquanto que todos os átomos pesados (carbono, nitrogênio, oxigênio e

fósforo) foram fixados, preservando assim as coordenadas atômicas dadas pela estrutura

do cristal, o qual foi obtido via método experimental de difração de raios-x com resolução

máxima de 1,9 Å.

A figura 4.1 mostra a estrutura atômica da proteína dfrA fortemente inibida pelo

aduto 4R-INADP, fornecida pela coordenadas atômicas dadas pelo cristal 2CIG, no qual

o fármaco 4R-INADP encontra-se ligado no sítio ativo da proteína dfrA. Nota-se que além

do ligante, são mostradas as moléculas co-fatores da proteína DHFR, como o glicerol e os

íons de sulfato, onde os átomos de carbono estão na cor cinza e os átomos de oxigênio na

cor vermelha. Da mesma forma, no ligante, os átomos de carbono estão na cor cinza, os

átomos de oxigênio encontram-se na cor vermelha, os nitrogênios na cor azul e os átomos
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de fósforo na cor laranja. A moléculas do ligante e dos substratos estão representadas no

formato ball and sticks e a proteína está representada no formato de fitas. Os átomos de

hidrogênio foram omitidos para uma melhor visualização das moléculas, tanto do ligante

como dos cofatores da enzima.

Figura 4.1: Estrutura do cristal 2CIG da proteína dfrA co-cristalizada com o fármaco 4R-INADP,
obtido através de difração de raios-x e com resolução de 1.9 Å. Foram selecionados os resíduos no raio
de 20 Å em relação ao centróide do 4R-INADP para a otimização dos hidrogênios. As estruturas do
ligante e das moléculas glicerol e ânions de sulfato (substratos da enzima DHFR), estão representadas
no formato ball and sticks e a proteína está representada no formato de fitas. Os átomos de hidrogênio
foram ocultados para a melhor visualizaçao dos átomos pesados do ligante.

Fonte: Autora, 2012

Em seguida aos cálculos de otimização dos hidrogênios, foi definida a região do sitio

de ligação a ser estudada. Neste caso, a região de interesse considerada para os cálculos

quânticos corresponde ao sítio ativo, que foi fornecido pelos dados cristalogŕaficos do

arquivo 2CIG, e aos aminoácidos em um raio de 6 Å em torno do ligante. Portanto, no
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total foram selecionados 47 aminoácidos na região considerada como o sítio de ligação,

sendo 35 do sítio ativo fornecido pelo cristal, e 12 selecionados em regiões vizinhas ao

sítio ativo, isto é, em um raio de 6 Å em relação aos átomos do 4R-INADP. Através

do método aproximativo MFCC, a energia de cada um dos 47 aminoácidos do sítio de

ligação foi calculada via método semi-empírico DFT. Na figura 4.2 a superfície em torno

do 4R-INADP representa a região de interesse, a qual possui 47 aminoácidos para os quais

foram realizados os cálculos da energia de interação.

Figura 4.2: A superfície que envolve o fármaco 4R-INADP representa o sítio de ligação da proteína,
onde estão incluídos 47 aminoácidos para os quais foi calculada a energia de interação via método DFT,
através da aproximação MFCC.

Fonte: Autora, 2012

Os resíduos do sítio de ligação, ou seja, os aminoácidos 47 considerados para os cálculos

de energia, são mostrados de forma explícita nas figuras 4.3 e 4.4. Além dos aminoácidos de

interesse, também são expostas tanto as moléculas de água, quanto as moléculas substrato

da proteína, que foram consideradas nos cálculos de energia. Tais moléculas, de água e
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substrato, foram consideradas como parte do resíduo de interesse do qual estivessem mais

próximas, sendo consideradas em todos os cálculos de energia em que tal resíduo estivesse

presente. Do total de 47 aminoácidos, 23 resíduos e suas respectivas moléculas de água,

são expostos na figura 4.3. Os átomos de carbono dos aminoácidos estão na cor verde, para

diferenciar do carbonos do ligante, que estão na cor cinza. Os hidrogênios, assim como

as ligações peptídicas, foram omitidos para a melhor visualização das cadeias laterais dos

resíduos de interesse.

Figura 4.3: Resíduos para os quais foram realizados os cálculos de energia. Além dos 23 aminoácidos,
do total de 47, também foram consideradas as moléculas de água e os substratos presentes na estrutura
do cristal 2CIG. Os átomos de hidrogênio, bem como as ligações peptídicas, foram ocultados para uma
melhor visualização dos resíduos.

Fonte: Autora, 2012

Uma significativa diferença entre o 4R-INADP e o INADH (estudado no capítulo 3)

é a presença do grupo químico fosfato (PO4) na ribose da adenina. Deste modo, pode-

se afirmar que tal grupo possui grande potencial de formação de pontes de hidrogênio,
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como é visto na figura 4.3, onde a amina da cadeia lateral do aminoácido Q68 forma uma

ligação de hidrogênio com o fosfato do 4R-INADP. Também próximo a esta mesma região

encontra-se ânion 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 aminoácido mais próximo desta região é o L102. Já o grupo da ribose-PO4

interage com alguns aminoácidos polares como R67 e Q68. Já a região do pirofosfato

interage com o GOl2 e Q98 via ligação de hidrogênio. A região ribose-nicotinamida

interage com aminoácidos apolares como I20, G96 e G97, mas também interage com o

S49 via ponte de hidrogênio e com o aminoácidos carregado D125. Finalmente, a região

derivada da isoniazida (INH) interage com o L57. Nota-se no canto inferiror direito do

ligante, que existe uma espécie de cavidade formada pelos aminoácidos Y156, Y152, E114

e A9, em torno do co-fator GOL3.

Localizada no lado esquerdo do ligante (figura 4.4), a adenina está envolvida em uma

cavidade formada pelos aminoácidos G80, L65, S81 e S66. Sendo que o S66 também

interage com a ribose-PO4 através de ligação de hidrogênio mediada por uma molécula de

água. O aminoácido R45, que forma uma ponte de hidrogênio com uma molécula de água,

interage tanto com a ribose-PO4, quanto com o pirofosfato, região que interage com o V99.

A região ribose-nicotinamida interage com o G18, que forma ponte de hidrogênio com o

GOL1 e com o ligante simultanemante, com os aminoácidos carregados D19 e R16, e com

outros resíduos como Y100, G95, A126, I14, G124 e L50. Por fim, o grupo 31derivado

do INH encontra-se em uma cavidade formada por alguns aminoácidos hidrofóbicos como

W22, V112, W6 e F31, assim como por alguns aminoácidos polares tais como T10, Q8 e

D27, o qual forma um ligação de hidrogênio com uma molécula de água.

Sendo estabelecidos os aminoácidos de interesse para o estudo da interação do sítio de

ligação com o fármaco, prosseguiu-se com os cálculos de energia através da aproximação

MFCC (conforme descrito no capítulo 2), onde a energia de interação entre cada resíduo

de interesse e o fármaco foi calculada no pacote computacional DMOL3 (implementado

no programa Accelrys Materials Studio 5.0.) através do uso do método semi-empírico

DFT, com nível LDA (Local-density approximations), conjunto de bases numéricas DNP
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Figura 4.4: Na presente figura são mostrados os outros resíduos que tiveram suas respectivas energias
calculadas. Além dos 24 aminoácidos, as moléculas de águas incluídas nos cálculos, e as moléculas do
substrato da proteína também são exibidas. Assim como na figura anterior os hidrogênios e as ligações
peptídicas são ocultados.

Fonte: Autora, 2012

(Double Numeric Polarized) e correção OBS.

4.2 Resultados

Os resultados obtidos dos cálculos de energia, a qual foi calculada via DFT mediante

a aproximação MFCC, possibilitaram mapear o perfil energético das interações entre os

resíduos do sítio de ligação da proteína dfrA e o fármaco 4R-INADP. Através do gráfico

BIRD (Binding site, Interaction energy and Residues Domain) são dados os valores da

energia de interação dos principais resíduos com o ligante, bem como são descritas as
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regiões de interação e as respectivas distâncias entre tais resíduos e o fármaco. Deste

modo, é viável conhecer as regiões do fármaco que possuem maior ou menor afinidade

com o sítio de ligação da proteína, assim como identificar os resíduos mais importantes,

isto é, os aminoácidos mais energéticos e que desempenham significativa contribuição para

a ligação do 4R-INADP com a protéina dfrA. No entanto, para tal avaliação, a estrutura

molecular do fármaco é sistematicamente dividida em diferentes regiões de interação, de

modo que a análise do perfil energético das interações dos resíduos da proteína com o

fármaco é feita baseando-se em tal divisão. Neste caso, a estrutura do 4R-INADP é

dividida em seis regiões de interação (ver figura 4.5), onde a região i destaca o grupo

acyl isonicotínico derivado da isoniazida (INH), a região ii representa a nicotinamida, na

região iii encontra-se a ribose da nicotinamida, o pirofosfato é representado pela região

iv, enquanto que a região v destaca a ribose-PO4 e a região vi representa a adenina.

Ressaltando-se que da região ii à região vi corresponde à co-enzima NADP.

Figura 4.5: Representação do ligante 4R-INADP, isômero acíclico da Isoniazida (INH). A estrutura do
INADH foi dividida em seis regiões, ondea região vi destaca o grupo acyl isonicotínico derivado da INH,
enquanto que as regiões 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 representação dada pela figura 4.5, foram calculadas as mínimas distân-

cias dos aminoácidos em relação a cada uma das 6 regiões do fármaco. Deste modo, os

aminoácidos mais próximos das regiões i, ii, iii, iv, v e vi do 4R-INADP, são mostrados
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juntamente com suas respectivas regiões de interação nas figuras de 4.6 a 4.11.

A região i (figura 4.6), representada pelo grupo acyl isonicotínico do INH, apresenta

em torno de 13 resíduos ao seu redor, sendo 10 aminoácidos, 2 moléculas de água e 1

molécula (GOL4) do substrato da enzima DHFR. Dentre os aminoácidos, encontram-se

7 aminoácidos apolares (I20, L57, F31, A7, I5, W6 e I94) que formam uma cavidade

hidrofóbica em torno do grupo acy isonicotínico, gerando assim um efeito estérico nesta

região. Deste modo, aminoácidos polares, os quais possuem cadeia lateral neutra, como

o Y100 e o Y156, encontram-se em uma espécie de segunda camada formada em torno

desta região do fármaco. Já o D27, que possui cadeia lateral carregada negativamente,

encontra-se mais próximo ao anel purínico da região i.

Figura 4.6: Resíduos mais próximos da região i do 4R-INADP com. A região i é constituída pelo grupo
acyl isonicotínico derivado da INH, e os aminoácidos com menores distâncias são os que possuem cadeias
laterais apolares, como o F31, o A7, I94, I5 e I20. Os átomos de hidrogênio foram omitidos para melhor
visualização dos resíduos.

Fonte: Autora, 2012

Dos 17 resíduos encontrados próximos à região ii (figura 4.7), 13 são aminoácidos, 2
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são moléculas de água e 2 (GOL3 e GOL4) são subtratos da enzima alvo. Da mesma forma

que na região i, a presença de aminoácidos apolares (I14, I20, A7, A9, W22, G96, G95,

V46 e I94) nesta região formam uma cavidade hidrofóbica em torno da nicotinamida. O

efeito estérico gerando pela cavidade cria uma espécie de segunda camada composta pelos

aminoácidos polares Q8, T10, Y100 e E114. A localização dos resíduos como o GOL3 e

GOL4, assim como a das moléculas de água, inviabilizam as interações de hidrogênio com

a nicotinamida, indicando a possibilidade de formação de pontes de hidrogênio somente

entre os aminoácidos.

Figura 4.7: Resíduos mais próximos da região ii do 4R-INADP com. A região ii é constituída pela
nicotinamida, e os aminoácidos com menores distâncias são os que possuem cadeias laterais apolares,
como o I14, I20, A7, A9, W22, G96, G95, V46 e I94. Os átomos de hidrogênio foram omitidos para
melhor visualização dos resíduos.

Fonte: Autora, 2012
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Na figura 4.8 são mostrados os aminoácidos mais próximos da região iii do fármaco, a

qual corresponde ao grupo ribose da nicotinamida. Apesar de apresentar alguns aminoá-

cidos apolares (V46, G15, G18, I20, A126, G96 e I14), os quais posicionam-se em pontos

mais distantes das hidroxilas da ribose, esta região também interage com aminoácidos po-

lares tais como R16, D19, S49 e D125, sendo que a maioria destes posicionam-se próximos

às hidroxilas da ribose, indicando que há interações de ponte de hidrogênio nesta região do

fármaco. Os resíduos GOL1 e GOL2 posicionam-se preferencialmente em torno do ami-

noácidos polares. Algumas das moléculas de água, que também se encontram próximas a

estes aminoácidos, formam pontes de hidrogênio tanto com os aminoácidos, quanto com a

ribose da região iii. Uma das formações de ponte de hidrogênio que pode ser claramente

vista na figura a seguir, são as ligações de hidrogênio que uma molécula de água (W*39)

forma simultaneamente com a hidroxila na posição 2’ da ribose do ligante e o aminoácido

S49. Outro exemplo de ligação de hidrogênio que é formada nesta região, é a interação

do oxigênio da ligação peptídica do D19, com a hidroxila na posição 3’ da região iii do

fármaco.

O grupo químico pirofosfato, correspondente à região iv do fármaco, encontra-se cer-

cado por 14 resíduos, sendo 9 aminoácidos, 3 moléculas de água e 2 moléculas substrato

(GOL1 e GOL2) da proteína. De acordo com a figura com as posições atômicas dadas

pelo cristal 2CIG, os aminoácidos hidrofóbicos G96, G97, V46, G46 e V99 encontram-se

distribuídos nos pontos mais próximos da região. No entanto, os aminoácidos apolares

R45 e Q98 também interagem a curta distância com esta região. O aminoácido A126

forma uma ponte de hidrogênio com o substrato GOL2, que também interage com o piro-

fosfato através de uma ligação de hidrogênio. A disposição dos aminoácidos R45 e Q98,

também sugerem que há formação de ligações de hidrogênio entre estes aminoácidos e a

região iv do 4R-INADP. Desta forma, nota-se que esta região é propícia à interações de

ponte de hidrogênio devido aos ânions do pirofosfato, o qual é negativamente carregado.

Ao contrário das demais regiões, os aminoácidos mais próximos da região v são, em sua

maioria, polares (Q98, S66, R67, Q68, R44 e R45). Os únicos aminoácidos hidrofóbicos

(V98 e G43) interagem com esta região à longa distância. Contendo 6 moléculas de água
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Figura 4.8: Região iii do INADP e seus respectivos aminoácidos mais próximos. Tal região é composta
pela ribose da nicotinamida, que interage tanto com aminoácidos apolares V46, G15, G18, I20, A126, G96
e I14), quanto com aminoácidos polares (R16, D19, S49 e D125), os quais posicionam-se preferencialmente
em torno das hidroxilas. Os átomos de hidrogênio foram omitidos para melhor visualização dos resíduos.

Fonte: Autora, 2012

e 1 molécula de substrato (SO4) da enzima, a região da ribose-PO4, caracteriza-se pelo

grande potencial de formar ligações de hidrogênio devido ao seu grupo fosfórico. Na

figura 4.10 evidencia-se que o grupo químico PO4 da ribose está cercada por algumas

moléculas de água, e também por aminoácidos polares, como o S66, R44, Q68 e R67. A

posição atômica dada pelo cristal indica a formação de pontes de hirogênio entre o grupo

PO4 e os aminoácidos Q68, S66 e R44. Por outro lado, a hidroxila na posição AJ do

ligante também é passsivel de ligações de hidrogênio. Neste caso, a cadeia lateral do Q98

encontra-se a uma curta distância desta hidroxila, indicando assim a formação de uma

ligação de hidrogênio entre tal aminoácido e a ribose da região v do 4R-INADP.

Finalmente, a região vi do fármaco, correspondente ao grupo químico adenina, possui

Instituto de Física - UFAL



4.2. Resultados 85

Figura 4.9: Região iv do INADP com os aminoácidos mais próximos. Tal região é composta pelo piro-
fosfato, que interage com os aminoácidos hidrofóbicos G96, G97, V46, G46 e V99, e com os aminoácidos
polares R45 e Q98 por meio de ligações de hidrogênio. Os átomos de hidrogênio foram omitidos para
melhor visualização dos resíduos.

Fonte: Autora, 2012

6 aminoácidos e 7 moléculas de água em suas proximidades. Os aminoácidos polares R67,

S81 e S66 interagem com à curta distância com o anel aromático da adenina, enquanto

que o Q98, que também possui cadeia lateral polar, interage à longa distância com o anel

purínico. O aminoácido apolar L102, encontra-se a uma curta distância do grupo amina

ligado ao anel aromático, enquanto que o G80 (apolar) está posicionado de modo que a

existência de uma molécula de água entre este aminoácido e o nitrogênio na posição 1

do 4R-INADP, indica que tal molécula de água forma simultaneamente duas ligações de

hidrogênio, sendo uma com o fármaco e outra com este aminoácido.

O perfil energético das interações é analisado quantitativamente através dos cálculos

de energia obtidos via DFT (com aproximação LDA, base DNP e correção OBS), im-

plementado na aproximação MFCC. Na tabela 4.1 são mostrados todos os resíduos do
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Figura 4.10: Aminoácidos mais próximos da ribose-PO4 (região v) do 4R-INADP. Cercada por aminoá-
cidos polares (Q98, S66, R67, Q68, R44 e R45) e apolares (V98 e G43), assim como por 6 moléculas de
água e uma de sustrato (SO4), esta região possui alta capacidade de formar pontes de hidrogênio devido
ao grupo fosfórico (PO4) da ribose. Os átomos de hidrogênio foram omitidos para melhor visualização
dos resíduos.

Fonte: Autora, 2012

sítio de ligação que tiveram suas energias calculadas utilizando este método. As menores

distâncias entre os átomos interagentes (os átomos do resíduo e do ligante) também são

mostradas na tabela.

O painel gráfico BIRD (Binding site, Interaction energy and Residues Domain) foi

plotado considerando-se somente os 32 aminoácidos mais importantes do sítio de ligação,

sendo estes os que obtiveram energia maior ou igual ao módulo de ± 8 kcal/mol (energia

de corte). As barras laterais do lado esquerdo referem-se às energias negativas, que são
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Figura 4.11: Região vi do INADP com os aminoácidos mais próximos, que possuem energia maior (em
módulo) que ± 8 kcal/mol. Tal região é composta pela ribose da adenina, de quem os aminoácidos mais
próximos, tais como o G14, I15, I16 e I95, possuem radicais químicos apolares.

Fonte: Autora, 2012

consideradsa como sendo as energias de atração, enquanto que as barras do lado direito

representam as energias positivas, as quais são ditas como energias de repulsão. A menor

distância entre os átomos interagentes do fármaco e de cada aminoácido é colocada na

lateral direita do gráfico.

A região do fármaco em que se dá a interação com o aminoácido é mostrada no

gráfico BIRD, sendo que os átomos com os quais cada aminoácido interage são indicados

posteriormente à região do ligante em que se encontram e os átomos onde estão ligados

(átomos entre parenteses). Outra informação encontrada no BIRD é a quantidade de

moléculas de águas que fazem ponte de hidrogênio ou com o aminoácido de interesse, ou

que mediam pontes de hidrogênio entre o aminoácido e o ligante. Sendo assim, quanto
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Tabela 4.1: Energias (calculada via DFT, com base DNP e correção OBS) e mínimas distâncias em
relação ao ligante, dos 47 aminoácidos que compõem o sítio de ligação considerado no estudo.

Resíduo E (kcal/mol) d (Å) Resíduo E (kcal/mol) d (Å)
ILE5 -5,50 2,17 LEU57 -24,48 6,89
TRP6 -25,04 2,56 LEU65 -6,88 2,32
ALA7 -23,22 1,91 SER66 -58,86 1,81
GLN8 -9,91 3,83 ARG67 -224,26 1,91
ALA9 9,47 5,57 GLN68 -39,28 1,94
THR10 8,88 9,56 GLY80 -18,58 2,53
ILE14 -23,82 1,84 SER81 0,91 3,54
GLY15 -7,28 2,32 ILE94 -3,25 2,25
ARG16 -127,80 3,00 GLY95 -12,18 2,17
GLY17 3,11 5,13 GLY96 -31,32 2,24
GLY18 -53,83 2,95 GLY97 -45,22 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 5,31 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 -250,14 1,75 ALA126 -23,62 2,11
VAL46 -38,79 1,81 LEU127 7,19 5,52
SER49 -34,55 3,31 TYR154 -1,96 10,09
LEU50 1,69 5,17 TYR156 -9,90 11,30
VAL54 1,94 8,77 - - -

Fonte: Autora, 2012

aos termos dentro dos parênteses (m,n), a letra m indica a quantidade de águas que

estão entre o aminoácido de interesse e o ligante, mediando pontes de hidorgênios entre

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

água que fazem ponte de hidorgênio somente com o resíduo de interesse. Portanto, dadas

as características do painel gráfico BIRD (ver figura 4.12), tal gráfico mostra o perfil

energético da interações do fármaco 4R-INADP com os aminoácidos do sítio de ligação

da proteína dfrA, isto é, através dos valores da energia de interação do fármaco com cada

aminoácido estudado, é possivel identificar as regiões do fármaco que possuem maior

ou menor afinidade com com a proteína alvo, assim como identificar quais aminoácidos
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Figura 4.12: Painel gráfico do BIRD (Binding site, Interaction energy and Residues Domain) onde são
mostradas as energias dos 32 resíduos mais importantes. Além da estimativa quantitativa da energia,
dada em kcal/mol, também são identificados os átomos dos aminoácidos mais próximos do ligante e
as regiões do fármaco onde estão interagindo. As menores distâncias entre os átomos dos resíduos e o
INADH também são mostrados no BIRD. Tais distâncias estão organizadas seguindo a ordem do menor
para a maior valor de distância.

Fonte: Autora, 2012
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possuem maior contribuição para as interações do fármaco dentro do sítio ativo da mesma.

De acordo com o gráfico BIRD, o aminoácido mais importantes para interação do

4R-INADP com o sítio ativo da dfrA é o R44, que possui energia atrativa em torno

de -272,64 kcal/mol. No entanto, há outros aminoácidos que também possuem grandes

energias atrativas, tais como: R45 (-250,14 kcal/mol), R67 (-224,26 kcal/mol), R16 (-

127,80 kcal/mol) e Q98 (-78,70 kcal/mol). Quanto às energias repulsivas, o aminoácido

que apresentou maior repulsão ao fármaco foi o D19, com energia de 104,36 kcal/mol.

Entretanto, no que se refere aos aminoácidos mais repulsivos, alguns destes exibiram um

perfil energético semelhante, com pouca variação entre os valores de energia. Dito isto,

os aminoácidos com maiores energias repulsivas foram: o D27 (102,10 kcal/mol), o D125

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

Dentre os principais aminoácidos, tanto atrativos quanto repulsivos, a maioria forma

ligações de hidrogênio com moléculas de água. Deste modo, partindo das informações do

gráfico BIRD, outra importante análise que foi realizada se refere aos tipos de interações

entre os principais aminoácidos, bem como os resíduos e as regiões do fármaco que estão

envolvidos nestas interações. Sendo assim, as figuras de 4.13 a 4.18 mostram estas análises,

ou seja, os tipos de interações, e suas respectivas mínimas distâncias, entre os principais

aminoácidos e cada uma das seis regiões do 4R-INADP. Entretanto, vale ressaltar que

foram analisados apenas os principais aminoácidos de cada região do fármaco, sendo estes

os que apresentaram energia com módulo maior ou igual à energia de corte adotada, que

é de ± 20 kcal/mol.

A região i, correspondente ao grupo acyl isonicotínico derivado da INH, interage mais

fortemente com os aminoácidos L57 (-24,48 kcal/mol) e W6 (-25,04 kcal/mol), com os

quais interage com energia atrativa decorrente de forças de van der Waals. Já com o ami-

noácido D27 (102,10 kcal/mol) esta região exibe uma forte interação repulsiva resultante

de forças eletrostáticas de repulsão, visto que apesar de estar a uma distância de 2,96

Å, a cadeia lateral deste amnoácido é negativamente carregada, provocando assim este

tipo de interação. As mínimas distâncias entre os principais aminoácidos e a região i são
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mostradas na figura 4.13.

Figura 4.13: Principais aminoácidos da região i do 4R-INADP com suas respectivas mínimas distâncias
do fármaco. Os aminoácidos L57 (-24,48 kcal/mol) e W6 (-25,04 kcal/mol) são atrativos, enquanto que o
D27 (102,10 kcal/mol) é altamente repulsivo, e interage com o fármaco por meio de forças eletrostáticas.

Fonte: Autora, 2012

Na figura 4.14 são mostrados os principais aminoácidos da região ii, e suas respectivas

mínimas distâncias. Na figura da esquerda o aminoácido mais atrativo é o V46 (-38,80

kcal/mol), que interage com o fármaco através de forças de van der Waals. O A7 (-23,21

kcal/mol) interage com esta região formando duas pontes de hidrogênio com o grupo

funcional carboxamida da nicotinamida. O aminoácido I14 (-23,82 kcal/mol) faz uma

ponte de hidrogênio com o grupo amina, exibindo assim uma energia atrativa na regiãi ii

do ligante. Por outro lado, esta região do fármaco também interage com um aminoácido

repulsivo, o E114 (85,72 kcal/mol),que se encontra a uma distância de 7,80 Å de um dos

hidrogênios da amina na posição AA do 4R-INADP, interagindo com o fármaco por meio

de forças eletrostáticas de repulsão.

A figura 4.15 mostra os principais resíduos da região iii. Na figura do lado esquerdo,

a região iii, composta pela ribose da nicotinamida, apresenta aminoácidos com cadeias

laterais eletricamente carregadas, como o D125 e D19 (que são carregados negativamente)

e o R16 (carregado positivamente). Sendo assim, os aminoácidos D125 (100,86 kcal/mol)
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Figura 4.14: Aminoácidos mais importantes da região ii e suas respectivas mínimas distâncias. A figura
do lado esquerdo mostra 3 aminoácidos atrativos (V46, I20 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) são os que possuem maior energia de repulsão nesta região do

4R-INADP. O oxigênio da cadeia peptídica do D19 forma uma ponte de hidrogênio com

a hidroxila, na posição O3’ do ligante, e outra com o resíduo R16, porém sua cadeia

lateral está voltada no sentido contrário ao fármaco, o que caracteriza a forte repulsão

provocado por forças eletrostáticas entre este aminoácido e a região iii. O D125, que

também interage com o fármaco via forças eletrostáticas de repulsão, também forma duas

pontes de hidrogênio com a cadeia lateral do R16. As interações entre o R16 (-127,80) e

esta região do fármaco é fortemente atrativa, visto que além de duas pontes de hidrogênio

que este resíduo forma simultaneamente com o D19 e o D125, há uma interação de van der

Waals à curta distância (3,00 Å) com a hidroxila na posição 3’ do 4R-INADP. Na figura

do lado direito o aminoácido mais atrativo é o G18 (-53,83 kcal/mol), que encontra-se a

uma distância de 2,95 Å, e interage com o fármaco através de forças de van der Waals. Os

aminoácidos S49 (-34,55 kcal/mol) e A126(-23,62 kcal/mol) também possuem energia de

atração nesta região, onde o A126 exibe uma interação do tipo van der Waals, enquanto

que o S49 forma uma ponte de hidrogênio com uma molécula de água a qual forma outra

ponte de hidrogênio com a hidroxila da posição 2’ do 4R-INADP.

Figura 4.15: Principais aminoácidos da região iii e suas mínimas distâncias em relação ao 4R-INADP.
Nesta região os aminoácidos D19 (104,36 kcal/mol) e D125 (100,86 kcal/mol) possuem fortes interações
repulsivas, enquanto que o aminoácido que possui maior interação atrativa é G18 (-53,83 kcal/mol).

Fonte: Autora, 2012

Os aminoácidos mais atrativos da região do pirofosfato (região iv) são o R45 (-250,14
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kcal/mol) e o Q98 (-78,70 kcal/mol), os quais interagem com o fármaco através de liga-

ções de hidrogênio com os oxigênios nas posições AM e AF, respectivamente. Os outros

aminoácidos que interagem com esta região do fármaco, são G96 (-31,32 kcal/mol), G97

(-45,22 kcal/mol) e V99 (-26,71 kcal/mol), que também interagem com o fármaco por

meio de ligações de hidrogênio, exibindo fortes interações atrativas. Desta forma, todos

os aminoácidos desta região são energeticamente atrativos e favoráveis à ligação do fár-

maco no sítio ativo da proteína dfrA. A figura 4.16 mostra a mínimas distâncias, que

correspondem às ligações de hidrogênio, entre tais aminoácidos e o pirofosfato da região

iv.

Figura 4.16: Os principais aminoácidos da região iv e suas respectivas mínimas distâncias. A região iv,
que corresponde ao pirofosfato, interage com os aminoácidos através de ligações de hidrogênio, exibindo
assim interações energeticamente atrativas.

Fonte: Autora, 2012

Os principais aminoácidos da região v, mostrados na figura 4.17, são em sua maioria

atrativos e interagem principalmente com o grupo PO4 que está ligado à ribose. O R44

(-272,64 kcal/mol), que é aminoácido mais atrativo dentre os 32 aminoácidos exibidos no

BIRD (figura 4.12), interage com os oxigênios nas posições AL e AK do grupo fosfórico

do 4R-INADP, através de duas pontes de hidrogênio. O R67 (-224,26 kcal/mol) também

interage por meio de duas pontes de hidrogênio, sendo uma formada entre a ligação

peptídica do aminoácido e o oxigênio AE, e a outra é formada entre a cadeia lateral

do R67 e uma molécula de água, a qual também interage com o OAE através de uma

ligação de hidrogênio. O Q98 (-78,70 kcal/mol) é outro aminoácido que exibe interação

semelhante, ou seja, forma ponte de hidrogênio com uma molécula de água que forma de

modo simultâneo outra ponte de hidrogênio com o fármaco. Porém, o átomo do ligante

envolvido nesta inetração fortemente atrativa é o oxigênio da hidroxila na posição AJ. O

G43 (-28,92 kcal/mol) é o único aminoácido que não interage com esta região por meio de

ligação de hidrogênio, interagindo porém através de forças de van der Waals e exibindo
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interação atrativa com tal região. Portanto, assim como na região iv, nesta região todos

os aminoácidos também são energeticamente atrativos e favorecem a ligação do aduto

4R-INADP no sítio ativo da dfrA.

Figura 4.17: Região v com seus principais resíduos e suas respsctivas distâncias entre os átomos
interagentes. Todos os aminoácidos desta região são atrativos, sendo que o R44 (-272,64 kcal/mol) é o
mais atrativo entre todos os 32 resíduos considerados no BIRD, e assim como a maioria dos resíduos
desta região, interage com o fármaco através de pntes de hidrogênio. O G43 (-28,92 kcal/mol) é o único
aminoácido que interage com o ligante principalmente por meio de forças de van der Waals.

Fonte: Autora, 2012

Na região vi, os principais aminoácidos são o G80 (-18,57 kcal/mol) e o L102 (-24,41

kcal/mol), os quais são hidrofóbicos e interagem com esta região com energias atrativas.

O G80 interage através de uma ligação de hidrogênio com a mesma molécula de água que

forma simultaneamente uma ponte de hidrogênio com o nitrogênio 1 do fármaco. Já o

L102 interage com um dos hidrogênios da amina da posição N6 do 4R-INADP, por meio

de forças de van der Waals. A figura 4.18 mostra os resíduos envolvidos nas interações

desta região, e suas respectivas mínimas distâncias.

A projeção da densidade eletrônica total sobre o potencial eletrostático do 4R-INADP

e dos resíduos mais atrativos e repulsivos é mostrada nas figuras 4.19 e 4.20, respectiva-

mente. Sendo que, a isosuperfície do potencial eletrostático e a densidade eletrônica total

foram calculadas através do método DFT, usando aproximação LDA, base DNP e corre-

ção OBS. Os cálculos foram realizados no pacote DMOL3 do software Accelrys Materials

Studio 5.0.

Através da sobreposição da isosuperfície de potencial com a densidade eletrônica do

ligante e dos resíduos mais atrativos, é possivel identificar as regiões mais eletronegativas

(regiões em vermelho) e as mais eletropositivas (regiões em azul), assim como verificar

os aminoácidos que possuem maior ou menor eletronegatividade. Deste modo, na figura

4.19 verifica-se que as regiões mais eletronegativas do ligante, isto é, que possuem maior
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Figura 4.18: Principais resíduos da região vi e suas respectivas mínimas distâncias. Os aminoácidos
L102 (-24,41 kcal/mol) e G80 (-18,57 kcal/mol) interagem atrativamente com esta região por meios de
forças de van der Waals e ligações de hidrogênio, respectivamente.

Fonte: Autora, 2012

densidade de carga negativa, são o pirofosfato (região iv do 4R-INADP) e o grupo PO4

ligado à ribose da adenina (região v do 4R-INADP), enquanto que as aminas das regiões i

e v exibem densidade de carga positiva. Por outro lado, a maioria dos aminoácidos (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 oxigênio de sua cadeia

lateral. Sendo assim, Os aminoácidos 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 regiões mais

eletronegativas (priofosfato e PO4) exibem altas energias atrativas.

Na figura 4.20 é mostrada superfície de potencial acoplada com a densidade eletrô-

nica total do 4R-INADP e dos aminoácidos mais repulsivos (D19, D27, D125 e E114).

Visto que tais resíduos possuem o grupo carboxila em suas cadeias laterais, é verificada

uma densidade de cargas negativas nas cadeias laterais dos mesmos. No entanto, , a

cadeia peptídica do aminoácido D19 (104,36 kcal/mol) possui átomos eletropositivos que
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Figura 4.19: Isosuperfície de potencial acoplada à densidade eletrônica total, do INADH e dos aminoà-
cidos mais atrativos, calculada através do método DFT, com aproximação LDA e conjunto de base DNP.
As regiões vermelhas indicam densidade de carga negativa, e as regiões azul indicam densidade de carga
positiva.

Fonte: Autora, 2012

encontra-se a uma curta distância do hidrogênio da hidroxila da posição 3’ do ligante,

que também possui densidade de cargas positivas, gerando assim uma forte interação re-

pulsiva entre este aminoácido e o ligante. Já o D27 (102,10 kcal/mol), interage com o

nitrogênio da posição AZ do fármaco, que possui densidade de carga negativa, através de

sua acadeia lateral eletropositiva, gerando assim uma interação repulsiva nesta região. Da

mesma forma, os outros resíduos exibem interações repulsivas, mostrando assim a grande

Instituto de Física - UFAL



4.3. Conclusão 97

contribuição eletrostática nas interações entre os resíduos repulsivos e o 4R-INADP.

Figura 4.20: Isosuperfície de potencial acoplada à densidade eletrônica total, do INADH e dos ami-
noàcidos mais repulsivos, calculada através do método DFT, com aproximação LDA e conjunto de base
DNP. As regiões vermelhas indicam densidade de carga negativa, e as regiões azul indicam densidade de
carga positiva.

Fonte: Autora, 2012

4.3 Conclusão

Mediante a mesma metodologia adotada para o sistema estudado no capítulo 3, aqui

foi realizado o estudo da interação do isômero acíclico 4R da Isoniazida (4R-INADP) com

o sítio de ligação da enzima redutase diidrofalato do Mycobacterium tuberculosis (MT)

denominada dfrA. Através da estrutura do cristal (código PDB 2CIG) da dfrA inibida pelo

composto 4R-INADP, foi selecionado um raio de 20 Å em torno do centróide do ligante,

e todos os resíduos, assim como a molécula do fármaco, tiveram seus átomos pesados

(como carbono, nitrogênio, oxigênio e fósforo) fixados, enquanto que somente os átomos de
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hidrogênio foram deixado livres para serem otimizados através do campo de força CVFF.

Então, partindo da estrutura do cristal 2CIG com os átomos de hidrogênio otimizados,

foi definida a região protéica para a qual seriam calculadas as energias de interação com o

fármaco, neste caso a região escolhida foi o sítio ativo fornecido pelos dados cristalográficos

(com 35 aminoácidos), além de mais 12 aminoácidos, os quais estavam localizados com

até 6Å de distância dos átomos do ligante. Desta forma, 47 aminoácidos foram estudados,

tendo suas energias de interação com o fármaco calculadas através do método quântico

DFT (com aproximação LDA, base DNP e correção OBS) na aproximação MFCC.

A partir dos cálculos da energia de interação entre o fármaco e os resíduos do sítio de

ligação da dfrA, foi possível conhecer o perfil energético das interações dos aminoácidos

com fármaco, a partir do gráfico BIRD, o qual foi plotado considerando somente os 32

aminoácidos mais importantes, isto é, os resíduos com energia maior que o módulo ±

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 interação,

e as regiões em que se deram as interações mais importantes.

Dentre as regiões que apresentaram maior afinidade com o fármaco, interagindo com

resíduos altamente atrativos, a região da ribose-𝑃𝑂4 se destaca por interagir fortemente

com 5 aminoácidos, sendo os mais atrativos o R44 (-272,64 kcal/mol), que é o resíduo com

maior energia de atração do BIRD, e o R67 (-224,26 kcal/mol). Entretanto, a região do

pirofosfato também exibibiu um importante perfil energético de interação, visto que tam-

bém interage com 5 aminoácidos bastante atrativos, dos quais o R45 (-250,14 kcal/mol)

e o Q98 (-78,70 kcal/mol) são os mais atrativos. Já a região da ribose da nicotinamida

apresentou algumas interações importantes, no entanto interagiu mais fortemente com o

R16 (-127,80 kcal/mol). Sendo assim, pode-se afirmar que as regiões constituídas por

grupos fosfóricos desempenham maior afinidade com os aminoácidos do sítio de ligação,

notando-se que a região do 4R-INADP que possui maior afinidade com o sítio de ligação

da enzima refere-se ao cofator NADP.
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Visto que algumas moléculas de água do cristal 2CIG também foram consideradas nos

cálculos de energia, tais moléculas participaram em ligações de hidrogênio, intermediando

assim a interação de alguns resíduos com o fármaco. Dentre os resíduos (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 fármaco através de pontes de hidrogênio intermediadas por moléculas de

água, o aminoácido com maior interação atrativa foi o R67, o qual também forma uma

ligação de hidrogênio com o oxigênio na posição AE do grupo 𝑃𝑂4 da ribose ligada na

adenina. Por outro lado, exceto a região derivada da isoniazida e a região da adenina,

a maioria das regiões do 4R-INADP exibiram ligações de hidrogênio diretamente com

alguns aminoácidos, e dentre estas regiões as que mais formaram pontes de hidrogênio foi

o pirofosfato, que interagiu através de pontes de hidrogênio com o Q98, o G97, o G96,

o V99 e o R45 (o aminoácido mais atrativo dentre todos), e a região da ribose 𝑃𝑂4 que

formou ligações de hidrogênio com o Q68, o R67, o S66 e o R44 (que é o segundo resíduo

mais atrativo dentre todos). Portanto, as energias dos resíduos participantes na formação

de pontes de hidrogênio sugerem que este tipo de interação possui alguma contribuição

para a energia de interação do fármaco.

As isosuperfícies de potencial e da densidade eletrônica total em torno do ligante e

dos aminoácidos mais repulsivos e atrativos, calculadas via DFT (com aproximação LDA,

base DNP e correção OBS), mostraram que as interações entre os aminoácidos mais atra-

tivos e o 4R-INADP, possuem uma significante componente eletrostática, visto que estes

resíduos possuem cadeias laterais com densidade de carga positiva, que interagem prefe-

rencialmente com as regiões eletronegativas do fármaco, que são o pirofosfato e o grupo

𝑃𝑂4 da ribose ligada na adenina. Da mesma forma, os resíduos mais repulsivos, intera-

gem com as regiões menos eletronegativas através de suas cadeias peptídicas (que também

possuem densidade de carga positiva), gerando assim uma forte interação eletrostática de

repulsão.

De um modo geral, pode-se afirmar que embora na literatura seja indicado que a

proteína diidrofolato redutase do MT, a dfrA, não é um bom alvo para a isoniazida [38],

o perfil energético das interações calculadas neste trabalho, indicam que o 4R-INADP
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possui uma alta afinidade com o sítio ativo desta enzima, onde as regiões que possuem

grupos fosfóricos são as principais responsáveis por tal afinidade. Sendo que o aminoá-

cido com maior predominância nas interações energéticas atrativas, foi o R44 (-272,64

kcal/mol). Deste modo, a utilização do método quântico DFT, através da aproximação

MFCC, possibilitou a descrição quantitativa das interações envolvidas entre o ligante 4R-

INADP e o sítio de ligação da proteína dfrA, favorecendo assim uma melhor compreensão

do mecanismo de ação deste sistema. Logo, o uso de método quânticos (como o DFT) em

conjunto com a aproximação MFCC é uma importante ferramenta de apoio no estudo de

fármacos.
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Capítulo 5

Conclusão e Perspectivas

No presente trabalho foi realizado o estudo da bioquímica quântica dos adutos da iso-

niazida (INH) ligados ao sítio ativo de proteínas redutase do Mycobacterium tuberculosis.

Através de um conjunto de ferramentas computacionais embasadas em modelos e métodos

teóricos de mecânica clássica e química quântica, foram estudados dois sistemas macromo-

leculares. O primeiro sistema biomolecular, tratado no capítulo 3, é formado pela enzima

redutase do MT codificada como inhA, inibida pela molécula bioativa INADH, que é um

composto derivado da catálise-peroxidase da INH com o substrato NADH. Já o segundo

sistema, abordado no capítulo 4, consiste na enzima diidrofolato redutase, codificada pelo

gene dfrA, inibida pelo isômero acíclico 4R da isoniazida, denotado por 4R-INADP. Am-

bos os sistemas foram estudados sob a mesma metodologia, onde a partir das estruturas

destas proteínas co-cristalizadas com seus respectivos inibidores, prosseguiu-se com o cál-

culo da energia de interação dos ligantes (adutos da INH) com seus respectivos sítios de

ligação nas enzimas.

Partindo das estruturas cristalográficas dos sistemas INADH-inhA (código PDB 1ZID)

e (4R-INADP)-dfrA (código PDB 2CIG), obtidas através de difração de raios-x. Após

a otimização do hidrogênios (em um raio de 20 Å da proteína) usando campo de força

clássico CVFF, foram calculadas as energias de interação entre os aminoácidos do sítio de
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ligação e os seus respectivos ligantes, utilizando-se o método quântico DFT (com funcional

LDA, base DNP e correção OBS) no esquema aproximativo MFCC. A partir do resultado

destas energias, o gráfico BIRD foi plotado considerando somente os aminoácidos que

apresentaram energia maior que ± 8 kcal/mol. Então, através do perfil energético das

interações apresentado no BIRD, foi possível mapear as regiões do fármaco detentoras de

maior afinidade com os aminoácidos do sítio ativo das enzimas, assim como identificar

os aminoácidos com interações mais importantes com o ligante. Portanto, com base nos

resultados obtidos para os dois sistemas, ligante-proteína, as regiões do fármaco com

maior afinidade são referentes às regiões do cofator, conforme predito na litetratura [22;

31]. Quanto aos aminoácidos mais importantes para as interações atrativas entre os

ligantes e o sítio de suas respectivas enzimas alvo, o K165 (-101,97 kcal/mol) e o R44 (-

272,64 kcal/mol) são os aminoácidos que exibiram maior interação atrativa com os ligantes

INADH e 4R-INADP, respectivamente.

Comparando os perfis energéticos das interações entre os fármacos e seus respectivos

sítios de ligação, de um mode geral, o ligante 4R-INADP exibiu energias de interação

fortemente atrativas com o sítio de ligação da dfrA, de modo que seus valores são mais

altos do que aqueles obtidos para o composto INADH ligado no sítio ativo da inhA.

Deste modo, supõe-se que a proteína redutase diidrofolato dfrA exibe maior afinidade

com o 4R-INADP, do que a proteína inhA para o INADH. No entanto, vale ressaltar

que o estudo teórico-computacional necessita de uma constante troca de informações

com os dados experimentais. Neste sentido, de acordo com as observações experimentais

de espectroscopia de massa realizadas em 2010, apesar de ser um aduto extremamente

potente contra a DHFR do MT in vitro, o 4R-INADP não é um produto da ativação

da INH pela KatG dentro da proteína, ponto primordial para a consideração de alvos

enzimáticos. Por este motivo, a dfrA não é um bom alvo para a INH [39].

Portanto, o uso do método quântico DFT aplicado à aproximação MFCC foi capaz

de fornecer resultados quantitativo para a energia de interação dos compostos bioativos

INADH e 4R-INADP com seus respectivos alvos enzimáticos, inhA e dfrA, de modo

que tais resultados podem servir de subsídios para o entendimento mais acurado dos
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mecanismos de ação envolvidos nestes sistemas, podendo levar ao aprimoramento das

estruturas moleculares destes ligantes, tornando-os mais eficientes. Sendo assim, métodos

quânticos em conjunto com métodos aproximativos (como o MFCC) para a descrição das

energias de interação de moléculas bioativas com sistemas macromoleculares, podem ser

uma ferramenta bastante útil para o planejamento e desenvolvimento racional de fármacos

mais potentes.
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