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RESUMO

A Isoniazida é o profarmaco sintético mais antigo, barato e efetivo da primeira linha de
tratamento da Tuberculose. Ela deve ser ativada pela catalase-peroxidase do Mycobacterium
tuberculosis, KatG, que produz um aduto isonicotinoil-NADH, INNADH, o qual se dirige a
proteina Enoil-ACP redutase do M. tuberculosis, InhA, a fim de interromper a cadeia de
sintese de acidos micdlicos. A resisténcia a isoniazida, isolada ou combinada a outras drogas €
uma das formas mais comuns de tuberculose resistente e representa uma ameaca ao controle
dessa doenca. Nesse contexto, o triclosan (TCL) surge como uma alternativa de inibidores da
sintese de acidos micolicos, ja que ele também € especifico da InhA. Este estudo visa avaliar
as interacdes de inibidores da InhA através da Simulacdo de Dindmica Molecular (DM) e
propor possiveis novos inibidores para essa enzima. O sistema utilizado neste trabalho foi
captado a partir do banco de dados PDB, cédigo 4TRO. Foram avaliados 8 ligantes, NADH,
INNADH, e os derivados do TCL, P31, P41, P52, P61, P72 e P80. Na regido inferior do sitio
ativo da InhA foram mais frequentes empilhamentos de carga n feitos por PHE41 e PHE97
com os ligantes NADH, INADH, P80, P31, P72, entretanto P41 fez uma ligacdo de
hidrogénio (LH) com a PHE41. Na regido central do sitio ativo, residuos como A GLY96,
SER20 e ILE21 fizeram LH com NADH, INNADH, P31, P41 e P80. Em relacéo a regido
superior do sitio da InhA. A PHE149 realizou EC-t com o INNADH e P41. Ja no P31 foi
uma LH com este residuo e no P80 as energias sdo favoraveis para interacdo. As energias
livres de cada sistema apresentadas por ordem decrescente, séo INNADH (-72,038 kcal/mol),
P80 (-45,841 kcal/mol), NADH (-41,463 kcal/mol), P41 (-40,178 kcal/mol), P31 (-31,807
kcal/mol), P72 (-30,614 kcal/mol), p52 (-19,475 kcal/mol) e P61 (-12,297 kcal/mol). Estes
resultados destacam P80 e P41 como candidatos promissores a inibidores da sintese de acidos
micolicos de M. tuberculosis, ja que ser perfil energético é competitivo aos valores mostrados
pelo NADH.

Palavras-chave: Triclosano, Isoniazida, Enoil-ACP redutase, InhA, Mycobacterium

tuberculosis.



ABSTRACT

Isoniazid is the oldest, cheapest and most effective synthetic prodrug of the first line of
treatment for Tuberculosis. It should be activated by the Mycobacterium tuberculosis
catalase-peroxidase, KatG, which produces an isonicotinoyl-NADH adduct, INNADH, which
targets the M. tuberculosis Enoyl-ACP reductase protein, InhA, in order to disrupt the
synthesis chain of mycolic acids. Resistance to isoniazid alone or in combination with other
drugs is one of the most common forms of resistant tuberculosis and poses a threat to the
control of this disease. In this context, triclosan (TCL) appears as an alternative inhibitor of
the synthesis of mycolic acids, since it is also specific to InhA. This study aims to evaluate the
interactions of inhibitors of InhA through Molecular Dynamics Simulation (DM) and propose
possible new inhibitors for this enzyme. The system used in this work was captured from the
database PDB, code 4TRO. Eight ligands, NADH, INNADH, and the TCL, P31, P41, P52,
P61, P72 and P80 derivatives were evaluated. In the lower region of the active site of InhA
were more frequent © charge stacks made by PHE41 and PHE97 with the ligands NADH,
INADH, P80, P31, P72, however P41 made a hydrogen bond (LH) with PHE41. In the central
region of the active site, residues such as A GLY96, SER20 and ILE21 did LH with NADH,
INNADH, P31, P41 and P80. In relation to the upper region of the InhA site. The PHE149
performed EC-n with the INNADH and P41. Already in P31 was an LH with this residue and
in P80 the energies are favorable for interaction. The free energies of each system presented
in descending order are INNADH (-72,038 kcal / mol), P80 (-45,841 kcal / mol), NADH (-
41,463 kcal / mol), P41 (-40,178 kcal / mol), P31 (-30.614 kcal / mol), p52 (-19.475 kcal /
mol) and P61 (-12.297 kcal / mol). These results highlight P80 and P41 as promising
candidates for M. tuberculosis mycolic acid synthesis inhibitors, since being an energy profile

is competitive with the values shown by NADH.

Keywords:, Triclosan, Isoniazid, Enoyl-ACP reductase, InhA, Mycobacterium tuberculosis.
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1 INTRODUCAO

A lsoniazida é o profarmaco sintético mais antigo, barato e efetivo da primeira linha
de tratamento da Tuberculose. Este farmaco tem destaque pela especificidade para o M.
tuberculosis o0 qual apresenta concentracdo inibitéria minima (MIC) muito baixa, 0,02 -
0,05pg/mL (ROSSETI et al., 2002; PETRI Jr, 2010). A hidrazida do &cido isonicotinico deve
ser ativada pela enzima catalase-peroxidase, KatG (ZHANG et al., 1992; ROSSETI et al.,
2002). A KatG produz um radical isonicotinoil que se liga covalentemente ao NADH, este
aduto dirige-se a proteina redutase transportadora de Enoil-ACP redutase dependente de
NADH, InhA, a fim de bloquear em Gltima instancia a sintese de acidos micolicos (TIMMINS
et al., 2004). Qualquer mutacdo que promova a reducdo da atividade da KatG resulta na
resisténcia a isoniazida ja que ela depende da ativacdo mediada por essa enzima (ZHANG et
al., 2005).

A resisténcia a isoniazida, isolada ou combinada a outros farmacos antituberculose,
incluindo Rifampicina, Pirazinamida e Etionamida, constitui a forma mais comum de
resisténcia terapéutica e representa a primeira etapa na evolucéo para multirresisténcia (MDR,
resisténcia pelo menos a Isoniazida e Rifampicina) e em seguida a extensiva resisténcia
(XDR), que se configura como MDR com resisténcia adicional a uma fluorogquinolona e um
farmaco de segunda linha injetavel (amicacina, kanamicina ou capreomicina) (WHO, 2016).
No cenario contemporaneo de casos de tuberculose resistente cada vez mais crescentes
tornam necessarios maiores esforcos para o controle efetivo dessa doenca, que leva a débito
quase dois milhdes de pessoas por ano. Dos 490.000 casos decorrentes de multirresisténcia,
quase 200.000 morrem a cada ano (WHO, 2015). Esses esforcos incluem além de deteccéo
rapida, o desenvolvimento de medicamentos mais efetivos contra o bacilo, constituindo uma
das etapas prioritarias para o controle e erradicacdo da tuberculose.

Nesse cenario surgiu o triclosano, (4-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol), que foi
bastante utilizado na indUstria de produtos de higiene pessoal como conservante (LEVY et al.,
1999; SCHWEIZER, 2001). Logo foi observado seu amplo espectro contra vérias bactérias e
fungos, o que tornou possivel elucidar a acdo deste composto a qual é especifica para a sintese
de &cidos graxos, onde o alvo é a Enoil-ACP redutase (Fabl em varias bactéerias e InhA no M.
tuberculosis) (JONES et al., 2000; MCMURRY; MCDERMOTT,; LEVY, 1999;
MCMURRY; OETHINGER; LEVY, 1998). Além de especifico o triclosano mostra um perfil
seguro, demonstrado baixa toxicidade (BHARGAVA; LEONARD, 1996).
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O estudo in silico da estrutura de compostos é possivel devido a existéncia de
softwares para a abordagem quimica e, também, através de bancos de dados em rede, os quais
surgiram como ferramentas de fundamental importancia para a descoberta e planejamento de
farmacos pela rapidez da analise da atividade bioldgica versus propriedades fisico-quimicas
de uma série de moléculas de interesse, viabilizando, ainda, estudos de agentes terapéuticos ja
existentes e no desenvolvimento de novos medicamentos (CARVALHO et al.,2003).

Estudos tém sido realizados com a finalidade de descrever e, se possivel, desenvolver
um novo farmaco com indice terapéutico elevado, poténcia e seletividade assegurada,
garantindo, assim, a eficacia do tratamento sem causar prejuizos a salde do paciente ou a sua
ndo adesdo a terapia, 0 que constantemente ocorre devido ao aparecimento de reagdes
adversas medicamentosas ou efeitos toxicos que o obrigue a interromper a quimioterapia ou
ainda desenvolvimento de resisténcia ao medicamento (SOBRAVIME, 2001; WHO, 2016).
Ao longo dos ultimos anos tem sido proposto, em média, mais de 10 mil novos candidatos a
farmacos a cada ano, dos quais apenas 1 (um) chega a ser selecionado para tratamento clinico
(MILARDI; PAPPALARDO, 2015).

Diante deste contexto, o presente estudo visa avaliar a as interacdes que conferem a
isoniazida eficacia no bloqueio da sintese de &cidos micélicos e as energias envolvidas e
compara-los com as proposicdes de derivados de triclosanos, visando o planejamento racional
de um possivel ligante que tenha maior eficiéncia no bloqueio da sintese de acidos graxos do
Mycobacterium tuberculosis promovendo, entdo, a morte destes bacilos e o controle dessa

doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Observar a interacdo entre inibidores da InhA, Enoil-ACP Redutase do

Mycobacterium tuberculosis através de simulagdo computacional.

2.2  Especificos

= Estudar os aspectos conformacionais e geométricos da Isonicontinoil-NADH e
NADH e derivados do Triclosano;

= Verificar as interagdes significativas que levam a inativacdo da InhA;

= Estudar a espontaneidade dos sistemas em estudo por meio da realizacdo de
calculos de energia livre de ligacdo entre a InhA e os ligantes;

= Propor novos derivados do triclosano, que atuem na InhA, Enoil-acil ACP

Redutase.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 O Complexo Mycobacterium tuberculosis

O género Mycobacterium € o Unico representante da familia Mycobacteriaceae. A
principal caracteristica deste género é a presenca, em grande quantidade, de &cidos graxos de
cadeia longa denominados &cidos micélicos na parede celular micobacteriana (Figura 1). Esta
caracteristica confere as micobactérias a alcool-acido resisténcia, podendo ser detectadas pela
baciloscopia através da coloracdo de Ziehl-Neelsen, bem como é essa peculiaridade que da

nome a familia e ao género Mycobacterium (RUNYON, 1959).

Figura 1 - Estrutura da Parede Celular de Micobactérias.
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sl : Arabi
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3
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Trans membrane Froteins associated to
proteins plasma membrane
TRENDS in Microbiology

Fonte: MedJahed (2009).

Atualmente existem 175 espécies e 13 subespécies de micobactérias (EUZEBY,
2016). Elas sdo divididas em trés grupos tais como o Mycobacterium leprae, as micobactérias
ndo tuberculosas (MNT) e o complexo Mycobacterium tuberculosis. Este dltimo é
representado pelo M. tuberculosis, agente etioldgico da tuberculose em humanos, e outras
espéecies como o Mycobacterium caprae, Mycobacterium microti, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium bovis bovis, Mycobacterium bovis BCG, e Mycobacterium pinnipedii
(EUZEBY, 2016), que causam a TB em animais, possuem uma estreita relacdo genética,
contudo se diferem quanto a patogenia, infectologia e distribuicdo geografica (BROSCH et
al., 2002).
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3.2 Isoniazida

A lIsoniazida € um medicamento usado para o tratamento da tuberculose no Brasil e no
mundo. Sua administracdo é feita em conjunto com Rifampicina, Pirazinamida e Etambutol
nos primeiros dois meses, objetivando a reducdo geométrica da populacdo de bacilos e
tentando-se evitar o desenvolvimento da (multi)resisténcia as drogas, seguidos de mais 4
meses junto com a Rifampicina (SBTP, 2009).

A isoniazida, Figura 2(1), € o mais antigo farmaco sintético efetivo contra a TB e um
dos principais quimioterapicos de primeira linha no tratamento da doenca, sendo reconhecida,
ja em 1952, como potente agente contra 0 Mycobacterium tuberculosis (MIDDLEBROOK,
1952; ASIF, 2012). Atualmente isoniazida ainda é a mais barata e eficaz no tratamento da
tuberculose (ROUSE; MORRIS 1995, SBTP, 2009). Sua concentracdo inibitéria minima
(MIC) é muito baixa, 0,02 a 0,05pug/mL, o que contribui para sua eficacia (MUSSER, 1995;
ROSSETI et al.,, 2002; PETRI Jr, 2010). Este farmaco é notoriamente seletivo para
micobactérias, especialmente para o M. tuberculosis. Para inibir outros microrganismos séo
necessarias doses de pelo menos 10000 (dez mil) vezes maior (Cerca de 500pg/mL) (PETRI
Jr, 2010).

Figura 2 - Estrutura quimica de alguns farmacos antituberculose. 1) Isoniazida; 2)
Pirazinamida; 3) Etionamida; e 4) Rifampicina.
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Fonte: Nogueira (2012).

Dois anos apos sua introducéo no tratamento da tuberculose, os primeiros mutantes de
M. tuberculosis resistentes a isoniazida foram isolados e muitas dessas linhagens mostraram
reducdo na acdo da catalase-peroxidase (KatG) (MIDDLEBROOK, 1954). Posteriormente
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constatou-se que este ndo é o Unico mecanismo de resisténcia. Outros mecanismos envolvem
genes de enzimas como a redutase transportadora de enoil-acil dependente de NADH (InhA),
alquil hidroperdxido redutase (AhpC), NADH desidrogenase (Ndh) (STOECKLE et al., 1993;
ALTAMIRANO et al., 1994; ROUSE et al., 1996; CATTOIR, 2004).

A mutacdo mais comum no gene da catalase-peroxidase micobacteriana, katG, é
Ser315Thr a qual esta associada a resisténcia a Isoniazida sem redugdo da viruléncia ou
transmissibilidade das cepas de M. tuberculosis (PYM et al., 2002; COHEN et al., 2004).

Figura 3 - Mondmero da Enoil-ACP redutase do M. tuberculosis, InhA (PDB 1ZID),
representada em New Cartoon e o aduto INH-NAD em azul, a fenilalanina 149 em vermelho.

Fonte: adaptado de Rozwarski et al. (1998).

Nesse mesmo contexto, 0 mecanismo de resisténcia a isoniazida, no que tange as
mutacdes no gene inhA, a mais comum € a permuta de residuos na posicdo SER94ALA, ou
seja, de uma serina para uma alanina. Essa mutacao parece estar relacionada ao impedimento
da interacdo da proteina com o aduto INH-NADH, ilustrado na Figura 3, na por¢do originada
da isoniazida, todavia, sem grandes prejuizos as interacbes com a coenzima NADH que, por
conseguinte ndo interfere na sintese dos &cidos micdlicos da parede celular micobacteriana
(ROZWARSKI et al., 1998; HARTKOORN et al., 2012).

3.3  Sintese de Acidos Graxos e Mecanismos de Acéo da Isoniazida.

O mecanismo biossintético de acidos graxos € denominado sistema FAS (do inglés,

Fatty Acid Synthase). Existem duas vias de Sintese de Acido Graxo, FAS do tipo | e Il. A
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sintese de &cidos graxos pelo sistema FAS |, que ocorre em eucariotos, exceto plantas, é
realizada por uma unica enzima multifuncional, que sintetiza moldes para o sistema FAS II.
Entretanto, no sistema FAS Il cada catalise é realizada por uma enzima diferente, a qual
ocorre em P. falciparum, plantas e bactérias (Figura 4). Assim, em ambos 0s casos, 0
substrato é continuamente ativado via ligagdo tioéster ao grupo prostético do cofator
necessario, coenzima A ou uma proteina acil-transportadora, ACP (KUO et. al, 2003;
MARRACHI et al., 2003; ANDRADE et al., 2008). Entretanto, ao se tratar de micobactérias,
esta sintese é realizada das duas formas, pelo FAS 1 e Il, sendo que o sistema FAS Il utiliza os
produtos da FAS | para um alongamento de cadeias maiores e mais uniformes, as quais sao as
precursoras dos &cidos micolicos, principais e importante componente da parede celular
micobacteriana (BARRY et al., 1998; ANDRADE et al., 2008). Essa via de sintese de
lipideos pode ser cessada pelo aduto, INNADH, o qual inibe a InhA e, assim, a biossintese de
acidos graxos (FAS I), especialmente os acidos micolicos (a-micolatos, metdxi-micolatos e
ceto-micolatos), Figura 4, responsaveis pelo impedimento da maturacdo do fagossomo no
macrofago (FRATTI et al., 2003), logo, deixando a bactéria exposta a acdo bactericida do
macrofago (ZHANG et al., 2003, ANDRADE et al., 2008).

Figura 4 - Mecanismo de acdo da INH. A INH é ativada pela KatG e forma o aduto
INH-NAD, que se dirige a InhA e bloqueia a atividade da enzima.
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Além disso, o aduto formado pela isoniazida e 0 NAD ndo parece ter grandes
diferengas nas interagdes dentro do sitio da Enoil-ACP redutase em relacdo ao NADH. O sitio
ativo quando interage com o INH-NAD possui um PHE149, que promove um 7 stacking
(empilhamento de cargas m) justamente na por¢do isonicotinoil (Figura 5). Ademais, hd uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular entre a amida nicotinamida e a acila do isonicotinoil,
ainda, ocorre uma troca de interacdo da amida da isoleucina 194 com a amida da nicotinamida
pela interagdo com a carbonila da nicotinamida (ROZWARSKI et al., 1998; CHOLLET et al.,
2015).

A isoniazida deve ser ativada por uma enzima catalase-peroxidase (ZHANG et al.,
1992; ROSSETI et al., 2002). A KatG separa o grupo hidrazida (-NH-NH,) do isonicotinoil e
associa com NADH para formar o aduto isonicotinoil-NADH. Este aduto liga-se fortemente a
proteina redutase transportadora de enoil-acil dependente de NADH, conhecida como InhA,
que acaba por bloquear o substrato natural e a acdo da Sintase de Acido Graxo,
provavelmente do sistema FAS |. Este processo inibe a sintese de &acidos micdlicos,
necessarios a parede celular de micobactérias (TIMMINS et al., 2004; TIMMINS; DERETIC,
2006).

Figura 5 - Representacéo do sitio da InhA com o INH-NAD. Em magenta esta a
porcao isonicotinoil, em azul esta a porcao correspondente a0 NADH e em rosa esté ilustrado
a SER94 a qual esta envolvida em um dos mecanismos de resisténcia do bacilo de Koch.
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34 Outros Farmacos Antituberculose.

Outros farmacos que compdem a multidrogaterapia da tuberculose possuem estrutura
derivada da nicotinamida e, portanto, semelhante ao da hidrazida do acido isonicotinico. Um
exemplo é a Pirazinamida, Figura 2 (2), que € um derivado pirazinico da nicotinamida, que
tem acdo sobre a sintese de acidos micoélicos, assim como a isoniazida, porém seu mecanismo
de acdo parece estar envolvido com a inibicdo na Sintase de Acido Graxo I, sistema FAS |
(PETRI Jr, 2010).

Outro mecanismo importante de acdo da Pirazinamida estd ligado a reducdo do
potencial de membrana micobacteriano, através do acimulo de acido pirazindico produzido
pela enzima micobacteriana nicotinamidase/pirazinamidase (PZase) utilizando a pirazinamida
como substrato, em pH &cido, semelhante ao ambiente interior do fagossomo do macréfago
(ZHANG et al., 2003). O 4cido pirazindico ndo parece possuir um unico alvo especifico, mas
existem evidéncias de que ele dificulta a sintese de RNA mensageiro e de proteinas,
produzindo com seu principal efeito a reducdo do potencial de membrana e de mecanismos de
efluxo da célula micobacteriana (KONNO et al., 1967; SCORPIO; ZHANG, 1996).

Uma caracteristica interessante a respeito da atividade e eficacia da pirazinamida é o
fato de seu efeito ser melhor em bacilos com pouca ou nenhuma taxa de crescimento do que
em bacilos com intensa taxa de crescimento, ao contrario de outros antimicrobianos (ZHANG
etal., 2002).

Outro farmaco estruturalmente semelhante a nicotinamida é a Etionamida, Figura 2
(3). Esta é um profarmaco que necessita da ativacdo da enzima EtaA, uma monooxidase
dependente de FAD e NADPH especifica, que produz um sulféxido e posteriormente uma
piridina. Apés sua ativacdo, a etionamida inibe a InhA, enoil-ACP redutase, interrompendo a
cadeia de sintese de acido graxo I, FAS |, igualmente a isoniazida, produzindo como efeito
final a interrupcéo da sintese de &cidos micdlicos (LARSEN et al., 2002; PETRI Jr; 2010).

O M. tuberculosis exibe uma resisténcia cruzada entre etionamida e isoniazida, quando
ha a superexpressao do gene inhA, que codifica a enoil-ACP redutase. Essa superexpressao se
da através de mutacdes na regido promotora do gene inhA, que também e conhecida como um
dos mecanismos de resisténcia a isoniazida do bacilo da tuberculose (LARSEN et al., 2002).
Outro mecanismo de resisténcia a etionamida, que também ocorre na isoniazida, é mutacoes
no gene estrutural da InhA. Essas mutagdes modificam residuos da proteina alterando a
afinidade do farmaco com o receptor mutante da proteina, tais como SER94ALA e
ILE21VAL.
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A etionamida é efetiva contra o M. tuberculosis, todavia ndo é uma droga da primeira
linha de tratamento desta doenca, devido seus efeitos adversos serem de moderados a graves.
As principais queixas que envolvem o uso da etionamida sdo nauseas, vOmitos, anorexia,
irritacdo gastrica, e uma variedade de sintomas neurologicos, como sonoléncia, depressdo
mental, além de distarbios oftalmicos, olfatdrios. A administragdo conjunta a vitamina Bg
(Piridoxina) alivia os sintomas neurolégicos. Apresentam hepatotoxicidade a qual desaparece
com a interrupcéo do tratamento (PETRI Jr, 2010).

3.5  Triclosano (TCL)

O triclosano (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol), ilustrado na Figura 6, é um
composto quimico ndo idnico pertencente a classe dos bisfenois ou difenil éteres e
amplamente utilizado ha quase 50 anos como conservante em Vvarios produtos cotidianos de
higiene pessoal (LEVY et al., 1999; SCHWEIZER, 2001). Esse composto é efetivo contra um
amplo espectro de bactérias e fungos (JONES et al., 2000; LEVY et al., 1999; MCMURRY;
MCDERMOTT,; LEVY, 1999).

Figura 6 - Formula estrutura da Triclosano.
HO Cl

Cl Cl
Anel A Anel B

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Muitos anos ap0s a introducdo do Triclosano como conservante foi descoberto qual o
alvo especifico de acdo dessa droga. O triclosano apresentou acdo especifica contra Enoil-
ACP redutase de Escherichia coli (Fabl) atuando assim diretamente na inibicdo da sintese de
parede celular levando a célula bacteriana a lise (MCMURRY; OETHINGER; LEVY, 1998).
A partir dai, foi investigada a acdo desse composto contra as Fabl de vérias bactérias e
fungos, inclusive do Mycobacterium. smegmatis, o qual também demonstrou acédo especifica a
inibicdo da sintese de acidos graxos assim como na E. coli (MCMURRY; MCDERMOTT;
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LEVY, 1999). Pouco tempo depois foi elucidado através de métodos de quimica medicinal
qual o comportamento do Triclosano frente a Enoil-ACP redutase, esse mecanismo consiste
na ocupacdo do sitio na regido nicotinamida ribose, onde ocorre um empilhamento de cargas
7 entre o0 anel A do TCL e a nicotinamida do NADH junto a uma ligagcdo de hidrogénio entre

aOH do TCL e a OH da TYR156 da Fabl de E. coli (Figura 7)(LEVY et al., 1999)

Figura 7 - Mecanismo de agéo do Triclosano frente a Fabl E. Coli junto ao cofator
NADH. A linha pontilhada amarela mostra a LH entre a TYR156 e o fenol da Triclosano. A
linha dupla pontilhada representa 0 EC-x entre o anel A da TCL.

T Tyr156

Fonte: Adaptado de Levy et al., (19.99).

Além da especificidade para o sitio das Fabl (homologa a InhA) o triclosano € um
composto administrado de forma oral tem baixa toxicidade aguda, o qual s6 aumenta com a
mudanca da administracdo para a via intravenosa, mesmo assim continua em niveis seguros.
Do mesmo modo tem baixa toxicidade subcronica e cronica mostrando ainda baixo ou
nenhum efeito carcinogénico (BHARGAVA; LEONARD, 1996; JONES et al., 2000). Essas
caracteristicas tornam o TCL um promissor agente antibacteriano pela sua especificidade de
acdo, e seguranca e baixa toxicidade, visto que as reagdes adversas provocadas pela
multidroga terapia antituberculose sdo um dos fatores que levam os pacientes a abandonar o
tratamento, dessa forma, contribuem para o surgimento de cepas resistentes aos medicamentos
anti-TB. Tudo isso aliado ao fato deste fArmaco ndo precisar se ativado por qualquer outra

enzima tal como ocorre com Isoniazida, Etionamida e Pirazinamida.
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3.6  Planejamento e Desenvolvimento de Farmacos

A integracdo de conhecimentos sobre tecnologia, investimento e desenvolvimento em
pesquisa somado aos conhecimentos sobre a fisiologia dos organismos tem importancia
significativa no planejamento racional de farmacos, pela contribuicdo expressiva para
seguranca, eficacia e seletividade dos farmacos por seus receptores-alvos (GUIDO;
ANDRICOPULO, 2008). Este processo de planejamento € dividido em duas fases: | - pré-
clinica, na qual estdo inseridas as etapas de identificacdo, otimizacdo e estudos de relacéo
estrutura-atividade de moléculas; e Il - clinica é a etapa de desenvolvimento propriamente dito
(GODIM, 2007).

A fase pré-clinica do planejamento de farmacos pode ser conduzida com o auxilio de
ferramentas de triagens bioldgicas como a triagem de alto rendimento (HTS, do inglés, high-
throughput screening) e triagem virtual (VS, do inglés, virtual screening), além daqueles
realizados atraves de modelagem molecular (GUIDO et al., 2010). a modelagem molecular
consiste no desenho, manipulacdo de estruturas moleculares e célculo das propriedades fisico-
quimicas associadas a ela sob um dado conjunto de circunstancias, visando a construcdo de
uma representagao tridimensional dessa estrutura.

A modelagem molecular permite também, dentre outras possibilidades, prever os
mecanismos moleculares envolvidos na acdo e metabolismo dos farmacos (CARVALHO et
al. 2003). O conhecimento das estruturas de alvos macromoleculares ou de complexos
ligante-receptor permite a aplicacdo de estratégias de planejamento de farmacos baseado na
estrutura do receptor (SBDD, do inglés structure-based drug design). Contudo quando néo é
conhecida a estrutura do alvo, métodos de planejamento de farmacos baseado na estrutura do
ligante (LBDD, do inglés ligand-based drug design) sdo os mais recomendados.

O uso integrado de SBDD e LBDD geram informacfes sinérgicas e, portanto, mais
confidveis e Uteis no planejamento de NCE (New Chemical Entities) (GUIDO; OLIVA,
2009). O conhecimento da estrutura tridimensional do receptor € um instrumento-chave para o
planejamento baseado na estrutura do receptor. Estas estruturas dos receptores atualmente
encontram-se disponiveis em bancos de dados publicos, como PDB (Protein Data Base),
InterPro, EXPASy e Relibase (GUIDO; ANDRICOPULO, 2008; GUIDO; OLIVA, 2009;
GUIDO et al., 2010).

Ademais, o crescimento acelerado de hardwares com capacidade e eficiéncia muito
superiores aos do inicio dessa década, permitiu 0 uso de uns dos principais metodos utilizados

atualmente, este, consiste na Simulacdo de Dindmica Molecular (MD) (MILARDI;
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PAPPALARDO, 2015). Vérios softwares ou pacotes de programas realizam essa
metodologia, tais como NAMD (WANG et al.,, 2011), pdynamo, AMBER (CASE et al.,
2005). Logo, a integracdo de técnicas experimentais e computacionais assume grande
importancia no processo de planejamento de farmacos. Isto pode ser observado nos resultados

obtidos atraves do planejamento racional e desenvolvimento de farmacos.
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4 METODOLOGIA

Todos as etapas do presente foram realizadas em computadores disponiveis no
Laboratorio Amazonico de Computacdo Cientifica (LACC) e Laboratério Computacional
Sistemas Bioldgicos do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para

(LCSB), em sistema operacional Linux, plataforma Ubuntu versdo 14.04 LTS.

4.1  Obtencéo e preparacdo do Sistema Bioldgico

O sistema utilizado neste trabalho, proteina — ligante, onde a enzima é a Enoil-ACP
redutase e o aduto isonicotinoil-NADH, foi captado a partir do banco de dados PDB (em
inglés, Protein Data Bank), cujo cddigo € 4TRO (CHOLLET et al., 2015). A estrutura base de
compostos avaliados como possiveis inibidores da classe de triclosanos foram
correspondentes ao PDB 3FNE (FREUNDLICH et al.,, 2009). Na Figura 8 é possivel
visualizar de forma sintética as etapas de preparacdo do sistema em estudo. As estruturas dos
ligantes foram preparadas separadamente a proteina até a etapa de docking molecular. Depois
os ligantes foram docados separadamente na InhA. A etapa posterior consistiu na preparacao
do sistema para os calculos de dindmica molecular propriamente dita. E por Gltimo a anile dos
resultados obtidos.

Figura 8 - Fluxograma geral da metodologia aplicada a esta pesquisa.
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Fonte: Elaborado pelo prdprio autor.
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4.1.1 Estrutura e otimizacao dos ligantes

Os ligantes NADH, Isonicotinoil-NADH (INNADH) (4TRO) e o Triclosano (3FNE)
foram extraidos das estruturas cristalograficas obtidas no banco de dados PDB. Em seguida,
foi realizada a adic&o de hidrogénios, no NADH e INNADH, a qual foi realizada no software
Pymol (DELANO, 2004). Para o triclosano, foram desenhadas também no Pymol estruturas
candidatas a ligante da proteina Enoil-ACP redutase a partir do Farmaco6foro do inibidor do
PDB 3FNE, conforme demonstrado no Quadro 1 que apresenta quais 0s pontos de

substituicdo para a obtencdo dos candidatos a ligante da InhA.

Quadro 1 — Ligantes derivados do triclosan.
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Ao avaliar a estrutura quimica do NADH e INNADH foram desenhados ligantes
derivados do TCL que possuiam substituintes com propriedades eletrénicas, motivo da
escolha das hidrazonas visto que suas propriedades quimicas se assemelham as das
hidrazidas. Outro ponto importante ¢ a presenga de cargas m que tém muita importancia e
estreita relacdo com o papel da Isoniazida na inibi¢do da InhA.

Entretanto, o substituinte R2 teve origem no possivel efeito tautomérico que ocorre
com a porcao isonicotinoilnicotinamida do aduto INNADH, este se caracteriza pelo equilibrio
cetoamida-hemiamidal ocorrido neste composto (figura 9). Contudo, ainda existe uma
possibilidade de uma desidratacdo na hemiamida formando o radical R2 que tem menor
possibilidade de torsdo que o INNADH.

Figura 9 — Tautomeria do grupo cetoamida do fragmento isonicotinoilnicotinamida do
aduto INNADH e obtencéo do radical R2 dos ligantes P52, P61 e P72.

cetoamida Hemiamidal

Fonte: adaptado de Chollet et al., 2015.

Apbs o desenho, as moléculas foram submetidas ao Pymol para avaliacdo das
melhores poses dentro do sitio ativo da enzima. A figura 10 a seguir mostra a estrutura

quimica de todos os ligantes avaliados neste estudo.
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Figura 10 - Férmulas estruturais dos ligantes avaliados neste estudo. A) Cofator
NADH; B) INNADH; C) proposta P31; D) proposta P41; E) proposta P52; F) proposta P61,
G) proposta P72; e, H) proposta P80.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Posteriormente, as estruturas desenhadas a partir do triclosano, ligante natural da
enzima (NADH) e o farmaco ativo (INNADH) foram otimizadas no programa Gaussian 03
(FRISCH et al., 2003), os dois ultimos feitos pelo método frozen, gque, ligeiramente, consiste
em “congelar” a cadeia carbonica principal e otimizar apenas os hidrogénios adicionados. O
método empregado para a otimizacdo das estruturas foi o método quéantico DFT (Density
Functional Theory), com funcGes de base 6-31g*. O método DFT tem como propdsito
principal a obtengcdo de solugdes para a equacdo de Schrodinger, entretanto, através da
densidade eletrdnica. E um método simples e muito preciso em sistemas que ndo tenham
fluidos. Esta ferramenta foi desenvolvida por Hohenberg, Kohn e Shan (DUARTE, 2007) (.
O método DFT sofreu varias inclusdes de termos para deixa-lo ainda mais preciso. O método
variacional, o qual pode evidenciar o minimo de energia do sistema a partir de uma densidade

eletrbnica arbitraria. O funcional mais utilizado em sistemas moleculares é o hibrido B3LYP
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proposto por Lee, Yang e Parr (LYP) (DUARTE, 2007). Este hibrido tem boa correlagdo dos
resultados de otimizagdo geométrica com os dados experimentais. Este processo tem por

objetivo elucidar a estrutura de menor energia para 0s mais diversos compostos quimicos.

4.1.2 Docking molecular

A ferramenta de docking molecular, como o préprio nome ja sugere, realiza um
acoplamento de ligantes em estruturas polipeptidicas com o intuito de fornecer informacdes
sobre as conformacdes e tor¢des que o ligante deve assumir para uma interacdo com o sitio
ativo ou determinada cavidade peptidica. Esta ferramenta tem utilidade em acoplar ligantes
que originalmente ndo estdo na estrutura da proteina, como em estruturas cristalogréaficas.
Dessa forma, este método desempenha papel importante no processo de planejamento
racional de farmacos.

Vérios programas de computador sdo capazes de utilizar essa metodologia. Neste
trabalho foi utilizado o Molegro Virtual Docker (MVD) versdo 5.4 (MOLEGRO VIRTUAL
DOCKER, 2011). Foram submetidos ao docking seis ligantes desenhados a partir do
triclosano e numerados de 3 a 8. Para cada ligante foi gerado 5 poses as quais foram
enumeradas de 0 a 4, cujo ao final forneceu ao total 30 poses que foram codificadas de acordo
com o ligante e a pose gerada pelo software (ex. P31, ligante 3, pose 1; P44, ligante 4, pose
4). Todos os dockings foram realizados buscando-se a cavidade do cofator da cristalografia da
InhA, c6digo PBD 4TRO. A avaliacdo e escolha de uma conformacdo se baseia na soma da
energia de interacdo intermolecular (Einer) entre o ligante e a proteina e a energia de interacao
intramolecular (Einya) do ligante (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). No MVD, esse ajuste
representa a funcdo de pontuacao de docking, segundo a Equacao 1:

Escore = Eintra + Einter (Equagéo 1).

4.1.3 Calculos de carga RESP

Apols o desenho e otimizacdo das estruturas dos ligantes, € necessario extrair as
informagdes que correspondam a distribuicdo de cargas dos atomos do ligante. O método
utilizado para fornecer a distribuicdo de cargas € o método ESP (ElectroStatic Potential). Este
é calculado pelo método de Hartree-Fock (HF), com funcdes de base 6-31g*. O método
Hartree-Fock tem como proposito principal a obtencdo de solugbes para a equacdo de

Schroedinger de sistemas estacionarios, as quais sdo resolvidas com calculos aproximados,
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neste caso, atraves de Determinante de Slater da matematica matricial que trata os elétrons de
um sistema como uma matriz de dados.

Seguindo, o primeiro programa do pacote do AMBERtools 14 (CASE et al., 2014)(] a
ser utilizado é o ANTECHAMBER. Este € capaz de inserir informac6es ou transformar as
informagdes dos arquivos das etapas anteriores em arquivos legiveis aos outros programas do
pacote. Além disso, esse programa realiza processo de desenvolvimento de descritores de
campo de forca para a maioria das moléculas organicas. Os ligantes sdo parametrizados em
arquivos com informacdes completas de coordenadas cartesianas, distribuicdo de carga,
ligacdes, tipos de atomo com a “linguagem” do campo de for¢a do AMBER (Assisted Model
Building with Energy Refinement), o qual € amplamente utilizado para simula¢des com
biomoléculas e proteinas, tendo melhor performance na parametrizacdo desses tipos de

moléculas.

4.1.4 Obtencao da estrutura da enzima InhA e célculo de pKa

A estrutura da enzima utilizada no presente trabalho foi adquirida do PDB 4TRO
(CHOLLET et al., 2015). A mesma foi submetida ao servidor online do sitio PDB2PQR
(http://nbcr-222.ucsd.edu/pdb2pgr_2.0.0/) (DOLINSKY et al., 2004). Este sitio da internet é
capaz de realizar célculos de pKa e consequentemente o estado de protonacao de cada residuo
da proteina além de ser capaz de otimizar os hidrogénios adicionados a enzima. Os arquivos
gerados podem ser lidos em varios tipos de campos de forca PARSE, GROMOS, AMBER e
etc. Na presente pesquisa, os ficheiros criados para serem lidos no pacote de programas do
AMBERtools 14 (CASE et al., 2014).

4.1.5 Construcdo do complexo ligante-proteina

Apbs a parametrizacdo do ligante no ANTECHAMBER e a construcdo da proteina
com seu devido estado de protonacdo, os arquivos foram submetidos ao aplicativo LEaP do
pacote AMBERtools com a finalidade de montar o sistema a ser simulado. Nesta etapa foram
inseridos parametros do GAFF (General AMBER Force Field) e campo de forga ff99SB. Com
0 LEaP é possivel escrever 0s arquivos necessarios para as etapas iniciais da simulacdo de
dindmica molecular. Faz-se combinacdo dos arquivos referentes ao ligante e a proteina e
forma o complexo. Em seguida é produzido um arquivo com a topologia e outro com as

coordenadas do complexo proteina-ligante. Como o sistema a ser simulado é bioldgico, deve-
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se mimetizar esse ambiente, para isso € adicionado contra ions para neutralizar as cargas do
complexo. Em seguida é adicionada uma caixa octaédrica de agua TIP3PBOX com aresta de

10 A de distancia da superficie externa da proteina.
4.2  Simulagédo de Dinamica Molecular.

A simulagdo de dindmica molecular usada nessa pesquisa € baseada em Mecanica
Cléssica (Newtoniana), o qual requer campos de for¢a previamente parametrizados com dados
empiricos. E um método mais veloz, requer menor poder computacional, sendo assim pode
ser usado em sistemas com centenas de milhares de atomos. Todavia, despreza as
propriedades eletrnicas, haja vista que trata os &omos como cargas pontuais.

O campo de forca AMBER é amplamente utilizado para simulagbes com
biomacromoléculas solvatadas, tendo melhor performance na parametrizacdo desses tipos de
moléculas. O campo de forca AMBER é descrito pela equacéo abaixo:

Etotal = Eligacao + Eo + Eo + Evaw + Eel (Equacéo 2).

Ewtal € @ energia total do sistema, os trés primeiros termos da equacgdo se referem as
interacOes ligantes, onde a Ejigagio € @ energia associada a variagdo do comprimento da
ligacdo, E, € a energia da variacdo dos angulos de ligacédo, E,, é a energia associada a torséo
dos angulos diedros, os dois ultimos termos fazem referéncia as intera¢des ndo ligantes, cujo
Evew € a energia associada a interacdo ndo ligante independente da carga, Ee € a energia
associada a interacdes nédo ligantes devido as cargas atdmicas.

a) Energia de ligacdo: pode ser descrita pela Lei de Hook (Potencial

harmonico), o qual, portanto, trata a ligacdo como uma mola:
Eligagéo: 1/ZKIigage”lo (J - jequilibrio)2 (Equa(}éo 3)

Onde, Kiigacao € @ constante de forga para os atomos envolvidos na ligacéo, jequilibrio € 0
comprimento de ligacdo no ponto de equilibrio e j 0 comprimento de ligacdo num instante

qualquer. Esta equacdo € uma aproximacao do potencial de Morse:
E()=De(1—e ™) (Equacéo 4).

Aqui r é a distancia entre os atomos, re é a distancia de ligacdo de equilibrio, D, é a
profundidade do poco (definida em relacdo aos atomos dissociados), e a controla a "largura”
do potencial (quanto menor a, maior 0 pogo);

b) Energia angular: pode ser igualmente descrita pela lei de Hook:
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E, =%V, (o - 9equi||'brio)2 (EqanéO 5),

Onde, V, € a constante de forgca para os atomos envolvidos na ligacéo, eequilibrio € O
angulo de ligacdo no ponto de equilibrio e e 0 angulo de ligacdo num instante qualquer;

C) Energia de torsdo dos angulos diedros: é a variacdo de energia

inerente a rotacdo de uma ligacdo quimica entre os atomos B-C (E,,), onde B e C

estdo ligados a outros atomos, formando desse modo um angulo diedro entre os planos

ABC (A estd ligado a B) e BCD (D estd ligado a C). Habitualmente, a energia

associada a torsdo do angulo diedro varia de forma sinusoidal com este
Ew =7 2 Kdiedros (1 + cos(nw — 7)) (Equacdo 6).

Onde ® corresponde ao angulo de torsdo, Kgieqros @ barreira energética para que a
rotagdo ocorra; n a numero de minimos da fungdo (multiplicidade) e y o angulo de torséo

minimo.

A energia associada a diedros improprios é dada pela equacéo:
Ew = 1/2 E kdiedros (l - 008260) (Equa(;éo 7)

Onde o (neste caso) corresponde ao angulo ndo coplanar aos trés angulos planares;

d) Energia de Van der Waals: energia associada as interacfes atrativas e
repulsivas nao ligantes e independentes da carga dos atomos. Esta energia tende para
zero quando a distancia entre os a4tomos aumenta, e aumenta consideravelmente
quando diminuimos a distancia, embora exista atragdo a uma certa distancia, devido a
polarizacdo das nuvens eletrdnicas (mudanca dos spins). Pode ser descrita de potencial
de Lennard-Jones.

Evaw () = 4 & [(aiilriy) *~(ilri)°] (Equacdo 8).
Onde i e j representam um par de atomos; & 0 minimo de energia da funcéo
(normalmente obtido por ajuste de propriedades experimentais); rj; a distancia entre os atomos
i e j; o a distancia entre os atomos onde a energia € minima; 4 &;; [(cij/ri,-)12 corresponde a

forca repulsiva e - 4 g; [(oij/rij)° a forca atrativa.

e) Energia Eletrostatica: é calculada com base na lei de Coulomb,
corresponde energia das interacGes ndo ligantes do tipo Couldmbica, caracterizada

pelas cargas dos atomos ou por dipolos permanentes:

Eel ,j) = Gi Oy 4merij (Equagdo 9).
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Onde i e j representam um par de atomos; & a constante dieletrica do meio; rj a
distancia entre os dois atomos, ¢ e g; as cargas dos atomos.

A mecanica molecular, neste caso usando o campo de forcas AMBER, permite
calcular a energia do sistema em cada ponto no tempo (Eta), 1090, forca aplicada em cada
atomo em cada instante pode ser calculada através da derivada da energia calculada pela
mecanica molecular (Eta) €m cada posicdo de cada atomo:

-(dEotal/dr) = F(r) (Equacéo 10).

Como se trata da mecéanica newtoniana, as velocidades podem ser obtidas através da

aplicacdo da 22 Lei de Newton, cuja sera obtida a aceleragdo de cada atomo:
a(to) = dF(tp)/m (Equacdo 11).

Dessa forma, tornou-se é possivel determinar a posicdo de cada 4&tomo no instante

totALt:
r(to+tAe) = r(ty) + Vo(to) + Yea(t)) A7 (Equagéo 12).
Bem como suas respectivas velocidades:
V(totAt) = wo(to) + a(to)At (Equacéo 13).

Estes calculos sdo repetidos para cada microestado. A duragdo de cada microestado,
At, € suficientemente pequena para que a forca se mantenha praticamente constante durante
esse intervalo de tempo. Dessa maneira, as trajetorias obtidas serdo tdo mais exatas quanto

menor for o intervalo de tempo At.
4.2.1 Minimizacéo

Antes da simulacdo de Dindmica Molecular (DM), é essencial minimizar, ou seja,
relaxar o sistema a fim de diminuir as tensdes e também as sobreposi¢des de residuos. Isto se
torna indispensavel visto que na etapa de preparacdo da proteina no servidor PDB2PQR foram
adicionados Hidrogénios aos residuos, assim como foi adicionado solvente (dgua) e contra
ions no aplicativo LEaP, entdo este sistema pode ndo corresponder aos minimos reais no
campo de forca AMBER.

Assim, de posse dos arquivos de topologia (*.prmtop) e os de coordenada (*.crd) foi
usado 0 SANDER (Simulated Annealing with NMR-Derived Energy Restraints) para executar
os comandos de minimizag&o. Esta etapa foi estratificada em dois ciclos de trés minimizagdes.

A primeira etapa consistiu na minimizagdo das moléculas de agua do sistema em 500 ciclos
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totais, sendo 250 pelo steepest descent, com raio de corte de 9 A para as interagdes néo
ligadas. A segunda etapa tem como proposito o relaxamento dos H do sistema com os
mesmos parametros da primeira etapa. Na terceira etapa foi a vez de minimizar todo o sistema
com ciclos totalizando 5000 sendo que destes 3000 foram pelo steepest descent e 2000 pelo
gradiente conjugado, permanecendo 0 mesmo raio de corte para as interagdes ndo ligadas. As
etapas 4, 5 e 6 s@o a repeticdo das etapas 1, 2 e 3, respectivamente.

4.2.2 Aquecimento e equilibrio

Uma vez terminada a etapa de minimizacdo, os arquivos gerados serdo submetidos
também ao SANDER para iniciar a etapa de aquecimento do sistema até que este chegue nas
condicBes ambiente (em torno de 300 K). Assim como a minimizacao, a aquecimento também
é realizada por etapas. Para se ter a producdo de dindmica é indispensavel que esta seja feita
em temperatura e pressao constante, com o intento de mimetizar as condi¢6es bioldgicas ou
mesmo as condi¢cbes laboratoriais. Contudo estas etapas sdo curtas demais (25 ps) para
fornecer informacdes precisas a respeito da pressdo do sistema, por este motivo estas seréo
realizadas a volume constante.

O aquecimento do sistema foi feito de forma gradual (50-100, 100-150, 150-200, 200-
250 e 250-300 K), o ajuste da energia cinética em cada etapa foi calculado usando o
reescalonamento da velocidade conforme a distribuicdo de Maxwell-Boltzmann.

Em seguida, ap6s o término do aquecimento, foram retiradas todas as restri¢cdes do
sistema e finalmente deixar o sistema a pressao constante para executar uma ligeira producéo
de dindmica durante 250 ps a 300 K. Todas as etapas de aquecimento e equilibrio foram

realizadas com raio de corte para interaces ndo ligadas de 10 A.

4.2.3 Producéo de Dinamica Molecular

Depois da fase de equilibrio do sistema foram removidas as restri¢cbes artificiais,
permitindo assim que o sistema se mova livremente no solvente. O controle de temperatura
(ntt = 3) foi mantido. Um passo de tempo de 2 fs também é necessario para evitar uma grande
variagdo de temperatura. Além disso, foi executado 100 ns de DM, em intervalos de 5 ns
(5.000.000 de passos), salvando-se as coordenadas para o arquivo de trajetéria a cada 500

passos.
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4.2.4 Energia Livre e espontaneidade do sistema

Foram realizados calculos de energia Livre para avaliacdo da espontaneidade da
interacdo ligante-receptor durante a simulacdo de DM, o método utilizado foi de MM/GBSA
(do inglés Molecular Mechanics of Generalized Born Surface Area) no AMBER14 (CASE et

al., 2014; HOU et al., 2011). Para este calculo de energia livre foram usadas as equacdes:

AGiigagao = Geomplexo — (Greceptor + Giigante) (Equacéo 14),
AGjigagio = AH — TAS = AEyacu0 + AGsolvatado — T4S (Equacéo 15),
AEvacuo = AEeletrostatica + AEvaw (Equagio 16),
AGsowvatado = 4Gpolar + 4Gnpolar (Equacdo 17),

onde 0 4Giigacio € a energia livre de ligacdo total entre o ligante e o receptor, € Geomplexo, € @
energia do complexo, Greceptor € @ €nergia do receptor e Giigante € @ do ligante. A energia livre
de ligacdo é dividida em varios termos: a entalpia (4Eyscu0) que corresponde a soma da
energia eletrostatica (4 FEgjetrostatica) € Van der Waals (4Evqw). O outro termo € a energia livre de
solvatacdo (4Gsoivatado) que corresponde aos termos de energia polar (4Gpoiar) € @ Néo polar
(4Gnpolar), € a entropia (74S) que é a contribuicdo das mudangas conformacionais para a
energia livre de ligagdo e espontaneidade do sistema.

Apds, o célculo da energia total do sistema, foi realizado céalculos de decomposicédo
por residuo. Este calculo, por sua vez, contribui para quantificar as interaces de cada residuo
da proteina com o ligante, o0 que é muito Gtil para determinar que aminoacidos interajam mais
com o ligante. Também foi aplicado o método de MM/GBSA usando o protocolo de
decomposic¢éo padrdo no AMBER 14 (CASE et al., 2014).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1  Docking Molecular

O Molegro Virtual Docker (MVD) é um software de acoplamento molecular que
busca conformacbes através da combinagdo de algoritmos de evolucdo diferencial e de

predicdo de cavidade. A avaliagdo das poses geradas foi realizada de acordo com o MolDock

score (Tabela 1) e as ligagcdes de hidrogénio que tais poses realizavam com aminoacidos
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importantes para a inibicdo da InhA., como o residuo de PHE149, ILE194, LYS164,
THR196, PHE41, por exemplo.

Tabela 1 — Scores de energia obtidas para cada ligante derivado do triclosano suas
respectivas poses.

MolDock MolDoc MolDoc
Ligante Score Torsdes | Ligante k Score | TorsGes | Ligante k Score Torsdes

(kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)
P30 -136,338 5 P50  -190,550 8 P70 -167,814 7
P31 -130,556 5 P51  -176,239 8 P71  -166,106 7
P32 -129,804 5 P52  -167,452 8 P72  -152,071 7
P33 -125,130 5 P53  -161,405 8 P73  -144,161 7
P34 -124,615 5 P54  -159,055 8 P74  -142,474 7
P40 -133,473 5 P60  -142,923 5 P80  -165,703 8
P41 -130,280 5 P61  -139,344 5 P81  -162,925 8
P42 -129,453 5 P62  -138,924 5 P82  -161,197 8
P43 -126,282 5 P63  -135,067 5 P83  -159,467 8
P44 -122,655 5 P64  -134,336 5 P84  -150,013 8

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

A Figura 11 mostra as ligacdes de hidrogénios realizadas pelas poses escolhidas de

cada ligante com amino&cidos importantes para a inibi¢do da InhA.

Figura 11 — Visualizacdo das LigacOes de hidrogénio das poses escolhidas paraa DM
gerada através do software MVD.

P31 P41 (et 135) e
Ser53| YS1
Phe 40 _ (Phe 40]
P61 P72 Lys 164
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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5.2  Simulacédo de dinamica molecular

5.2.1 RMSD das simulagdes de dinamica molecular dos ligantes.

A enzima InhA é o alvo principal para desenvolvimento de farmacos que inibam a
sintese de acidos micélicos da parede celular micobacteriana. Diferentes alvos foram
propostos como potenciais inibidores dessa importante enzima do ciclo de sintese de
micolatos (ANDRADE et al., 2008; FREUNDLICH et al, 2009; HE; ALIAN;
MONTELLANO, 2007). As simulacbes de DM dos 8 sistemas avaliados neste estudo
(NADH; INNADH “ZID”; P31; P41; P52; P61; P72; P80) foram realizados com a mesma
cristalografia da Enoil-ACP redutase, a qual foi extraida do PDB 4TRO (CHOLLET et al.,
2015a).

Apbs as simulacbes foi obtido o0 RMSD (Root Mean Square Deviation) de cada
sistema para avaliar a variacdo em angstrons das trajetorias do complexo enzima-ligante e
estédo ilustrados a seguir na Figura 12. Vale ressaltar que ndo houve variagdes significativas de
temperatura e pressdo durante todas as simulagdes. Além disso, a enzima e o seu sitio ativo
permaneceram estaveis durante toda a trajetoria das simulac6es de todos os ligantes avaliados
aqui, mesmo a InhA tendo elasticidade implicita a sua estrutura como relatado em outros
trabalhos (COHEN, 2010; DIAS et al., 2007; SCHROEDER, 2004).

No sistema InhA-NADH (figura 12.1) é possivel observar que o sistema alcanca o
platé por volta de 10 ns (1000 frames). Em se tratando do ligante, assim como a proteina, este
teve também pequenas varia¢Ges na trajetoria. Quanto a forma ativada do farmaco isoniazida
(INNADH ou ZID), pode-se observar a estabilidade no decorrer de toda a dindmica

molecular, ilustrada na figura 12.2.
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Figura 12 - Grafico de RMSD da trajetdria dos complexos proteina-ligante deste
estudo. Em 1) NADH; 2) INNADH ‘ZID’ 3) P31; 3) P41; 5) P52; 6) P61; 7) P72; ¢ 8) P8O0.
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No que diz respeito ao comportamento dos derivados do triclosano (TCL) avaliados
neste estudo (quadro 1), os resultados foram diversos entre si de acordo com a simulacéo de
DM. O primeiro composto quimico avaliado foi o de codinome P31, cujo na simulacdo de
dindmica molecular demonstrou estabilidade em sua trajetoria e o plat6 do RMSD da DM foi
atingido em aproximadamente 10 ns de simulagdo (figura 12.3). Assim como o ligante, a
enzima e a cavidade de interacdo permaneceram estaveis. De maneira semelhante o ligante
P41 se comportou (figura 12.4), inclusive estes ligantes sdo isdbmeros de posicdo, onde a
diferenca reside na porcdo hidrazona que do P31 é uma nicotinamida e no P41 é uma
isonicotinamida. Na figura 12.5 pode-se observar que durante a simulacdo de DM o ligante
P52 apresentou comportamento com variagdes maiores que os ligantes P31 e P41, durante a
dindmica molecular, os Gltimos 30 ns foi onde mais ocorreu essa variacdo. Neste momento da
simulacdo a por¢do R2 do P52 (quadro 1) estava projetada para parte que compreende 0S
residuos de PHE41 e 97. Quanto ao ligante P61 o grafico de RMSD mostrou muitas variacdes
no decorrer de toda a trajetoria, ainda que a enzima e o seu sitio tenham apresentado menor
variacdo no RMSD (figura 12.6). Como a diferenca entre o P52 e o P61 é somente 0 R1
(quadro 1), pode-se presumir que o fragmento R2 ndo se mostra favoravel para interacdo no
sitio da Enoil-ACP redutase. Um processo muito semelhante ao que ocorreu com P52,
ocorreu com P61, entretanto, este Ultimo foi expurgado de dentro do sitio da enzima.

Para o ligante P72 o substituinte R1 foi o mesmo do ligante do PDB 3FNE de autoria
de Freundlich et. al (2009). O RMSD da trajetdria se mostrou estavel até aproximadamente 70
ns de simulacdo onde neste momento houve um salto no RMSD (figura 12.7). Entretanto a
proteina permaneceu igualmente ao sitio ativo estavel durante a simulacéo.

O ultimo ligante avaliado nesta pesquisa, P80, surgiu através da substituicdo do R2 do
ligante P31 pela hidrazona de isonicotinamida (R1 de P41). Essa substituicdo tornou o ligante
mais apto a ocupar toda a cavidade que naturalmente é ocupada pelo NADH. Como o0s
resultados de P41 e P31 que sdo ligantes menores e tiveram resultado satisfatério, todavia ndo
ocupavam a cavidade por completo. Durante a evolugdo da DM até 65 ns o P80 se manteve
estavel, e pouco antes de chegar aos 70 ns houve um pequeno salto no RMSD do ligante e

novamente se manteve estavel até o final da DM, como mostra a figura 12.8.

5.2.2 Energia Livre e espontaneidade dos Sistemas

A presenca do ligante na cavidade de uma proteina, por si SO, ndo garante que as

interacdes havidas ali contribuirdo ou ndo para a sua permanéncia no sitio. Para isso, €
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necessario avaliar a espontaneidade do sistema e esta medida é realizada através da equagéo
de Energia Livre de Gibbs. Assim sendo, foram comparados os valores de energia do cofator
NADH, do inibidor INNADH e seis ligantes propostos neste trabalho (figura 13).

Ao compararmos as energias fica evidente que o sistema com o inibidor INNADH € o
que apresenta menor valor de energia, portanto o sistema € 0 mais espontaneo, seguido em
ordem decrescente de valores absolutos P80, NADH, P41, P31, P72, P52, P61. E importante
frisar que o sistema com P80 demonstrou menor energia total (média de -45,841 kcal/mol)
quando comparado ao cofator natural, NADH (-41,463 kcal/mol), o que, portanto, torna o P80
um bom candidato a inibidor da Enoil-ACP redutase do Mycobacterium tuberculosis, visto
que ele pode competir com o NADH pelo sitio de liga¢do da proteina segundo estes dados. A
energia do ligante P41 (-40,178 kcal/mol) é aproximadamente a mesma energia apresentada
pelo sistema do NADH, isto o torna também um potencial candidato a inibidor da sintese de
acidos micolicos do bacilo de Koch. Em relacéo ao P31 (-31,807 kcal/mol) e P72 (média de -
30,614 kcal/mol) energias superiores a do NADH. E finalmente, P52 (média de -19,475
kcal/mol) e P61 (média de -12,297 kcal/mol) os quais apresentaram os maiores valores de

energia livre, o qual deve estar associado a saida desses ligantes do sitio ativo da proteina.

Figura 13 — Gréfico de energia livre obtido pelo método MMGBSA dos ligantes
avaliados no presente estudo.

Ligantes
0,000
10000 |NAD| |ziD| [P31] [Pax| |Ps2] fPe1| |P72] fPS0
-20,000 -12.297
= -19,475
£ -30,000
= . -30,614
S 40,000 31,807 ’
< -41,463 -40,178
Qo -50.000 -45,841
<
-60,000
-70,000
-80,000 -72,038

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Além das de fornecer as posi¢des dos atomos, ligantes, residuos é possivel extrair
informacdes a respeito das energias envolvidas nas interacbes entre o ligante e todos os
residuos da proteina. A energia de interagdo por residuo ou decomposi¢do por residuo permite
analisar o comportamento energético dos aminoacidos da proteina e suas modificacdes
conformacionais e nos permite tambem avaliar a espontaneidade dessas contribuicbes. A

tabela 2 deixa mais clara o padrdo da decomposi¢do por residuo e a intensidade dessas
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interacbes ocorridas em cada sistema. Nela foram mostrados os principais residuos que
interagem com o NADH e INNADH e comparados também que ligantes apresentam as
interacdes com os mesmos residuos da InhA e as energias associadas as elas.

Dessa forma, é possivel observar que o P80, P41 e P31 mostram um perfil energético
muito semelhante ao do NADH, a diferenca mais importante é a baixa interacdo que o P80,
P41 e P31 tem com o residuo de SERZ20, este € um dos residuos que interagem com o
Pirofosfato do NADH e do INNADH. Outro destaque € a interacdo entre PHE149 e o NADH
(-0,329 kcal/mol), que apresenta valor maior que o calculado para os ligantes P80 (-0,727
kcal/mol), P31 (-0,380 kcal/mol), igualmente para P41 (-1,847 kcal/mol), embora, neste
ultimo, sejam valores bem menores de energia de ligagdo se comparado ao NADH.
Entretanto, como ja esperado, O INNADH (-2,874 kcal/mol) demonstrou o menor valor entre
os ligantes para a interacdo com a PHE149.

Outros residuos importantes do sitio da InhA sdo importantes também para a
permanéncia do NADH e INNADH na enzima. A PHE41, localizada na regido sul do sitio da
InhA, apresentou energia espontanea na interacdo do tipo EC-n com o ligante INNADH (-
3,101 kcal/mol) assim como o P31 (-2,065 kcal/mol), P52 (-1,998 kcal/mol), P80 (-1,463
kcal/mol), NADH (-1,256 kcal/mol), em contraste aos anteriores, 0 P41 (-1,998 kcal/mol) fez
uma LH com a PHEA41. Por outo lado, a PHE97 mostrou maior afinidade com o P72 (-6,374
kcal/mol), sequido de P80 (-3,294 kcal/mol), NADH (-2,918 kcal/mol), entretanto com o
INNADH (-0,790 kcal/mol) os valores foram maiores. Com relacdo a GLY96, outro
importante residuo de ancoragem do sitio da InhA, demonstrou energia de interacdo mais
favorével ao P80 (-2,777 kcal/mol), depois o P41 (-2,028 kcal/mol) e INNADH (-1,638
kcal/mol) e P31 (-1,337 kcal/mol).

A regido central do sitio da InhA, que é a regido que naturalmente interage com o
pirofosfato do NADH e INNADH possui aminoacidos importantes que contribuem para a
permanéncia do ligante no sitio da enzima. A SER20 apresentou energia de interacdo mais
intensa para o NADH (-10,121 kcal/mol), embora tenha mostrado bons valores para o
INNADH (-4,771kcal/mol). Ademais, a SER20 ndo mostrou energia significativa de interacdo
com os ligantes restantes. O residuo ILE21 também interagiu com o NADH (-4,712 kcal/mol)
e INNADH (-2,186 kcal/mol) interagiu tambem com o P31 (-1,539 kcal/mol) e P41 (-1,792
kcal/mol). O residuo SER94, o qual esta relacionado como um dos mecanismos de resisténcia
a INNADH através da mutacdo que resulte na troca da SER94 por outro aminoacido
(ROZWARSKI, 1998), demonstrou bons valores de espontaneidade para as interagfes com
INNADH (-2,835 kcal/mol), P41 (-1,529 kcal/mol) e NADH (-1,029 kcal/mol), e para o P80
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(-0,494 kcal/mol), neste caso, este resultado pode representar algo favoravel a este ligante,

visto que a SER94 ndo tem grande contribui¢do para a permanéncia do P80 no sitio da InhA.

Além desses residuos citados acima, a THR196 também mostrou energia interacdo com

INNADH (-2,965 kcal/mol),

os ligantes (kcal/mol). Em dégradé vermelho estéo ilustradas interacfes espontaneas. Em

P80 (-1,429 kcal/mol) e NADH (-1,296 kcal/mol),
desempenhando papel importante para ancoragem de ligantes no sitio da InhA (PARIKH et
al., 1999; ROZWARSKI, 1998).

Tabela 2 — Descricdo de decomposi¢do por residuos dos principais residuos de todos

dégradé verde interacOes de energia positiva. Em ordem crescente de valores absolutos.

AA* N°  NADH INNADH P31 P41 P52  P6L P72 P80
GLY 14 -0699 085 -0916 -0476 0262 0004 0038 -0,449
ILE 15 -1049 0152 -0187 0179 -0217 0003 0015 -0,089
ILE 16 | -3382 -1180 0902 -1142 -1611 -0008 -1036  -1,268
SER 19 -098L 0029 0031 0022 0034 0001 0002 0,047
SER 20 4771 -0463 0031 0062 0011 -0019 0035
ILE 21 | 4712 2186 -1539 -1792 -0095 0001 0,227 -0,705
ALA 22 0317 0079 -0622 -0110 0020 0002 0022 -0,048
PHE 41 -1256  -3101 2065 -0675 -1998 0002 -0,184 -1463
ASP 42 0112 0003 0124 0022 -0238 0013 -0094 -0,295
LEU 63 0407 0424 -0047 -0031L 0,388 0001 0019 -0075
ASP 64 0038 -1119 0037 0014 -0524 0,008 -0024 0,031
VAL 65 -1198 -1431 -0061 -0614 -1,016 0002 0006  -0,287
SER 94 -0330 -285 -1028 -1529 0068 0013 0057  -0,494
ILE 95 | -2677 3788 -3184 -3115 -1854 0005 0,302 -2,477
GLY 96 -1638 -2010 -1337 -2028 -0260 0008 -0518 -2,777
PHE 97 2918 -0790 -1072 -0322 -2207 -0812 [[-6,874 | -3294
MET 98 -0019 -0026 -0005 -0026 -0087 0871 -0839 -0528
ILE 122 -1079 -1217 -0908 -0197 -0925 0005 -0,256 -1,114
MET 147 1500 -1173 -1370 -1365 -0008 0000 -0451 -1574
ASH 148 -0314 0731 -0387 -0,301 0006 0006 -0,023 -0,338
PHE 149 -0329  -2874 -0380 -1847 -0024 0003 -0222 -0,727
TYR 158 -0055 -1517 -0043 -0077 -0088 0074 -0195 -0,160
MET 161 -0665 -0360 0135 -0,853 -0,192 -0135 -1277 -0,884
Lys 165 [NEXEBN 1442 0397 0450 0275 0063  -0,504 | 1,258
ALA 191 -0602 0508 0,126 -0434 0002 000l -0011  -0,340
PRO 193 -0352 -1341 0041 -0164 0007 0004 -0035 0,773
ILE 194 -0826 2377 0252 -085 0005 -0001 -0,269 -1,663
THR 196 -1296 -2965 0428 -0034 0453 -0008 -0454 -1,429
LEU 197 0,352 -2668 -0256 -1502 0,758 0325 -2222  -1,707
ALA 198 -0173 2512 0048 -1020 0,765 -0270 -1855 -0,694

*: Aminoacido.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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A regido ao norte da cavidade ativa da InhA que contem os residuos que interajam
com as porc¢des nicotinamidas do NADH e INNADH. O mais importante deles é a PHE149 ja
descrito acima. No entanto, outros aminoacidos tém participacdo importante no processo de
inibicdo da InhA. Um deles é TYR158 que exibiu afinidade com o INNADH apenas (-1,517
kcal/mol) para o restante os valores de energia de ligagdo foram maiores. Vale ressaltar que a
TYR158 esta envolvida no processo de alongamento de cadeia em conjunto com a PHE149
(PARIKH et al.,, 1999; ROZWARSKI, 1998). Outro aminoacido é a ILE194 o qual
apresentou valores de energia favoravel a interacdo com o INNADH (-2,377 kcal/mol) e
também com o P80 (-1,663 kcal/mol). N&o teve energia de interacdo significativa para 0s

demais ligantes.

5.2.3 Principais interacdes entre os residuos da InhA e os ligantes

Para andlise das ligacdes intermoleculares do NADH foi usado o frame
correspondente ao 8500 (85 ns), onde foi verificada as distancias das ligagdes de hidrogénio
(LH) além das energias envolvidas nas interacbes intermoleculares. No instante 85 ns da
trajetéria da DM, os residuos que fazem ligacdo de hidrogénio com o NADH foram SER20
(2,58 A; -10,121 kcal/mol), ILE21(2,99 A; -4,712 kcal/mol) e THR196 (3,05 A; -1,296
kcal/mol) na porcdo pirofosfato do NADH; LYS165 (2,89 A; 2,677 kcal/mol) na -OH da
ribose ligada a nicotinamida (RN) e ALA191 (3,18 A; -0,602 kcal/mol), GLY192 (2,90 A; -
0,459 kcal/mol), na carboxamida da nicotinamida; e GLY96 (3,12 A; -1,638 kcal/mol) na
porcdo adenina ribose do cofator (AR). Além das ligacdes de hidrogénio classicas, outros
tipos de ligacdo foram identificados entre 0 NADH e a enzima, como o empilhamento de
cargas m (m-stacking) que foram realizados pelos residuos de PHE41 (-1,256 kcal/mol) e
PHE97 (-2,918 kcal/mol) que ocorrem na porc¢do da adenina, 0s quais sdo importantes para a
ancoragem do cofator no seu respetivo sitio de acdo (Figura 14). Esse achado corrobora com
resultados de cristalografia de outros trabalhos (CHOLLET et al., 2015a; DIAS et al., 2007;
ROZWARSKI, 1998).
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Figura 14 — Visualizacdo das principais interacdes (em A) entre os residuos do sitio
ativo e 0 NADH. A linha dupla tracejada ao sul da imagem representa o empilhamento de
cargas ©t face-a-face deslocada. As linhas simples tracejadas representam as LH. Os valores
destacados se referem a distancia entre os atomos da LH.

ALAI91
| GLY192 | |

.......

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Além de fornecer as posicdes dos atomos, ligantes, residuos é possivel extrair
informacdes a respeito das energias envolvidas nas interacdes entre o ligante e todos os
residuos da proteina. Adiante, é possivel observar na figura 15 as interagcBes que o aduto
INNADH realiza com a enzima InhA no frame 8500 da trajetéria da DM. Dentre essas
interacbes ocorreram ligacdes de hidrogénio entre os residuos LYS165 (2,76 A; -1,442
kcal/mol), ILE194 (3,05 A; -2,377 kcal/mol), THR196 (2,59 A; -2,965 kcal/mol) e a porcio
isonicotinoilnicotinamida-ribose (INR), dos quais a ILE194 e THR196 se conectaram ao
fragmento amida da nicotinamida e a lisina ao oxigénio 4 da ribose. E importante frisar que a
LYS165 demonstrou energia favoravel a interacdo com o INNADH e P72 apenas, ao
contrario do que ocorreu no NADH e demais ligantes. LH também ocorreu com o0s
aminoécidos SER20 (2,60 A; -1,180 kcal/mol), ILE21 (3,24 A; -2,186 kcal/mol), ALA22
(3,16 A; -0,079 k cal/mol), SER94 (2,57 A; -2,835 kcal/mol) na por¢io pirofosfato do aduto.
Vale ressaltar que estas interagdes sdo responsaveis pela flexibilidade do cofator dentro da
cavidade da proteina (SCHROEDER et al., 2005). Além dessas interagdes, ainda houve outras
duas LH na regido AR, VALG5 (3,18 A; -1,431 kcal/mol) no N4 da adenina e GLY96 (2,85

A; -2,010 kcal/mol) no O1 da ribose. Estes perfis de interagBes concordam com resultados
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apresentados por outros estudos (DIAS et al., 2007; PARIKH et al., 1999; ROZWARSKI,
1998; SCHROEDER et al., 2005).

Figura 15 — Visualizago das principais interag6es (em A) entre os residuos do sitio
ativo e o0 aduto INNADH. As linhas duplas tracejadas da imagem B representam o
empilhamento de cargas. As linhas simples tracejadas (imagem A) representam as LH. Os
valores destacados se referem a distancia entre os atomos da LH.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Em relacdo aos derivados de triclosanos avaliados neste estudo, foi possivel observar
que o farmacoforo bis-fenil éter triclorado tem boa afinidade com o sitio da enzima como ja
mencionado em diversos estudos (FREUNDLICH et al., 2009; LEVY et al., 1999;
MASSENGO-TIASSE; CRONAN, 2009; MCMURRY; MCDERMOTT; LEVY, 1999;
MORE et al., 2014; PAN; TONGE, 2012; PARIKH; XIAO; TONGE, 2000; STEWART et
al., 1999; WARD et al., 1999). Ao avaliar a foto do frame 8000, foi possivel observar as
interaces do complexo P31-InhA, onde os residuos de ILE21 (3,21 A; -1,539 kcal/mol) e
ALA22 (3,15 A; -0,622 kcal/mol) fizeram LH com a hidroxila do fenol, esta porcéo do sitio
da enzima é a mesma que interagem com a por¢do pirofosfato do NADH e INADH, esta
mesma € responsavel por Ihes ancorar e lhes dar flexibilidade dentro do sitio da enzima,
entdo, arcabougo HO-Ar-O- acabar por se comportar de forma semelhante ao pirofosfato do
cofator natural da Enoil-ACP redutase. Ademais, o aminoacido GLY96 fez uma LH com a
porgdo nicotinamida do substituinte nicotinoil hidrazona (NH) de 2,94 A (-1,337 kcal/mol).

Além disso, pode-se notar a presenga de empilhamento de cargas m (EC-mt) entre o residuo
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PHEA41 e a nicotinamida do ligante (Figura 16), que por sua vez é semelhante ao ocorrido no
NADH e INNADH, onde este mesmo aminoacido realiza essa interacdo na adenina (Figura
14).

Figura 16 — imagem do complexo P31-InhA no frame 8000. As linhas simples
pontilhadas mostram as LH. A linha dupla pontilhada destaca 0 EC-x. Os numerais sdo as
distancias entre os atomos em angstrom (A).
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(
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Quando visualizada as interacdes no frame 8500 da DM do P41, é possivel constatar a
presenca de uma LH do residuo SER94 (2,54 A; -1,529 kcal/mol) com a —OH da porgéo
fenolica, neste caso mais semelhante ao comportamento do INNADH (figura 15) que
manifestou tal LH no pirofosfato, que equipara esta regido do cofator ao arcabougo HO-Ar-O-
do triclosano. Diferente do P31, o P41 fez uma LH (-0,675 kcal/mol) com a PHE41 na regi&o
isonicotinoil hidrazona (IH), em contraste a0 EC-n do P31 e das regidoes AR do NADH ¢
INNADH. A porcéo diclorobenzeno, desta vez foi capaz de realizar o EC-n (-1,847 kcal/mol)
com o residuo de PHE149, a qual € sabidamente a principal diferenca estrutural encontrada na
InhA inibida pelo INNADH em relagéo ao cofator NADH Por este motivo, esta interagéo
entre PHE149 e a Isonicotinamida do INNADH ¢é apontada como responsavel pelo efeito
farmacoldgico da isoniazida (CHOLLET et al., 2015a; DIAS et al., 2007; ROZWARSKI,
1998), destacando a importancia dessa interacdo no sucesso do efeito inibitério da InhA. Os

ligantes que s&o capazes de interagir com a PHE149, semelhante a isoniazida, acabam se
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tornando bons candidatos a inibidores da InhA (ANDRADE et al., 2008; PARIKH et al.,
1999; ROZWARSKI, 1998).

Figura 17 — Visualizagdo de interagSes (em A) entre P41-InhA. As linhas simples
pontilhadas mostram as LH. A linha dupla pontilhada destaca 0 EC-n. Os numerais sdo as

PHE149

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Em contraste aos ligantes anteriores, o P52 ndo fez interagdes no bolsdo onde se
encontram os aminoacidos PHE149, TYR158, ILE194, conforme mostrado na figura 18. O
choque estérico entre o ligante e os residuos como PHE149, TYR158 e MET199, entre
outros, talvez esteja relacionado aos motivos que levaram o P52 a ser direcionado a regido ao
sul do sitio pelos residuos de VALG65, PHEA41 e 97 do sitio da enzima. Este comportamento
foi anteriormente relatado entre ligantes volumosos e as cadeias laterais dos residuos de
PHE149, TYR158 e MET199 (FREUNDLICH et al., 2009; SULLIVAN et al., 2006). No
instante 75 ns o ligante assume uma forma de “U”, que explica a variagdo no RMSD (figura
12.5), nesse momento também havia apenas duas LH, uma entre a PHE41 e a hidroxila do
fenol e outra LH entre a VALG5 e o nitrogénio ligado a amida do R1 do ligante P52 (3.28 A).
A PHE41 fez um EC-n com o fenol e a PHE97 fez uma LH com o R2 (figura 18). Entretanto,
aos 80 ns a PHE41 realizou outro empilhamento de cargas, mas agora um empilhamento do
tipo T com a porgdo R2 do P52. A nicotinamida do R1 do P52 também fez empilhamento de
cargas do tipo “T” com a isonicotinamida do R2, montando o que se assemelha a uma “rede

de cargas m”.
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Figura 18 — visualizacéo das interacdes do sistema P52-InhA em 75 e 80 ns. As linhas
simples pontilhadas mostram as LH. A linha dupla pontilhada destaca 0 EC-n. Os numerais
sdo as distancias entre os atomos em angstrom (A).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Na figura 19 mostra o ligante P61, aos 70 ns de DM, realizava uma LH com o

aminoacido MET98 (2,68 A; -0,871 kcal/mol) na hidroxila. Este residuo se localiza na parte

mais externa ao sitio ativo. A parte que contém o substituinte do triclosano esta voltada para

fora do sitio e interagindo com poucos residuos da vizinhanga. Em seguida, aos 80 ns de

dinamica, o ligante faz apenas um LH com o residuo GLU209 que est4 mais externo ainda ao

sitio do que o residuo MET98.

Figura 19 - Visualizagdo da estrutura do sistema P61-InhA, nos instantes 70 ns e 80 ns

da trajetoria. As linhas simples pontilhadas mostram as LH. Os numerais sdo as distancias

\
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entre os 4tomos em angstrom (A).
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Fonte: Elaborado pelo prdprio autor.
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As interacOes realizadas pelo P72 foram avaliadas em dois momentos da DM, frame
7000 (70ns) e 8000 (80ns). No primeiro instante é possivel perceber duas LH com os residuos
GLY96 (2,83 A; -0,518 kcal/mol) e LYS165 (3,34 A; -0,504 kcal/mol), ambos na OH do
fenol. Entretanto, no segundo momento, 80 ns, ja ndo ha LH entre a enzima e 0 P72, mas em
ambos os momentos a por¢ao R2 do ligante faz empilhamento de cargas m face a face
deslocada (EFFD) com a PHE97 (-6,374 kcal/mol), numa regido semelhante ao observado no
NADH e INNADH, embora tenha mostrado intensidade maior entre todos os ligantes

avaliados aqui.

Figura 20 — Visualizacdo da estrutura tridimensional do sistema P72-InhA em 70 ns e
80 ns. As linhas simples pontilhadas mostram as LH. A linha dupla pontilhada destaca o EC-
. Os numerais sdo as distancias entre os &tomos em angstrom (A).
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Fonte: Elaborado pelo prdprio autor.

Para o ligante P80 foram avaliados foram avaliadas imagens nos instantes 65 ns, 70 ns
e 75 ns. As interacdes realizadas pelo P80 estdo ilustradas na figura 21. Os residuos da regido
inferior do sitio da InhA que realizaram LH com o P80 foram PHE41 (3.88 A; -1,463
kcal/mol), o residuo de ASP42 fez LH com o P80 (3,92A ‘70ns’) e Glyl4 (3,20 A; -0,449
kcal/mol), contudo estes residuos se tiveram breve afastamento do P80. Ainda nesta regido o
foi possivel observar o residuo de PHE97 formando o EC-n (-3,294 kcal/mol) com o anel A
do farmacoforo do triclosano. Na regido central do sitio da InhA, também houve formacéo de
L. O aminoacido GLY 14 também fez LH com a -OH do anel A de P80. A Gly96 assim como
no pirofosfato do NADH e INNADH, fez LH na -OH do anel A. Na regido superior do Sitio
da InhA foi observada a LH entre o residuo de SER94 e a hidrazona de P80 (3,02 A; -0,494
kcal/mol). Da mesma forma, O residuo de ILE194 fez uma LH com P80 (4,08 A; -1,663
kcal/mol). Ainda naquela regido, a TYR158 faz LH com a isonicotinamida. Vale resslatar que
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este amino&cido possui papel importante para 0 mecanismo de alongamento de cadeia lipidica
desempenhado pela InhA (PARIKH et al., 1999).

Figura 21 — Visualizagdo da tridimensional do sistema P80-InhA nos instantes 65, 70 e
75 ns. As linhas simples pontilhadas mostram as LH. A linha dupla pontilhada destaca o EC-
. Os numerais sdo as distancias entre os 4tomos em angstrom (A).

[

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Na por¢do adenina do NADH e INNADH permaneceram os empilhamentos de carga n
com as PHE41 e 97, os quais sdo importantes para a permanéncia destes ligantes no sitio da
InhA (CHOLLET et al., 2015b, 2015a; ROZWARSKI, 1998). Este perfil foi acompanhado
pelos ligantes P80, P31 e P72. O ligante P41 também interagiu com a PHE41, mas através de
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uma LH no nitrogénio do anel benzénico, além da LH realizada com ASP42 com o —NH- da
hidrazona da nicotinamida. Voltando ao NADH e INNADH e abordando a ribose da adenina,
0 aminoacido gue interagiu com essa regido foi a GLY96 através de uma LH, que igualmente
interagiu com a carbonila (-C=0) de P31 e P41. Entretanto, quando interagindo com o P80, o
aminoacido GLY96 fez a LH com a Hidroxila do fenol contribuindo para o ancoramento do
P80 no sitio ativo.

Na porcdo pirofosfato do NADH e INNADH os residuos que tem maior contribuicdo
para fixacdo na cavidade sdo SER20 e ILE21. Esses residuos tém papel importante também na
flexibilidade desses ligantes no sitio, visto a alta polaridade do grupo pirofosfato que interage
facilmente com residuos dessa regido do sitio. No P31 a SER20 d& espago para a ALA22
realizar a LH com a OH do fenol da mesma forma que a ILE21 também interage. No P41,
esta funcdo desempenhada pelos aminoacidos SER20 e ILE21 ficou a cargo da SER94 junto a
OH do P41, cuja esta relacionada a interagdes com o pirofosfato no INNADH (Figura 15).
Outro fato interessante é o aparecimento de uma LH de THR196 na por¢do pirofosfato do
NADH. Ja no P80 a SER94 fez a LH com a hidrazona da isonicotinamida (-NH-) na porcéo
superior do sitio.

Na dltima porcdo dos ligantes ocorreram LH importantes para a atividade
farmacoldgica. Na Ribose de nicotinamida do NADH e na mesma regido do INNADH a
LYS165 realizou ligagéo de hidrogénio com a OH3 da ribose. Os ligantes P31, P41 e P80 néo
tiveram essa LH coma LYS165, apenas o0 P72 mostrou essa LH. Este aminoacido é relatado
como importante para a estabilizacdo de intermediarios gerados pela reducdo dos precursores
dos acidos micolicos (PARIKH et al., 1999; STEWART et al., 1999; WARD et al., 1999).
Ainda nesta regido do sitio, os residuos de ILE194 e THR196, realizam Ligacdo de
hidrogénio a carboxamida do INNADH, alternativamente os residuos de ALA191 e Gly192
realizaram as LH com a carboxamida do NADH. O P31 nessa regido realizou apenas uma LH
com a PHE149 através do 4-Cl do ligante. O P41 por outro lado realizou o EC-n com a
PHE149 semelhante ao que ocorre com o INNADH, inclusive apresentou perfil de energia
equiparavel. Como ja mencionado este residuo é um componente chave para a inibicdo da
sintese de &cidos micdlicos da parede celular micobacteriana. Quanto ao P72 nao foi possivel
perceber esse empilhamento de cargas. Para o P80 a energia calculada para o PHE149 mostra
que as energias séo favoraveis para interagéao.

Apesar da baixa poténcia do triclosano frente as cepas de M. tuberculosis, este
farmaco tem comprovada especificidade de inibicdo de Enoil-ACP redutase de varias
bacterias (Fabl, InhA) (KANA et al., 2014; SCHWEIZER, 2001; WARD et al., 1999). Muitos
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estudos tém avaliado derivados do triclosano, porém muitos deles com ligantes pequenos e
que sua acdo estd atrelada ao NADH dentro do sitio ativo. O efeito farmacoldgico do
triclosano é tempo dependente (SULLIVAN et al., 2006), todavia, os derivados de triclosanos
podem ser dezenas de vezes mais potentes que o triclosano, para isso deve ocorrer uma
substituicdo no R1 (quadro 1) por substituintes arilas (FREUNDLICH et al., 2009; STEC et
al., 2014), semelhante ao ocorrido neste estudo. Outro ponto importante € sua toxicidade
baixa que inclusive permite ao triclosano ser usado como conservante em varios produtos de
higiene utilizados ha varios anos no nosso dia-a-dia (BHARGAVA; LEONARD, 1996).

6 CONCLUSAO

Tendo em vista 0 mecanismo de inibicdo da Enoil-ACP Redutase do M. tuberculosis e
a dependéncia de ativacdo da Isoniazida pela KatG na formacgéo do aduto INNADH para que
este iniba a InhA, além dos crescentes casos de resisténcia a isoniazida pela inativacdo da
KatG, todos os esforcos para o planejamento de novos farmacos que fugam desse mecanismo
de resisténcia sdo necessarios para ajudar no combate a tuberculose. Para os ligantes
propostos neste trabalho, foi possivel observar suas interacfes com residuos sabidamente
importantes para permanéncia no sitio. Nesse contexto, os resultados da DM dos ligantes P80,
P41 demonstraram melhor comportamento no sitio da enzima entre ligantes avaliados. No que
se refere a energia livre, P80 teve valores melhores que NADH, cofator natural da InhA, o
P31 e P72 obtiveram valores intermediarios, por outro lado P52 e P61 ndo demonstraram
através da dindmica molecular bom comportamento segundo os parametros desse estudo. Em
relacdo as interagBes com os residuos do sitio ativo da InhA realizadas durante a DM, o0s
ligantes P80, P41 e P31 mostraram perfil semelhante aos perfis do NADH e do farmaco de
referéncia INNADH. O mesmo pode ser dito quando avaliadas energias de decomposicao por
residuos dos ligantes avaliados aqui. E, finalmente, este trabalho visou observar e propor
ligantes derivados do triclosano capazes de promover a inibi¢do da InhA.
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