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Resumo i

Resumo

A tuberculose € um mal que aflige a humanidade ha séculos, e durante
certo tempo pareceu ser uma doenca controlavel. No entanto, nos ultimos anos
houve uma recrudescéncia assustadora da tuberculose, principalmente em paises
em desenvolvimento e que apresentam deficiéncias sanitarias. Para combaté-la
sdo usados antimicrobianos efetivos contra seu causador, o Mycobacterium
tuberculosis, tais como a isoniazida, o etambutol, a rifampicina e a pirazinamida.
Este medicamento, um pro-farmaco, necessita ser oxidado para se ransformar
em recurso metabdlico. Esta oxidacdo pode ser proveniente da acdo de enzimas
cataliticas como as Catalase-Peroxidases (CP’s). Baseando-se na estrutura
cristalina da proteina Mycobacterium Tuberculosis Catalase-Peroxidase, mtCP,
elucidada por Bertrand et al.,*® calculos computacionais foram efetuados para se
verificar as interacdes entre a isoniazida e um potencial sitio ativo da proteina,
com o intuito de se obter resultados que contribuam para a compreensdo do
mecanismo de acdo deste ligante com seu receptor. Os métodos matematicos
utilizados foram principalmente a mecanica molecular, a dinamica molecular, o
docking (ou acoplamento, ou ancoramento) rigido e o docking flexivel. Estes
calculos estdo inclusos no que se conhece genericamente por modelagem
molecular. O acoplamento teérico da isoniazida pode fornecer indicios da posi¢do
gue este composto assume na cavidade receptora da proteina. Quando flexivel
este tem a caracteristica de indicar possiveis modelos quanto a orientacdo do
ligante no sitio ativo. Este trabalho é facilitado pela existéncia da protoporfirina
(grupo heme) na cavidade receptora do mtCP e a prévia determinacdo de sua
posicéo por difracdo de raios-X. Ha varias propostas quanto aos aminoacidos que
compdéem o sitio ativo do mtCP, mas, de fato, este ainda ndo estd bem
determinado. Pretendemos, através deste trabalho, propor um sitio ativo baseado
nos resultados tedricos obtidos, e compara-los aqueles da literatura. As
comparacdes entre os modelos tedricos por nos obtidos conduziram a duas
posicdes preferenciais da isoniazida na cavidade receptora do mtCP e, portanto, a
dois diferentes modos de interagdes com amino&cidos localizados em torno da
cavidade receptora e com o cofator heme. Além disto, um terceiro modo de

interacao foi analisado, através da introducdo de um segundo composto, o 6xido
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nitrico (NO), para verificar novas propostas que foram recentemente publicadas,
quanto a contribuicdo dada por peroxidos para a estabilizacdo da isoniazida e
subsequente ativacao da proteina. Os resultados iniciais obtidos parecem indicar

que o Oxido nitrico € um agente promissor e essencial a estabilizacdo da

isoniazida com o ferro da protoporfirina e os aminoacidos do sitio ativo.
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Abstract

The tuberculosis is one of the diseases afflicting the humanity during
centuries. For certain moment it seemed to be controllable. However, during the
last years it had a frightful of the tuberculosis, mainly in countries in development
and presenting sanitary deficiencies. To fight it, effective antibiotics against its
causer, the Mycobacterium tuberculosis, are being used, such as isoniazid,
ethambutol, rifampicin and pyrazinamide. This compound, a pro-drug, needs to be
oxidized to change itself into a metabolic resource. This oxidation can be
proceeding from the catalytic enzyme action as the Catalase-Peroxidases (CP's).
Based on the crystalline structure of the protein Mycobacterium Tuberculosis
Catalase-Peroxidase, mtCP, elucidated by Bertrand et al.*® computational
calculations had been carried out to verify the interactions between isoniazid and
the active site of the protein, in the aim to get results contributing for the
understanding of the mechanism of action of this ligand with its receptor. The used
mathematical methods had been mainly the nolecular mechanics, the molecular
dynamics, the rigid docking and flexible docking. These calculations are among
the ones generically known as molecular modeling. The theoretical coupling
between isoniazid and the active site could give important indications about the
amino acids composing the active site. Moreover, they could indicate how they are
interacting together. When flexible, the docking has the characteristics to indicate
all possible orientations that the ligand can assume to activate the enzyme. This
work is facilitated by the existence of the protoporphyrin (heme group) in the
reception pocket of mtCP and the previous determination of its position by X-Ray
diffraction. It has some proposals about the amino acids composing the mtCP
active site, but, in fact, this is still not well defined. We intend, through our
theoretical results, to also propose an active site, and to compare them with those
found in the scientific literature. Our models had lead to two preferential ways for
those interactions. The first model is constituted by the isoniazid it self, analyzed in
relation to the active pocket and the protoporphyrin cofator (heme). In the second
model, another cofactor, a NO molecule, was added to this complex and it seems
to be essential for the isoniazid stabilization with the iron of the protoporphyrin.
The comparisons among the gotten theoretical models had lead to two preferential

positions of the isoniazid in the receiving pocket of mtCP and, therefore, two
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different interaction ways of the amino acids located around the pocket and its
heme cofactor. Moreover, one third way of interaction was analyzed, through the
introduction of a compound, the nitric oxide, to verify new proposals that are been
published, about the contribution given by peroxides to the isoniazid stabilization
and the subsequent protein activation. The gotten initial results seem to indicate

that the nitric oxide is a promising and essential agent to induce that stabilization.
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1.1 ASPECTOS HISTQRICOS INTERNOS AO LEEM SOBRE
ESTUDOS TEORICOS RELATIVOS A TUBERCULOSE

Estudos tedricos relativos a agentes tuberculostaticos desenvolvidos no
Laboratério de Estudos Estruturais Moleculares - LEEM, coordenado pela Profa.
Elaine Maia, tiveram inicio em torno de 1997, em colaboracao cientifica com a
equipe do Prof. André Luis Gemal, da UFRJ e da FioCruz/RJ. Em seguida,
dentro de um projeto maior, com diversas instituicdes integrantes, foi aprovado o
projeto NUCLEO DE PESQUISA EM CONTROLE DE TUBERCULOSE
(NUCONT), junto ao Pronex/CNPg, processo n° 661028/1998-4, sob a
coordenacdao geral do Prof°. André Gemal. Os ex-alunos de iniciacao cientifica da
Prof. Elaine Maia, Elaine F.F. Cunha e Teodorico Ramalho, que ja haviam tido a
introducéo cientifica neste tema no LEEM, ganharam bolsa de mestrado para o
Rio de Janeiro e deram continuidade ao trabalho, completa (Elaine Cunha) ou
parcialmente (Teodorico), junto ao Prof. Ricardo Bicca de Alencastro, da UFRJ.
Diversos trabalhos e comunicacbes em congresso comprovam a produtividade
desta colaboracdo, X2 que continuou evoluindo, com novos colaboradores e
alunos de pos-graduacdo da UnB e, também, através do presente trabalho,

desenvolvido tendo em vista a obtencéo do titulo de Mestre em Quimica.

1.2 - Tuberculose

A tuberculose (TB) é uma infeccdo bacteriana causada pelo
Mycobacterium tuberculosis. Esta bactéria pode atuar em varios 6rgdos do corpo
humano, como 0ssos, cérebro e, principalmente, pulméo.

A tuberculose pulmonar pode ser caracterizada como primaria ou

secundéria. A primaria resulta da infeccdo inicial com bacilos da tuberculose,

1 — CUNHA, E.F.F., et al. Expert Opin.Ther. Patents, 15(2005)
2 — CUNHA, E.F.F., RAMALHO, et al. Journal BioMol. Struct. Dyn., 22:2, 2004

3 - CUNHA, Elaine Ferreira Fontes. Dissertacdo( Mestrado em Quimica, 2002.
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sendo mais freqlente nas zonas média e baixa dos pulmdes, principalmente em
criangas.

As lesbes formadas apOs a infeccdo s&o usualmente periféricas e
acompanhadas pela linfoadenopatia paratraqueal ou hilar, que pode nao ser
detectada por radiografia. A maioria destas lesdes se cura espontaneamente
podendo, posteriormente, se transformar em ndédulos calcificados (lesdo de
Ghon).®

Em criangas e pessoas com baixa imunidade, a tuberculose primaria pode
progredir rapidamente para enfermidade clinica, quando as lesdes iniciais
crescem em tamanho e podem envolver diferentes vias. A efusdo pleural,
bastante frequente, resulta da penetracdo do bacilo no espaco pleural através do
foco subpleural adjacente. Em casos severos, o sitio primario rapidamente se
amplia. Estas por¢des centrais submetem-se a necrose, e cavitagdes finas sao
desenvolvidas (tuberculose primaria progressiva). Em criancas, a tuberculose
causa invariavelmente obstrugcéo e subseqtiente segmentacéo ou colapso lombar,
podendo ser causa de enfisemas e bronquiestasias. Os bacilos podem entrar na
corrente sanguinea através de lesGes pulmonares ou de linfonodos e se
disseminar em varios orgaos podendo produzir lesbes granulomatosas. Em
pessoas imunosuprimidas pode se desenvolver tuberculose miliari e/ou

tuberculose meningitica.?

A tuberculose secundaria ou reativada, também chamada de tipo adulto,
resulta de reativacdo enddgena de infeccdo latente e € usualmente localizada nos
segmentos apicais e posteriores dos lobos pulmonares, onde a alta concentracao
de oxigénio favorece o crescimento do Mycobacterium. A formacéo de cavidades
contendo necrose esta associada as vias aéreas, resultando em lesdes satélites
com a possibilidade de voltar a formar cavidades. O envolvimento macico dos
segmentos pulmonares e lobos, com a coalescéncia das lesbes forma a
pneumonia tuberculosa que, em poucas semanas ou meses apds 0 seu
aparecimento, causa morte de 1 em 3 casos nao tratados. Sao possiveis outros
processos de remissdo espontaneos, ou processos de cronicidade, via debilitagdo

progressiva. Nestas circunstancias, muitas lesdes pulmonares se tornam

4 — DYE, Christopher , et al. The Journal of Infectious Diseases. 2002
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fibréticas e podem posteriormente se calcificar, mas as cavidades persistem em
outras partes do pulmé&o.®

1.3 - Epidemiologia da Tuberculose

Estima-se que um terco da populacdo do plareta esteja atingida por
tuberculose. Esta populacdo encontra-se essencialmente localizada na Africa
subSaariana, na Asia e na América do Sul, mas, devido a incidéncia do HIV,
houve recrudescéncia de TB em paises desenvolvidos. Em estatisticas de 1995,
quinze milhdes de individuos estavam infectados pelo HIV e, um terco destes
estavam, igualmente, infectados pelo Mycobacterium. Destes, 70% localizavam-
se na Africa sub-Saariana, 20% na Asia e 8% na América Latina e no Caribe. Do
total mundial, nove milhdes foram identificados como novos casos de tuberculose.
Houve trés milhdes de mortos, dos quais 25% foram considerados como “mortes
evitaveis” por terem ocorrido em paises em desenvolvimento. Dentre as mortes,
75% vinham de grupos em idade produtiva (15-50 anos).®

Desde aquela época, dez anos ja passados, a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), através de programas para o controle da tuberculose, tem lutado
incessantemente para a reducdo de sua morbidade, da taxa de mortalidade e sua
transmissdo. Em seu relatério de 2005, onde as estatisticas relativas a 2003
foram publicadas, a OMS identificou 8,8 milhdes de novos casos de TB (140
casos /populacdo de 100 000), dos quais 674 000 (11/100 000) estavam
infectados pelo virus do HIV. Houve 15,4 milhdes de casos prevalentes (245/100
000) e uma populagao estimada em 1.7 milhGes de pessoas (28/100 000) morreu
de TB em 2003, incluindo aqueles co-infectados pelo HIV (229 000).

Os gastos atuais com as tentativas de controle da tuberculose no mundo
sdo imensos, e causam ainda maior impacto em paises ndo desenvolvidos ou em
desenvolvimento, onde a renda per capita € muito baixa ou mal distribuida. Faz
se necessario a continuidade da acdo dos governos com medidas preventivas
para 0 combate a tuberculose, como tem sido feito, mas também, que se

pesquisem intensamente novos inibidores e novas terapias de menor duragéo.

A Tabela 1-1 mostra os casos estimados de tuberculose, segundo a OMS,
em relatério de 2005, referindo-se ao ano de 2003. O Brasil aparece com uma

estimativa de casos de aproximadamente 110 mil, dos quais 0,9% apresentariam

5 - Tuberculosis. www.who.int/tb/wtbd2005
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resisténcia multipla a antimicrobianos. Este percentual de resisténcia é similar
aguele apresentado pela Inglaterra e Irlanda do Norte, para os quais, dentre os
7000 casos repertoriados, 0,8% apresentam resisténcia a antimicrobianos. As
populacbes da Inglaterra e Irlanda do Norte (7,5 e 1,7 milhdes de habitantes,
respectivamente, teriam, juntas, cerca de 7,7% de tuberculosos). Estes dados s&o
nameros absolutos dos paises relacionados, e ndo indicam as diferencas entre as
varias regides dentro do mesmo pais. As estimativas indicadas na Tabela 1-1
representam cerca de 6% da populacdo brasileira, considerando-se uma
populacdo de 187.800.000 de habitantes, enquanto que a india, com populagéo
de 1,029 bilhdo de habitantes (em 2001), e a China, com 1,265 bilhdo de
habitantes (em 2000), teriam cerca de 17% e 10% de pessoas contaminadas pela

tuberculose, respectivamente.

Tabela 1-1: Estimativa de casos de tuberculose pela Organizacdo Mundial da Saude em relatério
de 2005, referente ao ano de 2003. ©

Pais Casos Casos - HIV -EV Casos de resisténcia a
totais multifarmacos (%) total
Argentina 17.024 16.630 4,6
Australia 1.128 1.107 1,0
Bolivia 19.849 19.769 1,2
Brasil 110.319 107.758 0,9
Chile 2.492 2.361 0,4
China 1.334.066 1.328.354 7,7
Colémbia 23.126 22.493 0,5
Cuba 1.216 1.214 0,0
Dinamarca 429 418 0,5
Equador 17.995 17.801 4,0
Franca 7.257 6.881 0,0
india 1.788.043 1.725.230 3,4
Japéo 39.927 39.816 0,8
Paraguai 4.115 4.041 3,2
Peru 50.957 49.936 3,1
Inglaterra e Irlanda do Norte 7.056 6.952 0,8
EUA 13.409 12.403 1,2
Uruguai 940 928 0,0
Venezuela 10.711 10.442 0,0
Zambia 70.975 42.890 1,8
Zimbabue 85.015 43.705 1,9

5 - Tuberculosis. www.who.int/tb/wtbd2005
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1.4 - Tratamento da Tuberculose

O tratamento farmacologico de portadores de TB é restrito a poucos
farmacos que tém funcdo bacteriostdtica ou bactericida, conforma o quadro
abaixo®. A acdo bacteriostatica inibe o crescimento da bactéria, enquanto a acdo

bactericida causa a morte do microorganismo.

Tabela 1-2 : Exemplos de farmacos utilizados no tratamento da tuberculose

Farmacos de 1° linha Forma de acéo®?
Rifampicina Bacteriostético e bactericida
Etambutol Bacteriostatico
Isoniazida Bacteriostético e bactericida
Pirazinamida Bactericida
Estreptomicina Acao supressiva. Nao erradica o Mycobacterium

Os farmacos usados no tratamento da tuberculose podem ser divididos em
dois grandes grupos.
Os agentes de primeira linha com alto nivel de eficacia e aceitaveis graus

de toxicidade sao: isoniazida, rifampicina, etambutol, estreptomicina e

pirazinamida. A maioria dos pacientes de tuberculose pode ser tratada
eficazmente com estes farmacos. Bons resultados parecem ser conseguidos com
tratamento de 6 meses de duragéo, sob prescricdo de isoniazida, rifampicina e
pirazinamida durante os dois primeiros meses e, em seguida, apenas isoniazida e
rifampicina. A administracdo de isoniazida e rifampicina por 9 meses constitui,

também, uma terapia efetiva quando o M. tuberculosis € susceptivel a estes

farmacos.®

Ocorrendo resisténcia adiciona-se ao tratamento farmacos de segunda

linha como (ofloxacina, ciprofloxacina, etionamida, &acido aminosalicilico,

cicloserina, amicacina, canamicina) entre outros.?

9 — BASS, J.B,, et al. Am. J. Respir. Crit. Care Med., 1994
10 — ISEMAN, M.D. N. Engl. J. Med., 1993
11 — FOX, H.H. Trans. N.Y. Acad. Sci., 1953
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A duracdo do tratamento € muito longa, variando de 6 meses a 2 anos.
Quando a infeccdo é reincidente, o tempo de tratamento pode ser ainda maior
fazendo com que os pacientes o interrompam, 0 que vem causando nos ultimos
anos um aumento progressivo de bacilos resistentes aos antimicrobianos

disponiveis.?

O tratamento falho é definido por culturas continuadas ou recorrentes em
pacientes que recebem quimioterapia. Estudos feitos demonstram que 90-95%
dos pacientes com TB pulmonar, susceptiveis aos farmacos contra tuberculose
tiveram cultura negativa ap0s 3 meses de tratamento com isoniazida e
ritampicina. 29 A caracterizacédo do tratamento como falho é feita ap6s 4 meses de
tratamento, se a cultura ainda for positiva. No entanto, a falha pode ocorrer apés
0s 4 meses iniciais. As principais raz6es a esta ocorréncia sao: a ndo adesdo ao
regime de tratamento pelo paciente; a ma absorcdo dos farmacos; a resisténcia
adquirida aos farmacos; a re-infeccéo e, finalmente, a um regime de tratamento
inadequado.

1.4.1 Isoniazida

Apds 1945, exames de compostos relacionados a nicotinamida revelaram
gue muitos derivados piridinicos possuiam atividade tuberculostéatica, junto com
congéneres do acido isonicotinico.2Y Descoberta em 1952, a Isoniazida &, ainda
hoje, considerada um farmaco primario na quimioterapia da tuberculose. Tem por
sigla mais corrente o INH, sua formula quimica é CgH;N3O e seu peso molecular é
de 137,14g.mol’. Na nomenclatura quimica é o hidrazida &cido 4-
piridinocarboxilico, ou, hidrazina do acido isonicotinico. O composto é conhecido,
ainda, sob diversos nomes genéricos, em inglés: dinacrin; ditubin, isolyn; niconyl;
nydrazid; rimifon; tyvid, ... Sua estrutura € mostrada na Figura 1-1. Exerce uma
acdo bacteriostatica, nos bacilos em repouso, e bactericida, para

microorganismos em rapida divisdo, como nos bacilos intracelulares.

7 — CURRY, Francis J.. Drug Resistant Tuberculosis 2004
10 — Harrison’s Online. 2005

11 — FOX, H.H. Trans. N.Y. Acad. Sci., 1953

12 — BLANCHARD, J.S. Annu. Rev. Biochem., 65(1996)



Introducéo e objetivos

Sua acdo é altamente efetiva para o tratamento experimental

7

7

de

tuberculose induzida em animais e € significativamente superior aquela da

estreptomicina.

(12)

Figura 1-1: Estrutura da isoniazida

Em azul sdo mostrados os atomos de nitrogénios e, em vermelho,

0 oxigénio. Tanto os carbonos,
molécula foram colocados em cinza.
Patente registrada sob o nimero US 56.88.639, de 1997.

Numero CAS: 54-85-3.

1.4.2

A resisténcia ao INH

qguantos os hidrogénios da

Mutantes com resisténcia ao INH sdo facilmente selecionados quando

bacilos de tuberculose sao cultivados in vitro sob crescentes concentracoes de

isoniazida. Mutacdes detectadas sobre as catalases-peroxidases resultam nos

mecanismos mais comuns que resultam em resisténcia a acdo da isoniazida, pois

diminuem sua atividade, prevenindo a conversdo do pré-farmaco INH em seu

metabdlito ativo X2 Isto foi confirmado pela descoberta que o gene simples katG

codifica uma Catalase-peroxidade ativa (CP), aumentando a sensibilidade do

Mycobacterium tuberculosis ao INH. A proteina processada a partir deste gene é

chamada mtkatG.?

13 — BANERJEE A, et al. Science, 263(1994)
14 — KAPETANAKI, Sofia M., et al. Biochemistry, 44 (2005)
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A resisténcia a isoniazida ja foi mapeada por mutacdes em cinco diferentes

genes do Mycobaterium tuberculosis: &
katG catalase peroxidase;
inhA Enoil-ACP reductase;
oxyR-ahpC Alquil hidro-reductase ;
kasA b-Cetoacil acil carrier da proteina sintetase;
ndh NADH dehidrogenase.

E, em relacdo a outros farmacos, os genes que conferem resisténcia frente

ao Mycobaterium tuberculosis sdo0:1?

Rifampicina rpoB subunidade b do RNA polymerase;
INH-Etionamida inhA Enoil-ACP reductase;
Estreptomicina rpsL Proteina Ribosomica S12;

Rrs 16s rRNA;
Fluoroquinolona gyrA DNA girase;
Pirazinamida pncA Amidase;
Etambutol embCAB EmbCAB.

1.5 MECANISMOS DE ACAO

O mecanismo de ac¢do da isoniazida ainda é mal conhecido mas pensa-se
gue a catalase-peroxidase do mycobacterium a transforma num composto
biologicamente ativo, que tem capacidade de inibir a sintese dos &cidos micélicos

que fazem parte da parede da micobacteria. O seu alto grau de selectividade

15 —ASHOK R. et al. Emerging Infectious Disease, 1998
16 —- BERTRAND, Thomas et al. J. Biol. Chem., 279(2004)
17 — GANDE, Roland, et al. J. Biol. Chem., 279(2004)
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pode ser explicado pelo fato de se existir unicamente acidos micélicos nas

micobacterias.

A isoniazida necessita ser ativada por uma enzima presente no
Mycobacterium tuberculosis (mt), a catalase peroxidase (CP). As Catalase-
Peroxidases (CPs) sdo enzimas bifuncionais, heme-dependentes, que exibem
uma forte atividade catalitica comparavel com uma catalase monofuncional e um
amplo espetro de atividade peroxidativa. O propdsito desta enzima € proteger a
bactéria de moléculas toxicas incluindo hidroperdxidos e radicais hidroxilicos que

estdo presentes em meio aerébico.®

A acdo da isoniazida na forma ativa parece estar ligada, como ja
mencionado, a inibicho da sintese do acido micolico. H& evidéncias
preponderantes que o alvo primario do farmaco seja o inhA. O gene inhA codifica
a enoillACP redutase da sintetase Il do acido graxo, o qual converte acidos
graxos D-insaturados em saturados por via biossintética do acido micélico.L?
Como o &cido micdlico é Unico para bactérias, isto explicaria a degradagédo da

seletividade da atividade antimicrobiana da isoniazida.

Acidos micolicos sdo longas cadeias de acidos graxos com substituintes
alquila no carbono a e uma hidroxila na posicéo b (a- alquil-b-hidroxilatos) , ou séo
b-hidroxi-acidos de cadeia longa, com um substituinte alquila (R") no carbono a;
(R-CH(OH)-CH(R")-COOH), onde o R representa a cadeia mesomicolato. No
caso do M. tuberculosis consiste em uma estrutura com mais de 56 carbonos. R’
representa uma cadeia alifatica mais curta, possuindo 22 a 26 carbonos. Estas
duas cadeias sdo condensadas via condensacdo de Claisen enzimatica
especializada, justificada pela reducdo da quantidade de &acidos micdlicos
maturados. Ocasionalmente, os acidos micdlicos podem ser encontrados na
parede lipidica celular bacteriana, livres, ou ligados a glucose ou a trealose.
Acredita-se que os &cidos micdlicos e seus derivados sdo cruciais para o

desenvolvimento da arquitetura do envelope celular de bactérias.181%

15 — ASHOK R. et al. Emerging Infectious Disease, 1998
18 — VILCHEZE, C., et al. Journal of Bacteriology.182( 2000)
19— FLOSS, Heinz G.; YU, Tin-Wein. Chem. Rev. 105 ( 2005)

20 — SHINGADIA, Delane; NOVELLI, Vas. Infectious Diseases 2003
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O M. tuberculosis é caracterizado por um numero excepcionalmente alto de
lipidios e glicolipidios, os quais estdo ligados a sobrevida do Mycobacterium no
meio ambiente. Tais lipidios podem vir a ser alvos potenciais para novos farmacos
no combate a tuberculose. A rica diversidade dos lipidios presentes no M.
tuberculosis é refletido pelo alto nimero de genes de seu genoma envolvido na
biossintese de lipidios.?? A Figura 1-2 reproduz um mecanismo de acéo proposto

para explicar a resisténcia a agéo deste farmaco.

Figura 1-2: Mecanismo de acao da isoniazida (INH): aquisicdo de resisténcia e combate ao stress

oxidativo.
(INH)

{rc]

R ke

MUTATHONS MUTATIONS v

r
O Insctivation
MNADH + R-CH=CH-CO-5-ALP

Inaclivation & Inactivation
1 fer—— T R

L Inactivation Y

Orver Expression

Dretoafication of
MAD + RCHs-CHz-CO-5-ACP Organic Peroxides

INHIBITION OF INH Accumulation of
INH RESISTANCE MYCOLIC ACID SYNTHESIS| RESISTANCE organic pcm.\-'.iics

15 — ASHOK R. et al. Emerging Infectious Disease, 1998
18 — VILCHEZE, C., et al. Journal of Bacteriology.182( 2000)
19— FLOSS, Heinz G.; YU, Tin-Wein. Chem. Rev. 105 ( 2005)

20 — SHINGADIA, Delane; NOVELLI, Vas. Infectious Diseases 2003
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1.6 Catalases peroxidases

Catalases peroxidases (CP’s) sdo geralmente homodimeros ou

homotetrameros com subunidades em torno de 80kDa (Figura 1-3).

Figura 1-3 Representacdo esquematica do homodimero*®

B

Nos homotetrameros ha dois ligantes heme localizados nos dominios N
terminais e a ativacdo esti associada a molécula heme. A cadeia polipeptidica
simples contém dois dominios, cada um com aproximadamente 40kDa. Analise
de sequéncia mostra que o dominio N-terminal contém um motivo heme ligante,
enquanto o dominio C-terminal perde esta caracteristica. Apesar da forte
atividade catalitica mostrada pelas CP’s, as sequéncias de aminoacidos ja
analisadas ndo apresentam homologia com catalases. Todavia, alguns dominios
nas CP’s mostram alta homologia seqtiencial com o citocromo-C peroxidase e a
peroxidase de ascorbato de fungos. As CP’s sao, por isso, classificadas
inicialmente na superfamilia de peroxidases de classe | de plantas, fungos e
bactérias. @

15 — ASHOK R. et al. Emerging Infectious Disease, 1998
18 — VILCHEZE, C., et al. Journal of Bacteriology.182( 2000)
19- FLOSS, Heinz G.; YU, Tin-Wein. Chem. Rev. 105 ( 2005)

20 — SHINGADIA, Delane; NOVELLI, Vas. Infectious Diseases 2003
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Thomas Bertrand et al,%® em 2004, publicaram a estrutura do
Mycobacterium tuberculosis Catalase-Peroxidase, determinada por difracdo de
raios-X. Nas Figuras 1-4 e 1-5 encontram-se a disposicéo relativa das cadeias do

mtCP no cristal, e seus dominios C e N-terminais, assim como o grupo heme.

Figura 1-4: Estrutura global do homodimero do mtCP e a estrutura do grupo heme.

A esquerda: A sub-unidade 1 esta representada em rosa. O dominio N-terminal encontra-se em rosa claro e
o C-terminal, em rosa escuro. A sub-unidade 2 estd em azul. O dominio N-terminal encontra-se em azul claro
e o C-terminal, em azul escuro. Os dois grupos heme nos dominios N-terminal estdo representados pela cor
cinza.

A direita: Estrutura da protoporfirina. Em rosa encontra-se o atomo de ferro. Em azul, os atomos de
nitrogénio, em vermelho, os atomos de oxigénio e, em cinza, os atomos de carbono.

Figura 1-5: Os residuos N-terminais de cada unidade monomérica formam ligacdes via interagdes
hidrofébicas que incluem os residuos (Tyr-28 e Tyr-197) e (Trp-38 e Trp-204).®

- !
L

16 — BERTRAND, Thomas et al. J. Biol. Chem., 279(2004)
21 —-BHAKTA, Sanijib, et al, JEM.2004
22 —Yamada, Y., et al. Nat. Struct. Biol.,4(2002)
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A estrutura terciaria do mtCP indica uma semelhanca com outras proteinas
como Haloarcula Marismortui Catalase Peroxidase (hmCP)%? e Burkholderia
pseudomallei Catalase-Peroxidase (bpCP). Os residuos do sitio ativo sao
conservados e bem alinhados nas trés estruturas, e h4 poucas diferengas nos
arranjos tridimensionais da cadeia polipeptidica. Ha uma regido no mtCP, formada
pela sequéncia [278-312], cuja estrutura secundéria tem a forma de laco (oop),
gue encontra seu similar em outras CP’s. No bpCP, este laco parece fazer parte
de um sitio ligante, onde o INH poderia interagir com a enzima. Outras pesquisas,
no entanto, sugerem que este laco, no mtCP, ndo faca parte do principal sitio

ligante para o INH.

Em torno da protoporfirina complexada ao mtCP ha alguns elementos
estruturais que tipificam as enzimas CP da familia de peroxidase de classe I. Ha
aminoacidos que sdo conservados nas estruturas de varias CP’s. Sao eles: na
porcao distal, Arg-104, Trp-107 e His-108 e na porcao proximal a His-270, o Trp-
312 e 0 Asp-381 (Figura 1-6). Nesta publicacdo que usamos por referéncia,*® o

sitio ativo proposto e sua vizinhancga foram bem detalhados.

Figura 1-6 Vizinhan¢a do grupo heme no mtCP.

Note-se as quatro aguas cristalinas (w7, w235, w427 e w352) que se
encontram estabilizadas na cavidade receptora do mtCP. Elas constituem

importantes indicacbes sobre as interacbes que serdo efetuadas com os

16 —BERTRAND, Thomas et al. J. Biol. Chem., 279(2004)
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aminoéacidos, quando do ancoramento de um ligante, como a isoniazida. Na
Figura 1-6, as aguas estdo interagindo com os residuos Arg-104, Trp-107 e His-
108.

Certos residuos no sitio ativo parecem estar envolvidos na ativacdo da
INH. No entanto somente mutacdes da His-108 vém conferindo aumento de
resisténcia ao INH. Estes residuos devem estar relacionados com a ligacdo do
INH e ativacdo da enzima, a partir de interacdes com o grupo hidrazinico do
farmaco.!2 O Asp-137 foi identificado como tendo uma funcéo-chave na ligacdo
e ativacdo do INH, por ser um doador de préton especifico as CP’s no percurso
da ativacdo da enzima-catalisada. Nenhuma mutacdo envolvendo o Asp-137 foi
descrita como associada a resisténcia do INH.(®

A Figura 1-7 mostra dois sitios potenciais propostos para o INH (em verde),
e foram baseados nas propostas de ligagdo para o Horseradish Peroxidase-
Catalase (HRPC) (INH1) e bpCP (INH2).

Figura 1-7 - Dois sitios ativos potenciais propostos para o INH
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16 —BERTRAND, Thomas et al. J. Biol. Chem., 279(2004)



Introducédo e objetivos 15

Mutacdes afetando a Ser-315 sao frequentes, resultando em aumento da
concentracdo do minimo inibitério da isoniazida. A mutacdo mais frequente
encontrada para este aminoacido é sua substituico pela treonina. 4 ® Recentes
estudos postulam que a mutacdo da Ser-315 causa a mudanca de ligacdes
hidrogénio do grupo propionato da protoporfirina levando a modificacdes na
conformacdo da protoporfirina e, conseqlentemente, alterando a ligacdo da
INH 44 2 Qutros trabalhos vém demonstrando que a mutacdo em outros pontos
da proteina mtCP ndo reduz a afinidade de ligacdo com a isoniazida,
impossibilitando, no entanto, a formacao de um intermediario oxiferroso que seja
capaz de oxidar a INH.®* A Figura 1-8 indica possiveis interacdes do INH no sitio

ligante do mtCP, em modelo baseado em estudos sobre mutacdes.*®

Figura 1-8 - Posi¢cbes baseadas em mutagBes clinicas para as
interacdes do INH no sitio ligante do mtCP.

Os residuos Arg-104, Trp-107, Asp-137, Tyr-229, Met-255, His-270, Trp-321 e Asp-381, em rosa,
delineiam o sitio ativo. Os residuos Ala-109 e Leu-141, também indicados em rosa, somente estéo
presentes para facilitar a compreensao da vizinhanca do grupo heme, na estrutura.

14 — KAPETANAKI, Sofia M., Biochemistry. 2005

16 —BERTRAND, Thomas et al. J. Biol. Chem., 279(2004)
23 — Ghiladi, R. A., et al. J. Am. Chem. Soc. (2004)

24 — Sharp, K. H., et al. Dalton Trans. 22(2003)
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1.7 OBJETIVOS PARA O ESTUDO PROPOSTO

Hoje é amplamente aceito que a modelagem molecular tem contribuido, em
muito, para o desenvolvimento de novos farmacos, ou da melhoria daqueles ja
existentes. A andlise dos mecanismos de acdo dos farmacos existentes pode
resultar na proposta de novos compostos que possam ser mais efetivos no
combate a tuberculose do que os atuais antimicrobianos. Uma maior atividade,
com maior especificidade poderia, talvez, resultar em um maior controle da
resisténcia bacteriana e/ou em tempo menores do que aquele necessario ao
tratamento hoje aplicado aos pacientes tuberculosos. Nossa intencdo € a de

chegar o mais préximo possivel deste objetivo maior.

Ja o objetivo deste direto deste trabalho sera a analise do mecanismo de
acdo da isoniazida, farmaco de reconhecida acdo tuberculostética, em nivel
molecular e estudar as melhores posi¢cdes que a isoniazida podera assumir dentro

da cavidade de recepgao do mtCP.

Para isto, vamos primeiro estudar a estrutura cristalina de nossa proteina-
alvo, e aprender a trabalhar com os métodos de simulagcédo escolhidos. Esta etapa
nos permitird fazer a necesséria transicao da estrutura em fase sélida, para a fase
gasosa, na qual os parametros de campos de forca séo calculados e, desta, para
a fase liquida, simulando o sistema molecular em meio solvente. Esta etapa sera
provavelmente a mais delicada, e que garantira a qualidade dos resultados do

acoplamento do ligante isoniazida no sitio ativo da proteina.

Para melhor determinar alguns parametros dos calculos a serem
efetuados, testaremos diversos campos de forca, para verificar qual deles melhor
se adapta ao estudo de heme proteinas. A estrutura heme (protoporfirina) contém
um ferro coordenado e carga formal podendo ser 1+, 2+ ou 3+. Testaremos,
também, diferentes valores de constante dielétrica sobre nosso sistema protéico.
Pretendemos, também, efetuar calculos de potenciais eletrostéaticos, pelo método
de Poisson- Boltzmann, para verificar a influéncia de constantes dielétricas para o

soluto e para o solvente, sobre as nuvens eletrostaticas.
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7

Uma técnica importante na modelagem estrutural é ancoramento ou
acoplamento de moléculas (em inglés, docking), ou seja, moléculas s&o
posicionadas umas, em relacdo as outras. Para estudarmos as interacdes
intermoleculares passiveis de nos conduzir a compreensdo do modo de acéo da
isoniazida sobre o mtCP, vamos fazer um estudo preliminar através do
ancoramento rigido. Isto nos permitird dominar a manipulacdo computacional de
moléculas em trés dimensdes, através de Oculos para visdo estereoscopica e
conhecer os programas existentes para o docking rigido.

Esta fase sendo vencida pretendemos passar para um método mais
aprimorado, o do ancoramento flexivel. Usaremos o programa Affinity. Como o
método é reconhecido como bastante complexo devemos definir uma estratégia
de célculos que viabilize este estudo. Em seguida, devemos comparar 0s

resultados desta etapa com aqueles obtidos pelo docking rigido.

E, finalmente, estudaremos a adicdo de um cofator, o éxido nitrico, a
cavidade receptora, de modo a compreender se esta molécula poderia contribuir
para a estabilizacdo da isoniazida sobre a protoporfirina, grupo este que integra a

cavidade receptora do mtCP.

Esperamos que estas multiplas etapas de calculos possam contribuir,
mesmo parcialmente, ao esclarecimento das interacdes da isoniazida com seu
receptor.
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1.8 CONDICOES DO ESTUDO PROPOSTO

Todos os célculos foram efetuados em estacdes de trabalho Silicon
Graphics, modelo Indigo Il usando sistema operacional Unix, e placas graficas
tridimensionais de alta performance. A construcdo das moléculas, a visualizacéo,
a manipulacdo e a andlise de resultados foram efetuadas através da cadeia de
programas Insightll 2000,%® usando os programas Builder/ Sketcher/
Search_Compare/ Discover/ Analysis/ DelPhi/ Docking e Affinity. Os calculos
envolvendo Mecénica Molecular e Dindmica Molecular foram efetuados através

dos programas Discover 3.0 ?% 27:28) ysando o campo de forcas ESFF.(?% 20

25 — Insight 1l 2000 package; Accelrys

26— HAGLER, A. T.; MOULT, J. Nature, 272 (1978)
27 — MACKAY, D.H.J. et al. Plenum Press: 1990
28 — LUTY, B.A. et al. J. Comp. Chem., 16(1995)
29 — User guide. Forcefield Simulations. 1995

30 - SHI, S. etal. J Comput Chem., 24(2003)
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2.1 ~METODOS MATEMATICOS

Neste trabalho foram conduzidos calculos por mecanica molecular e por
dindmica molecular. A estes métodos matematicos principais, internacionalmente
usados para simular o comportamento de sistemas moleculares, estardo
vinculados outros métodos ou algoritmos importantes, e que complementarao os
estudos e informacdes obtidas a partir dos primeiros. Estes serdo, principalmente,
os algoritmos para os calculos de docking rigido e flexivel e as superficies de

Connolly.

2.2 - A APROXIMACAO SEMI-EMPIRICA: PRINCIPIOS DA
MECANICA MOLECULAR

A utilizacdo de métodos computacionais para a solu¢do de alguns
problemas de forma qualitativa e quantitativa em quimica vem ao longo dos anos
tomando grandes proporcdes, desde o surgimento dos primeiros conceitos de
campos de forca mecanico moleculares, na década de 70.0 Estes vém
representar uma interface entre os conhecimentos cientificos desenvolvidos pelas
areas da matemadtica, fisica, quimica e biologia molecular gerando, assim, uma

nova area de atuacao na investigacao da ciéncia e tecnologia nos dias de hoje.

A Simulacdo Computacional é uma subarea da quimica computacional,
onde se procura resolver determinados problemas cientificos através de métodos
computacionais. Esta subarea pode ser usada para descrever ou mesmo predizer
a estrutura e estabilidade de um sistema molecular discriminando os estados de
menor energia; a energia (livre) de diferentes estados do sistema; e 0S processos
de reacédo, ou processos dinamicos, nas mudancas de estados dentro do sistema,
ao nivel de interacdes atbmicas. Nestes, havera formacdo de uma populacédo de
configuracdes representativas de um sistema. A formacdo de uma populacéo de
estados em equilibrio é suficiente para estudar propriedades do equilibrio estatico
independentes do tempo. Entretanto, para se obter a dindmica de estados e
propriedades no ndo-equilibrio, métodos de simulagcdo por dinamica molecular

sdo utilizados para se produzir trajetorias do sistema.

(*)cf. ibid. ref. 26
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As simulagcdes por dindmica molecular, que envolvem tempo e
temperatura, podem usar a mecanica molecular e muitos de seus métodos
correlatos (como o SEARCH, para a pesquisa conformacional sistematica) para
varrer a hipersuperficie de energia potencial em busca conformacdes de
pequenas moléculas, ou para minimizar a energia de configuracdes provenientes

do estudo de trajetérias dinamicas.“2Y

As simulagbes por mecanica molecular utilizam as leis da mecanica
classica para prever as estruturas e propriedades das moléculas. O fundamento
do método consiste em se considerar a molécula como um conjunto de atomos
mantido por for¢as elasticas ou harmonicas. Estas forcas elasticas podem ser
definidas em termos de funcbes de energias potenciais, relacionadas com as
coordenadas internas das moléculas. A forma funcional da expressdo de energia
e 0S parametros necessarios ao ajuste as superficies de energia potencial

constituem o campo de forca da molécula.®®

Quando a energia potencial de uma molécula em repouso é descrita
através de um campo de forca, esta tendera a atingir a conformacdo de menor
energia possivel, a partir de uma geometria inicial proposta. A energia de
qualquer conformacéo de uma molécula pode, entdo, ser calculada a partir do
conhecimento do seu campo de forca e das coordenadas dos seus atomos
constituintes. A energia potencial assim obtida denomina-se ‘energia potencial
total’ e pode ser considerada como a somatéria das contribuicdes mecéanicas e

das interagdes nao-ligantes.

Assim, a energia potencial total pode ser calculada pela férmula geral:

Epotencial total = E1 + Eq+ Ew + En
Onde,
E|= deformacé&o dos comprimentos de ligacéo
Eq = deformacéo dos angulos de valéncia
Ew = deformacao dos angulos diedros

En = contribuicbes das interagdes entre atomos ndo-ligados

(*) cf. ibid ref. 27 a 32
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Os termos “otimizacdo energética” ou “minimizacdo de energia”
correspondem, do ponto de vista pratico, a utilizacdo de uma equacédo
matematica, ligada a um campo de forcas, os quais, através de algoritmos
matematicos (Steepest Descent, Conjugate Gradient, Newton-Raphson, ...) irdo
progressivamente conduzir um conjunto de coordenadas atdbmicas a posicoes
estaveis. Estas posi¢cdes correspondem, entdo, a minimos energéticos ou “pogos
de potencial” do sistema de interesse. O procedimento basico dos algoritmos de
minimizacao de energia consiste em caminhar sobre a superficie de potencial, em
direcbes que tendem a um decréscimo de energia, de maneira a que o sistema

seja levado a um minimo de energia local proximo.

23 - ALGORITMOS MATEMATICOS SISTEMATICAMENTE
USADOS NA APROXIMACAO ESCOLHIDA PARA ESTE
ESTUDO.

O método da “Inclinacdo Méaxima” ou “Método de Cauchy” (Steepest-
Descent® converge vagarosamente nas proximidades do minimo, mas é
poderoso para configuracdes distantes de um minimo em energia. De um modo
geral, com esse algoritmo é possivel melhorar estruturas cristalograficas pouco
refinadas, otimizar as construidas graficamente ou construir um modelo estrutural,
a partir de informacdes de RMN, ou provenientes de outros meétodos
espectroscopicos, ou, ainda, por similaridade com sequéncias de estruturas

conhecidas.

Um método mais sofisticado de busca de um minimo da funcdo energia,
além de utilizar a informacédo sobre a primeira derivada (gradiente), leva em conta
o caminho j& percorrido na busca do minimo. Este método, denominado
Gradientes Conjugados (Conjugate Gradient ), permite, em geral, uma
convergéncia mais rapida do que o método Steepest-Descent, o qual utiliza
somente a informacdo do gradiente na coordenada utilizada. Esse algoritmo
utiliza para a determinagcdo do passo seguinte, além do valor do gradiente no

ponto atual, o valor do gradiente obtido no passo anterior. Isso garante que a

(*) cf. ibid ref. 27 a 32
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direcdo do gradiente no novo ponto sera sempre ortogonal ao gradiente do ponto
anterior e, conseqiientemente, a todos os anteriores.

Na pratica, para os sistemas macromoleculares, o algoritmo Steepest-
Descent se mostra mais efetivo e rdpido nos passos iniciais quando se esta longe
do minimo. Entretanto, quando se esta perto de atingir o minimo, o método do
gradiente é muito mais rapido e preciso. Desta forma, pode-se utilizar os dois
métodos, procedendo-se inicialmente com o Steepest-Descent com um critério de
convergéncia relativamente fraco e, apds, o método dos gradientes conjugados

para o afinamento final da estrutura.

O meétodo de Newton-Raphson, ou método das secantes, € um caso
particular do Método das AproximacBes Sucessivas, entretanto, ao invés de
calcular pontos fixos, calcula-se raizes de uma dada funcdo. Portanto, este
método requer tanto a avaliacdo da funcdo V(r), quanto a de sua derivada V'(r),
em pontos r arbitrarios. Se a derivada da funcdo ndo se anular nas proximidades
da raiz desejada, entdo este método pode ser aplicado. Algebricamente, deriva-se

da expanséo de V(r) em série de Taylor na vizinhanca de um ponto, isto é:

d’L

V(r+d) @V (r)+Vi(r)d +Vf2(r)

Para pequenos valores de d e, em uma funcao simplificada, tem-se que V(r
+ d)=0, o que implica em:

_ V()
V'(r)

d

Outra maneira de se analisar o algoritmo de Newton-Raphson é que, em
adicdo ao uso de gradiente para identificar uma direcdo procurada, a curvatura da
funcdo (segunda derivada) é usada para predizer onde a fungdo passa atraves de

um minimo em uma direcao.

Este método néo esta restrito a uma so dimensao, ele pode ser estendido
para varias dimensfes. No entanto, pontos muitos afastados dos termos de

ordem superior na série sdo também de suma importancia, o que faz com que o
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método seja de pouco acuracia e, portanto, necessita de certas correcdes. Para
aspectos praticos, vamos dizer que o método de Newton-Raphson estende a idéia
do método Conjugate Gradient aproveitando aproximacdes quadraticas a V(r),
melhores do que as aproximacdes lineares, e que ganham importancia a medida

gue se aproximam do ponto 6timo do problema.

O método Quasi-Newton-Raphson baseia-se no método Conjugate
Gradient pelo uso de gradientes das interacfes prévias, através da minimizacéo
direta em uma rota eficiente. Todavia, o uso do gradiente € com o referencial
Newton-Raphson. Deste sdo exemplos os algoritmos BFGS (Broyden, Fletcher,
Goldfarb e Shanno) e o DFP ( Davidson, Fletcher e Powell.).

E fundamental que a funcdo energia potencial de interacbes entre os
diversos atomos do sistema seja descrita de forma a que se estabeleca um
compromisso entre a viabilidade computacional, a preciséo e a exatiddo, na
descricdo das propriedades que se quer analisar, sejam elas is6bmeros
conformacionais, propriedades eletrostéticas, frequéncias vibracionais,

flexibilidade, dentre outras.

2.4 - 0OS CAMPOS DE FORGCAS (Force Fields)

Com o objetivo de escolher o melhor campo de forca para nossos estudos
sobre minimizagGes energéticas dos complexos moleculares sob analise, através
de técnicas de docking, consideramos quatro dentre os campos de forca
implementados nos programas Insightll/Discover. Estes programas vém da
empresa Accelrys Inc.l Os campos analisados foram: CFF91, Amber, CVFF e
ESFF. O primeiro, Consistent Force Field, ou CFF91, e o segundo, Amber, foram
excluidos por ndo terem o0s parametros necessarios para o Fe, nas versdes
disponiveis. Em seguida, foram realizados testes com o Consistent Valence Force
Field, CVFF, por ser um campo de forca tradicionalmente usado para
macromoléculas biolégicas, dentre os usuarios do programa Discover. CVFF
possui também bons parametros para pequenas moléculas organicas, o que nos

seria conveniente. No entanto, este foi excluido devido a m& parametrizacdo para

(*) cf. ibid. ref. 25 e 29
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coordenacdes entre 0 Fe, os atomos de nitrogénio e os carbonos conjugados.

Fortes distor¢gdes ao plano foram verificadas durante a fase de testes.

CVFF possui somente parametros para:
Potencial: Fe2c; carga: 2 ; coordenacdo: ion Fe(ll) octaédrico

Fe; 0,0; ferro metalico.

Esta parametrizacdo limitada implicaria na efetivacdo dos calculos das
coordenadas atbmicas do grupo hemeporfirina sob fortes restricdes, de modo a
reduzir as distorcbes geométricas. Isto reduziria a precisdo dos estudos dos

complexos proteina:cofator:ligante:solvente a serem estudados.

O CVFF®? foi utilizado para se realizar a etapa de ancoramento flexivel, tal
procedimento ndo aceita o campo de forca ESFF®. Devido a isto os modelos
orientacionais obtidos foram feitos sob o campo de forca CVFF, apos a obtencéo
destes modelos, se realizou a otimizagdo energética dos citados modelos sob o

campo de forca ESFF.

2.4.1 - O campo de forcas CVFF

O CVFFY foi ajustado através de milhares de parametros provenientes de
estruturas cristalinas, de fluorescéncia, de calculos quanticos ab-initio e semi-
empiricos para grupos quimicos pequenos. Este campo de forca foi
fundamentalmente concebido para reproduzir o comportamento de pequenas
moléculas organicas (com todas as fungbes orgéanicas, como amidas, acidos
carboxilicos, estruturas em ressonéancia, etc.), de grupos de repeticdo, como 0s
aminoacidos, acidos nucléicos e carboidratos; reproduzir e simular cristais e
estruturas em fase gasosa. Este campo de forcas vem sendo usado
extensivamente, por serem citados em inumeras publicacdes, e implementado
durante muitos anos. No entanto, seu desenvolvimento foi interrompido em 2002,
em favor de CFF, também conhecido por Compass. Foi planejado,

principalmente, para estudos de estruturas biomoleculares e céalculos de energias

(*) cf. ibid. ref. 30 e 33
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que tendem a se ligar, embora prediga, razoavelmente bem, frequéncias
vibracionais e energias livres de Gibbs.

A expressdo matematica geral para descrever um sistema molecular pelo
CVFF é representada pelos seguintes termos:

Equacdo 2-1: Campo de forca CVFF??

1 2 3 =
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onde:

- D, é a constante harménica de energia associada a ligacéo
guimica entre dois atomos;

- Hyq € a constante harmonica de energia associada ao angulo entre
duas ligac6es quimicas e g é 0 angulo de equilibrio entre duas ligagdes;

- Ht € a constante harménica que define a barreira de rotacdo, n é o
namero de minimos para a tor¢cdo de uma ligacéo especifica, f é o angulo
diedral para a ligacdo central em uma sequéncia de quatro &tomos;

- Hc € a constante que define as interacfes fora do plano.

Os outros simbolos encontrados na equacéo significam:

- bo € a distancia de equilibrio da ligacao quimica;

- Qo € 0 angulo de equilibrio entre duas liga¢des;

- n € 0 numero de minimos para a tor¢cdo de uma ligacao especifica,

- f € o angulo diedro para a ligacdo central em uma sequéncia de
quatro atomos;

- e € a polarizabilidade dos atomos.
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- gi € a carga do atomo i.

Os primeiros quatros termos desta equacgdo sao somas que refletem a
energia necessaria para mudancas nas distancias de ligagdo(b), mudancas dos
angulos de ligacdo (@) através de valores de referéncia, rotagbes e tor¢cdes de
angulos (f ) e distor¢des a planaridade entre atomos e seus ligantes (c)

Os termos de 5 a 9 representam as interacdes cruzadas. SA0 necessarios
para reproduzir frequéncias vibracionais e, deste modo, as propriedades
dindmicas das moléculas. Estes termos podem se tornar instaveis quando o
sistema esta longe do minimo.

Os dois termos do item 10 que, combinados, formam o potencial de
Lennard-Jones, estdo associados a dois tipos de interagdes distintas. O termo
repulsivo com dependéncia em F'? esta relacionado com forcas de curtissimo
alcance, quando dois atomos estao suficientemente préximos, de tal modo que
haja um certo grau de superposi¢do de suas nuvens eletronicas, cuja origem esta
na repulséo entre nucleos atdbmicos e no principio de expulsdo de Pauli. O termo
atrativo com dependéncia em f° esta relacionado com as forcas de disperséo,
cuja origem esta associada as flutuacdées da nuvem eletrbnica de um dado atomo,
causadas pela presenca de outro atomo, resultando em uma interacdo atrativa
tipo dipolo-induzido / dipolo-induzido.

As interagBes entre atomos e suas cargas eletronicas parciais podem ser
representadas em potenciais baseados na lei de Coulomb. O ultimo termo (11)
esta relacionado com as interacdes eletrostaticas intra e intermoleculares, as
quais sé@o consideradas de longo alcance devido ao fato de exibirem uma

dependéncia com o inverso da distancia (r) entre as cargas parciais atémicas.

2.4.2 - O campo de forcas ESFF

O campo de forcas Extended Systematic Force Field (ESFF)® possui uma
parametrizacdo para o ferro bem mais especifica, 0 que o torna adequado ao
nosso estudo.

O ferro contém os parametros necessarios para a coordenacdo com

vizinhangca de nitrogénios e carbonos de sistemas arométicos, planares. A

(*) cf. ibid. ref. 29 e 30
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denominacédo interna para este potencial e suas combinac¢des interatdbmicas e
angulares, € o Fe024s, indicando ter coordenacéo 4 e simetria D4h. Ha outros 37

diferentes tipos de potenciais para o Fe, neste campo de forca (vide Anexo I).

O ESFF utiliza parametros atdmicos e possibilita condi¢cdes para a geragdo
de parametros explicitos. As condicdes simulam uma realidade fisica e depois
tendem a supressdo de redundancias. Isto € possivel, pois 0s parametros
atdmicos sédo determinados a partir de experimentos ou calculados por fungdes
ab-initio a partir de pequenos grupos quimicos e de estruturas mais complexas.
Inicialmente parametrizado para composto organometélicos, ESFF desenvolveu
se e foi amplamente testado para polimeros sintéticos, biomacromoléculas
(Wieslaw NOWAK, Andrzej WOJTCZAK & Vivian CODY. Computer modeling with
the ESFF forcefield of human dihydrofolate reductase ternary complex with
NADPH and piritrexim (PTX) inhibitor. Ver o artigo em anexo e procurar
complemento da referéncia na Internet) e pequenas moléculas das mais diversas

classes.

A energia de ligacdo é representada por uma funcional de Morse, onde a
energia de dissociacdo D, o tamanho da ligagdo rp € 0s parametros néo
harménicos sédo necessarios. Na construcdo destes parametros a partir de dados
atdbmicos, o campo de forca utiliza ndo somente o tipo de a4tomo e ordem de
ligacdo, mas também considera ligacdes abertas do tipo endo ou exo para anéis
de 3, 4 ou 5 &tomos. As auto-regras dependem da eletronegatividade, dureza e
ionizacdo dos atomos, bem como das ndo-harmonicidades atbmicas e do raio

covalente. As quantidades posteriores sao parametros estruturais.

O campo de forca ESFF pode ser usado para modelagem molecular de
sistemas organicos, inorganicos e organometdlicos em fase gasosa ou
condensada. Ele mimetiza todos os elementos da tabela peridédica acima do Rn.
Todavia sistemas ligantes infinitos ndo podem ser tratados com ESFF, o nimero
maximo de atomos esta em volta de 10.000 por cela unitéaria.

A expressao analitica energética para ESFF é obtida pela equagéo 2.2, na
qual os termos representam:

a) A soma das energias de ligacdes interatbmicas;



Fundamentos Teodricos 29

b) A contribuicdo das varia¢cdes dos angulos de ligacdo entre trés atomos

(dngulos de valéncia);

c) A contribuicdo energética para variacdes nos angulos diedrais entre

guatro atomos consecutivos (angulos de tor¢éo);

d) A contribuicdo das variacdes das torcBes angulares fora do plano (out-

of-plane);

e) A contribuicdo das interacdes de van der Waals usando o potencial 6-9

de Lennard-Jones;

f) As contribuicbes das relacdes eletrostaticas entre dois atomos.

Equacgo 2-2: Campo de forca ESFF?%
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Os termos angulares para o ESFF sao calculados segundo seus tipos, mas

também, segundo o tamanho de anéis, a simetria e ligacao p de cinco classes:

1) A classe normal inclui &ngulos nao fixos e outros associados a anéis de

3,4 e 5 membros;

2) a classe linear inclui

angulos com atomos centrais contendo

hibridizacdes sp, e angulos entre dois ligantes axiais, em caso de complexos

metalicos;
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3) a classe perpendicular é restrita a centros metalicos e incluem angulos
entre ligantes axiais e equatoriais em torno de centros metalicos;

4) a classe equatorial inclui angulos entre ligantes equatoriais e sistemas
quadrados planares, bipiramidais trigonais, octaédricos, bipiramidais pentagonais
e bipiramidais haxagonais;

5) a classe do sistemap inclui &ngulos entre pseudo-atomos.

2.4.3 - Consideracbes sobre a distribuicdo de cargas atomicas

parciais.

A grande importancia que as interacdes eletrostaticas assumem, tanto com
relacdo a aspectos funcionais, quanto a aspectos relacionados a estrutura e a
estabilidade de moléculas, tornam evidentes algumas limitacBes implicitas ao
tratamento utilizado pela maioria dos campos de forcas, quando da descricao
destes parametros. Como cargas parciais atbmicas nao sdo quantidades fisicas
(por ndo poderem ser associadas a uma observavel quantica e, portanto, nao
podem ser determinadas experimentalmente), isto comumente implica na
auséncia de uma definicdo rigorosa e huma certa arbitrariedade na determinacao
de seus valores. Estas cargas sao geradas pelo campo de forgas, e atribuidas a
grupos moleculares ou atomos individuais, independentemente da conformacéo
em que a molécula esteja. O ideal seria que, para cada conformacado, a
distribuicdo de cargas parciais fosse recalculada. Isto, no entanto, so é feito para
conférmeros ja provenientes de triagem e ndo para todas as conformacfes e
configuracbes calculadas. Esta é uma limitacdo conhecida e os especialistas
sabem como tratd-la. Normalmente utilizam-se célculos quéanticos ab initio ou
semi-empiricos para determina-las (programas quanticos semi-empiricos como
AM1 e PM3, ou pela teoria de Hiickel ou da Funcional Densidade, DFT (programa
DMol). Os sistemas de coordenacdo e as cargas atdmicas parciais que Sao

atribuidos por ESFF foram determinados por DFT).

No entanto, as cargas formais s&o inicialmente escolhidas e introduzidas
manualmente pelo usuario. Caso haja erros de atribuicdo, o programa envia

mensagem de erros, logo no inicio de um célculo, e péara, pedindo para que estas
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cargas sejam corrigidas. Caso a coordenacgao inicial esteja errada, o programa
também avisa ao usuario que ha erros de atribuicdo. Até que estes erros sejam

corrigidos, nenhum calculo podera ter inicio.

2.5 A DINAMICA MOLECULAR NEWTONIANA

A dindmica molecular (DM) atua nos graus de liberdade intramoleculares
de um sistema de uma maneira analoga a minimizagcdo de energia. Os
ingredientes basicos da dinamica molecular sdo os céalculos das forcas em cada
atomo, e a partir delas, as posi¢cdes de cada &tomo em um periodo de tempo
especifico (da ordem do fentosegundo = 10*° segundos). ©

O algoritmo de um programa de Dindmica Molecular consiste da solucéo
numérica da equacdo de movimento de Newton, fornecendo uma trajetoria
(coordenadas e momentos conjugados em funcdo do tempo) do sistema sob
estudo. Escolhendo o passo de integracao, a resolucao temporal e a extensao da
trajetéria podem ser adaptadas aos eixos de relaxacdo temporal para os
processos dindmicos. A partir da trajetoria, propriedades de equilibrio e grandezas

dindmicas podem ser calculadas.

Na Dinamica Molecular, uma trajetéria (configuracdes em funcéo do tempo)
€ gerada pela integracdo simultanea das equacdes do movimento (Eq. 2.3 e Eq.
2.4), para todos os atomos do sistema molecular.

dr)
ol 'F

Fi - W(ri ""rN%. Eq.24

A forca no atomo i € notada por F; e o tempo, como t.

Eq. 2.3

Uma simulagdo por dindmica molecular requer célculos do gradiente da

energia potencial V(r), o qual deve ser uma funcéo diferencial de coordenadas

(*) cf. ibid ref. 26 e 27
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7

atbmicas r. A integracdo da equacdo € efetuada em pequenos intervalos de
tempo, Dt, tipicamente de 1 — 10fs para sistemas moleculares. Quantidades
estatisticas de equilibrio podem ser obtidas através da média sobre a trajetéria.
Esta deve ser suficiente longa para formar um conjunto representativo do estado
de equilibrio do sistema. Esta técnica possibilita ainda o estudo do sistema no
estado de ndo-equilibrio. A Dindmica Molecular é usada eficientemente para
visitar o espaco configuracional porque a energia cinética presente no sistema,
permite que barreiras de energia da ordem de KT por grau de liberdade sejam
ultrapassadas. A transposicao de barreiras de potencial € obtida pelo aumento da
temperatura, o que é acompanhado de uma reducdo consideravel no tempo de

calculo e ainda permite que uma seérie de diferentes conformacfes seja gerada.
(34)

O resultado de uma simulacdo deve ser independente das posicoes
atdmicas e velocidades iniciais do sistema em estudo. A configuracdo inicial de
um sistema molecular pode provir de diversas fontes, tais como estruturas de
raios x, calculos de distdncia geométrica, construcdo de modelos, método de
Monte Carlo etc. As velocidades iniciais sdo escolhidas como zero ou obtidas
através de uma distribuicdo de Maxwell (282735

As simulacdes dinamicas efetuadas através do programa Discover sao
conduzidas em duas etapas: o equilibrio e a cole¢cdo de dados. Para a etapa de
equilibrio, velocidades aleatérias sédo atibuidas aos atomos de acordo com a
distribuicdo de Maxwell-Boltzmann, em torno da temperatura desejada. O periodo
de equilibrio térmico (termalizacdo) requerido dependera do tempo de relaxacdo
das propriedades de interesse. A simulagcdo é monitorada de forma a obter
resultados no equilibrio.

A principal utilidade da simulacdo por dinamica molecular é analisar os 0
movimento molecular e as interagdes que ocorrem em um nivel atbmico. Os
resultados sao geralmente analisados tomando a média sobre o tempo, ou média
sobre a simulacdo com diferentes condi¢cOes iniciais das propriedades de

interesse.

35 - GOULD, H., 1996.
36 - ROCHA, Adalberto Vieira da, Dissertagdo de Mestrado, 2004.



Fundamentos Teobricos 33

2.6 O ANCORAMENTO OU DOCKING

7

Uma técnica importante na modelagem estrutural € designada por
“docking”, ou seja, “acoplamento” ou “ancoramento”. O objetivo do calculo do ipo
ancoramento molecular consiste na avaliacdo das interagbes energéticas de
algumas orientacdes de uma molécula em relacdo a outra (s), em busca de
interacdes que resultem em baixa energia.2®

Em alguns casos, o sistema de interesse consiste em complexos
moleculares. A obtencdo de um modelo estrutural requer necessariamente um
estudo preliminar das interagdes intermoleculares envolvidas. O docking consiste
em otimizar tais interagcbes segundo varios critérios. Para isto, as moléculas
envolvidas sdo como corpos rigidos em uma primeira aproximacdo. Neste
sentido, o docking pode ser entendido como um problema de otimizacdo de
encaixe de formas moleculares. Em uma abordagem mais elaborada, calculos de
energia potencial sdo associados a natureza das interacfes intermoleculares,
fazendo com que a compatibilidade fisico-quimica das intera¢des na interface do
complexo seja considerada. Este € o caso do docking rigido. No entanto, tal
aproximacdo ndo é suficiente para a determinacdo de uma configuracao inicial
satisfatoria, especialmente para sistemas envolvendo interagfes de pequenas
moléculas no sitio catalitico de enzimas. Pode-se, entéo, escolher aproximacdes
para um docking flexivel, quando as moléculas sofrerdo transicoes
conformacionais de maneira a alcancar um melhor ajuste para as interacdes
moleculares ££38)

Nesta técnica, as interacdes energéticas sdo computadas pela soma das
contribuicbes de van der Waals e eletrostaticas entre todos os atomos de duas
moléculas, mas sem utilizar todos os termos da equacao do campo de for¢a, ou
seja, trabalha-se com as equagdfes em sua forma mais simplificadas ndo a
equacao completa. Os termos eletrostaticos podem ser computados através das

interacdes 6-12 de Lennard-Jones e pelo potencial de Coulomb.®

37 — BLANEY, J. Perspectives in Drug Discovery and Design (1993)
38 — STOUTEN, P. at al. Molecular Simulation (1993)

39 — LANGRIDGE, R, et al, Journal of Molecular Biology

(*) cf. ibid ref. 22 e 23.
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Estas interacbes sdo computadas dentro de uma grade que envolvera
parte do sistema molecular estudado, por exemplo, aminoacidos que contém o
sitio catalitico e o ligante de interesse. A construcdo da grade de energia depende
do campo de forca usado. Como proposto por Langridge,®® uma grade de
energia deve ser pré-definida entre duas moléculas. As interacdes energéticas
produzidas podem ser aproximadas pelos calculos de energia entre os atomos da
molécula em movimento e o ponto da grade apropriado, sendo os célculos sdo
interativos.

Idealmente, o movimento das orientagdes espaciais intermoleculares
resultaria em interacdes energéticas em tempo real. Todavia a expressdo
energética é calculada interativamente no computador, sendo o tempo de
computagdo proporcional ao quadrado do numero de interagbes dos atomos,

tornando os célculos relativamente lentos.

39 — User Guide. Ligand_Desing. Biosym/MSI, 1995
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2.7 Ancoramento flexivel estudado através do programa Affinity.

O programa Affinity“® ou Afinidade, aplica a mecanica molecular na busca
e na avaliagdo de estruturas acopladas. Para se efetuar busca conformacional
rapida o bastante para aplicacdes praticas, o sistema ligante/receptor € dividido
em atomos de "maior volume" e em atomos “moveis” ou “livres”. Os atomos de
maior volume séo definidos como aqueles do receptor que ndo se encontram no
sitio de recepcéo que foi definido. Estes atomos sdo mantidos rigidos durante a
pesquisa para se encontrar o ancoramento desejado. Os atomos moveis sao
aqueles que £ encontram no sitio receptor, em adicdo aos atomos ligantes.
Estes podem mover-se livremente, a excecdo daqueles que se encontram no sitio
de recepcdo, em posicdo muito fechada com os mais volumosos. Estes sofrerdo
restricbes através da Grade de Acoplamento (GridDocking). O principal programa
empregado por Affinity € Discover (no modulo Discover_3), junto com 0s campos

de for¢ca implementados naquele programa.

Para se complementar funcionalidades propostas pelo programa Discover,
termos adicionais foram desenvolvidos para Affinity, sob forma de termos de
pénaltis/energia especificos aos problemas de docking, que foram inclusos como
termos complementares a equacdo completa da mecanica molecular para
calculos de minimizacdo energética ou trajetérias dindmicas. Estes termos sao
compostos por: um termo para interagcdes nao-ligadas (MM/Grid), um segundo
termo para a grade de solvatacdo, um terceiro termo geométrico para as ligacées
hidrogénio, um quarto termo contendo as restricdes do tipo “tethering” e um quinto
termo confinando o ligante. Estas caracteristicas adicionais possibilitam a

flexibilidade e o foro necessarios para se tratar diferentes problemas de docking.

40 — HAMZA, A. et al. J. Phys. Chem. B, 2006.
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2.7.1 Termos para energia e pénaltis.

2.7.1.1 - Métodos baseados em grade para interagdes ndo-ligadas e efeitos
de solvatagéo.

A forma funcional para CVFF (Dauber-Osguthorpe, 1988)") esta
reproduzida na equacéo 2.1, item 2.4.1.

O termo para desolvatacdo, em GridDocking, baseia-se no método
MM/Grid. “)

Eq. 2.6

Este termo representa a energia livre de interagdo de um atomo com o
solvente implicito. Foi derivado da transferéncia de um atomo de um ambiente
completamente envolvido pelo solvente a um ambiente no qual os vizinhos
atdbmicos sdo explicitos “?. Ao ocorrer a transferéncia, um atomo vizinho j é
pressuposto deslocar o volume do solvente envolvendo o atomo i, proporcional ao
fragmento de volume de |, fj. A constante de proporcionalidade, S;, é denominada
parametro de solvatacéo.

2.7.1.2 - Grade para atomos mais volumosos.

A representacdo de grade para atomos de maior volume em mecéanica
molecular, representa o célculo que mais tempo consome dentre as interacdes
nao-ligadas. Se cut-offs ndo sdo usados, o tempo computacional cresce de forma
quadratica, segundo o nimero de 4tomos no sistema. Para um sistema tipico,
como uma proteina com alguns milhares dos atomos, isto ndo é pratico para o
docking por requerer um namero enorme de avaliagbes de energia e de gradiente
Esta é a razdo provavel pela qual a maioria dos métodos de docking, descritos na
literatura, emprega regras empiricas simples.“® Entretanto, se a maior parte de

um sistema protéico (se o maior volume puder ser pressuposto como rigido, pode-

41 — Luty, B.A. , et al. J. Comp. Chem., 1995.
42 — Stouten, P.F.W., et al . C. Molecular Simulation, 1993.
43 — Kuntz, I.D.; et al. Acc. Chem. Res., 1994.
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se usar grades para se representar este volume, enquanto o ligante e o sitio de
recepcdo sao simulados explicitamente (Figura 2.1). Por exemplo, para um
sistema tipico de ligante/proteina com 4.000 &tomos, o sitio de recepcdo e o
ligante devem ter poucas centenas de atomos. Esta reducédo drastica no tamanho

do sistema pode conduzir a uma significativa reducao no tempo computacional.

Figura 2-1: Representacao esquematica de um
sistema tipo ligante/receptor.
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Os pontos representam o tracado dos potenciais proveniente deste maior
volume do receptor (ndo mostrado) em uma grade 3D, a qual envolve os atomos
moveis, representados por esferas claras. As esferas escuras representam
atomos em um referencial restrito, o qual separa os atomos livres dos atomos
rigidos.

Uma grade 3D envolvendo os atomos livres pode ser construida como se
segue. O potencial devido aos atomos rigidos em um ponto p da grade é

calculado. Para os termos 6-12 de van der Waals, em CVFF, os potenciais séo:

. o A )2
fF2(p)= a %

jl rigid terms  'jp

o (By) 2
(= a —%— w2

il rigid terms rjp

Eq. 2.7

N[ =

44 - http://lwww.accelrys.com
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onde A e B séo os parametros repulsivos e atrativos, respectivamente, e r, € a
distancia do atomo j ao ponto p no espaco.

O potencial eletrostatico em um ponto p no espaco pode ser obtido similarmente:

f®(p= § A £q. 2.9

i1 figd temos & j
onde g; € a carga atomica do atomo j.

Para o termo do dessolvatacdo, duas grades sao requeridas:

o I' O
f DES,ESDL(p) - a

Eg. 2.10
jT termosrigidos .

o x F
f DES,BULK — S ex
(p) a pé o ?

j1 termosrigidos

ﬂ
9

Eq. 2.11

ﬂ

Consequentemente, se um atomo livre i com parametro de solvatacao S; e
fragmento de volume fi, esta situado no ponto p da grade, a dessolvatacao do
atomo movel i, através de atomos rigidos, sera igual ao S; vezes f P55 BPLl(p) e a
dessolvatacdo dos atomos em maior volume, rigidos, através do atomo i sera

igual ao fj vezes f PES BUK(p),

Para calcular o potencial em algum ponto na grade, um esquema de
interpolacdo tri-linear a partir dos oito pontos de grade mais préximos “* é usado.
A energia total de interagdes ndo ligadas entre os atomos movendo-se livremente
e os fixos sera obtida por:

8 A A0+ DR P0) (%) + S 7 () + 1 S (x)

il mobileatomos@

O\,

Eg. 2.12

45 - Press, W.H, et al. Cambridge University Press, 1986
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onde x denota as coordenadas do a&tomo movel i.

Para calcular a forca em um atomo que se move livremente devido aos
atomos rigidos, uma grade de for¢ca envolvendo o atomo movel € construida,
quando necessario. E considerada como o negativo do gradiente da grade
potencial. A seguir, a forca sobre o atomo mével é calculada através do mesmo

esquema de interpolacéo tri-linear, mas usando a grade de forca.

Se o ligante tiver se movido para as bordas das grades, ou além das
grades, durante o processo do acoplamento, (por exemplo, através de uma
importante translacdo), suas interagcbes com atomos rigidos ndo poderdo mais ser
computadas usando grades. Neste caso, uma forca restauradora sera aplicada
para trazer o ligante de volta a grade. Embora isto possa causar descontinuidade
nas forcas do ligante, isto ndo sera significativo, desde que a regido além da

grade seja considerada sem importancia.

Este método da grade trabalha somente se os atomos definidos por um
conjunto como um maior volume (e representados por grades) e os atomos
moveis forem razoavelmente separados. Se nao, a interpolacdo tri-linear sera
uma aproximacdo grosseira a solucdo exata, analitica. Consequentemente, uma
regido intermediaria que funcionara como um amortecedor, sera introduzida para
separar os atomos livres dos outros. Em outras palavras, os moveis serédo
subdivididos em livres e restritos, dependendo das distancias aqueles no volume
maior. Se a distancia entre eles for menor do que a soma de seus raios de van
der Waals, mais aqueles restritos (definidos pelo usuario), o atomo movel estara
restrito & sua posic&o original que usa uma forca harménica de 100 mol*.kcal.A™2.
Suas interacfes com 0s atomos de maior volume ndo serdo computadas usando
grades. A presenca deste “amortecedor” vai assegurar que 0s atomos livres
(cujas energias e forcas devido aos atomos de maior volume sdo avaliadas
usando grades) estardo, ao menos, além de seu contato de van der Waals,
ajustado a 0.5A.

Entretanto, notemos que se este método € aplicado ao acoplamento, todos
os atomos do ligante devem ser mdveis, mesmo se alguns deles estiverem

préximos aos atomos rigidos. Isto significa que todos os atomos proximos ao
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ligante devem pertencer ao subconjunto do sitio de recepcdo. Por exemplo, em
nosso caso, define-se um conjunto ubset) onde todos os atomos do receptor

estardo dentro de 12A do 4tomo de Fe da hemeporfirina.
2.7.1.3 Restricbes geométricas

Termos externos ao programa Affinity, relativos as restricbes geométricas
podem ser adicionados ao estudo de interacdes, por considerarem algumas das
caracteristicas necessarias para boas interagbes no sitio ativo (como
descrevemos para 0 processo de relaxamento estrutural de um sistema

molecular). Estes termos, no entanto, ndo sdo necessarios para Grid/Docking.

2.7.1.4 - Interacdes via ligacdes hidrogénio

Freguentemente durante os primeiros passos da pesquisa conformacional,
0 uso de campos de forcas da mecénica molecular ndo é suficiente para garantir
convergéncia. Para o exemplo, quando ha possibilidades oObvias de ligacdes
hidrogénio entre o ligante e o receptor, poder-se-ia aumentar a possibilidade de
se encontrar uma conformacédo de interesse (0 biéforo) por maximizacdo dos
contatos via ligagdo hidrogénio. Desta forma, Affinity conta com um termo
geométrico de restricAo que maximiza os contatos entre os atomos doadores de

hidrogénio e os atomos aceptores:

— L & -a (r-ro)? - b(r-r0)?
EH bond — kab. Al[e ] + AZ[e ] Eq. 2.13
onde A;=A,=-10.0,a=2.0,b=1.0,erp=1.8A,
k € um parametro ajustavel que especifica a escala total deste termo.

A soma é conduzida sobre todos os pares dos atomos doadores de
hidrogénio e os aceptores. Esta forma particular de restricdo geométrica foi
projetada para efetuar um intervalo de forca médio com um minimo muito proximo
a distancia ideal de interacdo de 1.8 A. As constantes da forca foram

parametrizadas para serem proporcionais aos outros termos do campo de forcas.
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Deve-se ter em mente que este termo esta previsto para ser usado na fase
inicial do acoplamento para guiar o ligante em direcao as interacfes ligantes
favoraveis. Como se refina as conformacfes de docking com o campo de forca
completo, é aconselhavel remover lentamente este termo pela reducao do valor
de k.

2.7.1.5 Confinamento do ligante.

Em especial para o estudo de docking a vacuo, o ligante pode, as vezes,
ser afastado da cavidade de recepcdo. Este comportamento pode ser restrito por
introducéo de forcas que contenham razoavelmente as interacdes aquelas dentro

na cavidade. Um termo de confinamento do ligante foi introduzido:
— 2
EIigandConfine - k(max(d - dO,O.O)) Eq. 2.14

onde

d é a distancia, em angstrons, entre os centros da massa do sitio de recepgéo e
do ligante;

do € um parametro de input ajustavel que especifica a extensédo da cavidade de
recepcao; e

k € ajustado para ser 100.0 by default.

Pode-se compreender que o termo de confinamento do ligante é correto,
enquanto o centro de massa do ligante estiver dy dentro do centro de massa da
cavidade de recepcdo. Neste caso, o termo ndo fornecera nenhuma forca ao

sistema e ndo tera nenhuma interferéncia nos detalhes dos modos de interacao.

2.7.2 Procedimentos para o docking

O docking de Affinity propde protocolos flexiveis que compreendem Monte
Carlo, Simulated Annealing e minimizagdo. O fluxograma abaixo representa o

funcionamento tipico do procedimento para os célculos de ancoramento. O
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processo tem inicio por um posicionamento manual das moléculas envolvidas no
docking, de forma razoavel. Uma minimizacdo de energia € efetuada para se
corrigir os erros mais grosseiros. O ligante se move, entdo, por uma combinagéo
aleatéria de translacdo, rotacdo e tor¢cdes. O movimento randémico visita o
espaco conformacional do ligante e sua orientacdo com respeito ao receptor. Isto
tem a vantagem de superar todas as barreiras de energia na hipersuperficie
potencial de energia. Nesta fase do calculo escolhem-se cuidadosamente os

termos néo ligados.

Figura 2-2 Fluxograma para o docking de Affinity
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2.8.1 O solvente e a constante dielétrica

Para se modelar um sistema protéico é bastante conhecido que o solvente
deve ser incluido na simulacéo, caso o resultado dependa de interacdes fortes ou
de efeitos hidrofébicos. Uma simulacdo rigorosa de proteina devera incluir
moléculas de agua explicitas, a0 menos duas ou trés camadas em torno da
superficie da proteina. Tal rigor pode ser computacionalmente proibitivo para
grandes sistemas. Caso os resultados n&do dependam do solvente, talvez as
aguas nao precisem ser explicitas. Frequentemente, para que o efeito do solvente
possa ser modelado implicitamente, usa-se o ajuste do comportamento através da
constante dielétrica.

O tratamento quantitativo de efeitos dielétricos no interior da proteina é um
dos principais problemas que hoje limitam a exatidao, confiabilidade, e a utilidade
de calculos de estrutura, baseados em energias eletrostaticas no continuum. A
superficie de uma proteina representa uma relacdo entre substancias de
propriedades dielétricas muito diferentes. Nos calculos com métodos do
continuum as propriedades dielétricas no interior da proteina e na fase solvente

sao representadas em termos de constantes dielétricas.

Esta pode ser ajustada a um valor Unico, ou ser substituida por uma funcéo,
usualmente a distdncia a primeira poténcia, também chamada “dielétrica
dependente da distancia”. Estes valores todos sdo questionados, pois hdo podem
considerar a contribuicdo estrutural do solvente introduzida através das ligacdes

hidrogénio.

Uma constante dielétrica igual a 4 é usada geralmente em métodos do
continuum para modelar as propriedades dielétricas do interior da proteina (John
J. Dwyer, Apostolos G. Gittis, Daniel A. Karp,” Eaton E. Lattman, Daniel S.
Spencer,[| Wesley E. Stites,D & Bertrand Garcia-Moreno E."; High Apparent
Dielectric Constants in the Interior of a Protein Reflect Water Penetration. Biophys

J, September 2000, p. 1610-1620, Vol. 79, No. 3). Constantes dielétricas similares
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sao preditas para proteinas por uma variedade dos calculos teéricos baseados na
analise da modalidade normal e em simulagdes molecular da dinamica (Gilson, M.
K., and B. H. Hbnig. 1986. The dielectric constant of a folded protein. Biopolymers.
25:2097-2119 [Medline]; Simonson, T., and D. Perahia. 1995. Internal and
interfacial dielectric properties of cytochrome c from molecular dynamics in
aqueous solution. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 92:1082-1086 [Abstract]).

Ha trés modelos diferentes que incorporam a constante dielétrica: o
modelo dielétrico uniforme; o modelo dielétrico dependente da distancia e o
modelo dielétrico da cavidade (Rogers, N. K, In: Ed. Fasman, G.D., “Prediction of
Protein Structure and the Principles of Protein Conformation”; Plenum Press:New
York & London, 1990, Ch.8, 359-389). O primeiro assume que ha um valor de?
que pode ser usado a nivel molecular. Dentro da proteina, este valor é
considerado entre 2 e 5. Ha também trabalhos que indicam altos valores para e,
entre 44 e 128. Estes valores menores parecem bem estimar o interior da
proteina, mas ignoram que ela se encontra envolta em agua, que possui alto valor
de ?.Ignoram também que o solvente produz forte efeito na proteina. O segundo
modelo é pragmatico nas descri¢des fisicas das interacdes eletrostaticas. Assume
que, para as separacdes da ordem das dimensdes atdmicas, o€ entre dois pontos
sera aquele do espaco livre e, para maiores distancias, o maior valor de efara a
agua sera usado. Para distancias intermediarias, assumira que o dielétrico varia
com a distancia de uma forma apropriada. O terceiro modelo é macroscépico e
considera a proteina como um meio de baixa polarizabilidade com uma dielétrica
inferior a 5, imersa em um solvente com alta dielétrica (80 para agua). A forma da
cavidade é modelada como uma esfera, um elipsoéide, ou uma forma néo analitica
e 0s potenciais eletrostaticos sdo calculados através da solucédo para a equacao

de Poisson- Boltzmann.

Uma constante dielétrica de 4 é muito mais baixa do que a constante
dielétrica da agua (78.5 em 25°C), mas representa uma polarizabilidade relativa
substancial no vacuo. N&do obstante, quando uma constante dielétrica baixa €&
usada com estruturas estéticas, os valores de energias eletrostaticas nas
proteinas sdo exagerados em calculos do continuum. Este problema é mais
acentuado em célculos que envolvem 0s grupos imersos no interior da proteina.
(Garcia-Moreno, E. B., J. J. Dwyer, A. G. Gittis, E. E. Lattman, D. S. Spencer, and
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W. E. Stites. 1997). Paradoxalmente, a polarizabilidade experimental para estes
grupos é consideravelmente maior do que a polarizabilidade correspondente a
constante dielétrica 4. Mecanismos fisicos podem ser utilizados para a
contribuicdo da polarizabilidade no interior de proteinas. Mecanismos
moleculares gerais podem ser propostos previamente para racionalizagcdo de um
aparente aumento da polarizabilidade dentro das proteinas, cujas conjecturas nao

possam ser comprovadas experimentalmente.

Ha& métodos de calculos que permitem simular solventes para a avaliacédo
de energias eletrostaticas em proteinas, incluindo dois valores para duas
constantes dielétricas. Um deles simula o soluto e o outro o solvente,
representando o efeito do meio sobre a proteina. Este é o método de Poisson-
Boltzmann. Para nossos estudos, utilizamos o programa DelPhi, desenvolvido
pelo Prof. Barry Honig, da Universidade de Columbia, USA (M. Gilson and B.
HoOnig. Proteins: Struc., Func. and Genet. 4(1), 7-18 (1988).

B. HOnig, and A. Nicholls. Science 268(5214), 1144-1149 (1995).
K. Sharp and B. HOnig. Ann. Rev. Biophys. Biophys. Chem. 19, 301-332 (1990).).

Os contornos eletrostaticos foram obtidos pela interface grafica de Insightll.

2.8.1 O programa Delphi

Na teoria eletrostatica classica os materiais s8o considerados meios
dielétricos homogéneos que podem ser cargas elétricas®®. Uma constante
dielétrica pode ser considerada como uma medida de volume da polarizacédo
deste meio. Assim sendo este passa a ser um modelo continuo porque a
polarizagdo de cada atomo ndo € considerada. A Lei de Coulomb, Eq. 2.15
descreve a energia eletrostatica (E;), em termos de duas cargas q; e g, a distancia

entre 0s atomos, rj;, a constante dielétrica x.

O potencial j ; para o atomo i € dado por:

: G;
L= — Eq.2.15
I e, q
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Por exemplo, duas cargas de +1, separadas por 1A no vacuo (e, constante
dielétrica igual a 1) tém uma energia de 560.9 KT (onde k é constante de
Boltzmann e T é a temperatura em Kelvin) ou 331 Kcal/mol. E importante notar
gue o modelo s6 e valido para um infinito médio num dielétrico uniforme, o qual
com certeza ndo é o caso de solugcbes complexas de macromoléculas nem
farmacos, ligantes e solventes polares (como a agua). E naturalmente esses séo

0s problemas tipicos de interesse.

As macromoléculas como as proteinas tém constantes dielétricas muito
baixas (normalmente 1-5) porque seus grupos polares de suas cadeias laterais
estdo mais ou menos congelados no mesmo lugar e ndo podem realmente se
reorientar em resposta a um campo dielétrico externo aplicado e, também, grande
parte das macromoléculas sdo apolares. Assim um sistema macromolecular em
solugdes aquosas tem externamente duas propriedades dielétricas para os dois
componentes, macromolécula-agua. A equacdo de Poisson-Boltzmann é capaz

de modelar este tipo de situagao.

O campo eletrostatico F, e deslocamento eletrostatico D como funcao de r

podem ser escritos como:

=-N-j(r) D=e(r)- F(r) Assim. D=-e(r)-N-j (r) Eq.2.16

7

Note que e é rigorosamente um tensor, isto é, a polarizacdo pode, em
teoria, estar em uma direcéo diferente do campo. Na pratica isto € ignorado e este
tensor € tratado como uma quantidade escalar. Em meios dielétricos né&o-
homogéneos de cargas, a equacdo de Poisson relata o deslocamento da

densidade de cargas r (r):

N- D(r)=4pr(r) Eq.2.17

Substituindo D(r) na Eq. 2.16 N [er)- K -j (r)]+4pr =0 Eq. 2.18

A equacédo da densidade de cargas € separada, normalmente, em duas

partes:
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r=r interna tr externa

onde rinema Corresponde a distribuicdo de cargas de todas as cargas fixadas
dentro da molécula, er externa € a distribuicdo de cargas fora da molécula, isto € ,

um solvente, o qual informa a reorientacdo e redistribuicdo de ions na solucéo.

A densidade de carga rexema pode ser modelada pela distribuicdo de

Boltzmann. Se densidade de carga for baixa, entao:

4pr externa — kzj (r) Eq 2.19

2 = & =80e’N, |
1000k T

Eq. 2.20

onde e é a constante dielétrica do solvente, j é o potencial eletrostatico em
unidades de kT/e, e € a carga do elétron, Na € 0 nimero de Avogadro, | € forca
ibnica em moles/litro, k € constante de Boltzmann, T € a temperatura em
Kelvin, e k' € o inverso do comprimento Debye-Hiickel. Note que k' aparece
com cargas acumuladas de sinal negativo oposto ao sinal do potencial

induzido.

A substituicdo da Eq. 2.20 na da equacao de Poisson, Eq. 2.18, conduz a

forma linear da equacao de Poisson-Boltzmann:

N ) [e(r) ! N ! J (r)] - kzj (r) +4printerno(r) =0 Eq 2.21
onde ko € 0 dentro da molécula e k' fora da molécula (isto €, no solvente).

A equacdo de Poisson-Boltzmann é um bom modelo para a propriedade
eletrostatica de sistemas biolégicos (organicos) complexos porque inclui os efeitos
dielétricos de solvente/molécula bem como a forca ibnica, exceto para alguns
sistemas que nao podem ser resolvidos analiticamente. Aproximacdes numéricas

tais como o algoritmo de diferencial finita sdo necessarias para se resolver a
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equacdo de Poisson-Boltzmann para complexos e estruturas de moléculas

organicas em solucéo.

A solugdo numérica normalmente escolhida para resolver a equagédo de
Poisson-Boltzman € tracar a molécula sobre uma superficie tridimensional e
aplicar a aproximacdao diferencial finita. A representacdo bidimensional € mostrada
abaixo. Nota que o espacamento da grade é mostrado como d, e que o interior da
molécula é chamado um dielétrico enemo @ partir do exterior da molécula que é

denominado Eexterno-

i

A equacéao de Poisson-Boltzmann deve ser satisfeita em qualquer lugar no
sistema, mais importante para cada ponto da grade. Se uma das dimensdes d x d
x d for considerada em volta de cada ponto na grade, as derivadas da Eq. 2.21
podem ser trocadas por diferenciais finitas, medidas no cubo. Assim, as funcdes

f (), e(r), r (r) podem ser representadas por seus valores na grade de pontos.
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Na figura acima, a esfera preta representa os pontos de grade de interesse
(i=0), as esferas verdes sdo os seis pontos de grade vizinhos (i=1-6). Para cada
um destes sete pontos no espaco estdo associados valores de q;, f, ko. Os pontos
amarelos estdo na superficie do cubo em volta do ponto de grade 0, identificando
o dielétrico que esta sendo calculado na metade do caminho do ponto de grade 0

e cada um dos seis vizinhos.

O potencial para qualquer ponto da grade O depende de o, ko € fo com um
espacamento de grade d, do potencial f; e da constante dielétrica e de seus

pontos de grade vizinhos.

Gei +pL
] o= é o +k12d2N Eq 2.22

onde,
N =1 para o caso linear (Eq. 2.21);

N = (1+f ¢%/3! + f ¢?/5! +...) para o caso ndo-linear se a densidade de carga da

molécula e a for¢a ibnica da solucédo ndo forem baixas.

O potencial para cada ponto de grade pode ser calculado. E importante notar
gue este potencial se ajustard como uma funcéo de potencial dos pontos de grade
vizinhos. Assim, este célculo sera repetido aumentando a precisdo e a exatidao
do potencial. Alguns critérios fixos de convergéncia devem ser estabelecidos para

cada iteracao.

A melhor quantidade para o potencial eletrostatico é o préprio potencial
eletrostéatico. O potencial a de uma carga pode ser incluido de trés maneiras: o
potencial de Coulomb de todas as cargas (figura a), a reacdo do solvente para

uma carga (figura b), a reacéo da solvatacao para outras cargas (figura c).

j outros(i) :j coulomb(i) +j energia(i)+j escondido(i) Eq 223
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A utilidade desta decomposicdo é que a mesma representa: o campo de
forca no vacuo (a), a energia da carga no contexto do dielétrico da molécula (b) e

a interacdo do solvente com carga dentro da molécula (c).

Isto, quando acrescentou ao potencial a uma divida de carga € o préprio

campo j (i), o potencial total de campo.

j total(i) :j outros(i) +j |(|) Eq 224

Todos estes métodos rapidamente descritos, e as estratégias escolhidas
para o desenvolvimento do estudo proposto, foram utilizados para os célculos

efetuados e analisados nos capitulos posteriores deste manuscrito.
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Capitulo 3 Metodologia, resultados e

discussao
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3.1 METODOLOGIA PARA O RELAXAMENTO ESTRUTURAL DA
PROTEINA mtCP CRISTALINA.

3.1.1 O arquivo original de coordenadas atébmicas proveniente do PDB: 1SJ2

O arquivo contendo coordenadas cristalinas da proteina mtCP, do cofator
protoporfirina (ou grupo heme, em designacao corrente) a ela complexado e das
aguas cristalinas provieram do Brookhaven Protein Data Bank (codigo PDB:
1SJ2)“®)_ A estrutura foi publicada por Thomas BERTRAND et al., em 2004.49 O
sistema molecular cristaliza no grupo de espaco P4,2:2, com parametros de
unidade assimétrica a=b=150.3 A, c=154.3 A; a=90°, B2 90° e g=90° (Figura 3-1).
A resolucéo estrutural foi de 2.41 A e cela unitaria cristalina contém um conjunto
formado por duas cadeias idénticas perfazendo um total de 11058 atomos,
excluidos os atomos de hidrogénio (residuos de A24 a A740 e B24 a B740 e duas
estruturas heme), 6 moléculas de glicerol (3 atomos de carbono e 3 atomos de

oxigénio, cada) e 703 moléculas de agua.

Estes dois monémeros idénticos do mtCP contém, cada um, dois dominios
distintos: o Nterminal onde se encontra o motivo heme ligante, enquanto o C
terminal ndo o contém. Geralmente cada dominio das CP’s tem cerca de
40kDa?. A mtCP é um homodimero, composta por seus dois monémeros A (em
laranja e azul) e B (em verde), Figura 3-1. Em laranja aparece a sequéncia de
aminoacidos de [A24-A446] e, em azul, de [A447-A740].

3.1.2 As modificacOes efetuadas a partir do arquivo original de coordenadas
atdmicas do 1SJ2

A razao da separacao de cores para 0 mondémero A, na Figura 3-2, deve-se
ao fato de que nossos estudos sobre a proteina mtCP foram feitos sobre parte do
mondmero A. Primeiro: considerando a simetria estrutural na cela cristalina, o
dimero nao seria essencial. Usamos, portanto, somente uma das duas cadeias de

aminoacidos. Segundo: devido a limitada poténcia dos computadores disponiveis,

14 — KAPETANAKI, Sofia M., et al. Biochemistry, 44 (1), 2005
16 —- BERTRAND, Thomas et al. J. Biol. Chem., 279, (2004)
46 —http://www.pdb.org/. acessado em 10 de agosto de 2005
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nao seria possivel efetuar os célculos das trajetorias dinAmicas necessarias para
o docking, dentro do tempo de preparo de uma dissertacdo de mestrado. Terceiro:
estudos anteriores efetuados em nosso laboratério demonstram também que,
devido a forma natural da estrutura protéica, os calculos teéricos conduziam a
resultados similares, quando efetuados sobre os 446 aminod&cidos iniciais da

cadeia monomérica.

Esta estruturacédo caracteristica pode ser facilmente observada na Figura
3-1, onde os dominios C e N - terminais apresentam uma nitida separa¢do no
centro entre as sequéncias de aminoacidos de [A24 a A446] e de [A447 a A74Q].

Figura 3-1: Estrutura cristalina do Mycobacterium tuberculosis catalase-peroxidase.

O dominio Nterminal da cadeia A esta identificado pela cor laranja e o Gterminal, em
azul; a cadeia B esta identificada pela cor verde. As protoporfirinas dos monémeros A e
B estdo indicadas em rosa (setas). As moléculas de agua foram excluidas da imagem.

Tomando por base estes estudos precedentes, a cadeia A foi, entdo,
dividida em duas: a primeira sequéncia, [A24-A446], contém a protoporfirina e,
conseguentemente, o hipotético sitio ativo da proteina. Ao aminoacido Gly-A24 foi

atribuida a porcdo amino-terminal e a His-A446, a porcao carboxi-terminal. A
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sequéncia restante do mondémero A, de [A447-A740], foi excluida. Desta forma
preservou-se a vizinhancga passivel de interagir a curtas e médias distancias. As
aguas cristalinas em torno da sequéncia [A24-A446] foram também preservadas e
as outras determinadas por raios-X, dentro da cela unitaria, também foram
excluidas.

Portanto, todos os céalculos foram feitos sobre a sequéncia [A24-A446].0s
aminoacidos desta primeira sequéncia [Gly24-His446] foram confinados em uma
cela de dimensées a= b= c= 80 A; a=b=g= 90°. A cela unitaria simulada contém,
agora, um conjunto formado por uma cadeia de 717 aminoacidos, perfazendo um
total de 6523 &tomos, incluindo-se os atomos de hidrogénio. A este numero
adiciona-se uma molécula da protoporfirina, com 79 atomos, 3 moléculas de
glicerol (14 atomos, cada) e 361 moléculas cristalinas de solvente. Para reduzir a
mobilidade do complexo, e minimizar o efeito de bordas, trés camadas de agua
suplementares a ele foram adicionadas. Dentre elas, as que haviam se
posicionado dentro da cavidade de recepc¢ao foram excluidas. O numero total de
moléculas de agua adicionadas foi de 642. Observe-se, no entanto, que as aguas
cristalinas w235, w352, w427 e w7 (iide Figura 1-6, capitulo 1) foram mantidas
em todos os calculos, até que a isoniazida fosse inserida no sitio ativo. Contando
todas as aguas cristalinas e as adicionadas, o sistema contém 1003 moléculas de
solvente. Este numero foi considerado suficiente por envolver completamente o
complexo. Caso fossem adicionadas somente duas camadas de agua, Varios
aminoacidos mais externos néo teriam sido completamente envolvidos como, por

exemplo, a Lys-213.

3.2 Processo de relaxamento do complexo enzima: cofator heme: aguas
cristalinas e adicionadas.

3.2.1 Oquesignifica “Processo de relaxamento”?

Resultados de refinamentos estruturais provenientes da difragdo de raios-X
usualmente ndo determinam as posi¢cdes dos atomos de hidrogénio. Por isto,
todos eles devem ser posicionados teoricamente. Frisemos que centenas de

atomos de hidrogénio sdo, assim, adicionados ao sistema molecular cristalino e

28 — User guide. Forcefield Simulations. 1995
42 — Insight Il 2000 package; Accelrys



Metodologia, resultados e discussao. 57

eles ndo fizeram parte do processo de refinamento, ao qual o sistema é
submetido nos procedimentos cristalograficos. E imprescindivel que o conjunto
seja homogeneizado por cuidadoso protocolo dentro da mecanica molecular, para
que ndo se deforme a conformacdo obtida no estado sélido. Além disto, o
programa Discover ndo pode trabalhar sem o posicionamento destes atomos de

hidrogénio.

Estas corre¢cbes iniciais sdo comumente consideradas como
correspondendo a transicdo da estrutura em fase sdlida, cristalina, para a fase
gasosa, nha qual os parametros de campos de forca séo calculados e, desta, para
a fase liquida, simulando o sistema molecular em meio solvente. E este processo
de transicéo entre os dados experimentais e os calculos tedricos que se entende
por “processo de relaxamento”. Esta etapa deve ser feita de forma extremamente
criteriosa garantindo, assim, que o edificio protéico ndo sofrera deformacdes
devido a interferéncia do usuario, em consequéncia de célculos mal conduzidos,

induzindo a erros todas as andlises posteriores.

3.2.2 A estratégia definida para o Processo de Relaxamento.

Cumprindo rigorosamente a estratégia descrita no item referente a
metodologia de trabalho, procedemos ao processo de relaxamento. A primeira
etapa de calculos, etapa (1), para o sistema enzima-cofator heme-aguas
corresponde a minimizacdo de energia através de 1000 itera¢cBes utilizando o
algoritmo steepest descent. Este algoritmo € um robusto método de minimizagéo,
e através dele, ocorre um decréscimo significativo de energia no sistema. O
objetivo nesta fase ndo é conduzir o sistema a um poco de potencial, mas a
aceitacdo dos hidrogénios, sem deformar o sistema. Portanto, os atomos semi-
pesados do sistema molecular, ou seja, todos os 4tomos, exceto os &tomos de
hidrogénio adicionados, tiveram suas coordenadas atdmicas bloqueadas, ou seja,

fixadas pela restricdo fix atoms. )

A estratégia de calculo definida para a continuidade do processo de

relaxamento deste sistema estrutural cristalino utilizou sequiencialmente restricoes

28 — User guide. Forcefield Simulations. 1995
42 — Insight Il 2000 package; Accelrys
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mais (constraints) ou menos (festraints) intensas, de forma a reduzir possiveis

variacdes, ou mesmo distorcdes, do sistema molecular.”

Trés outras etapas sucessivas de célculo foram definidas:
Etapa (2): as coordenadas atdbmicas das cadeias laterais da proteina e as aguas
cristalinas tiveram sua liberdade restrita, por restricoes denominadas
“tether restraints”. Os atomos da cadeia principal da enzima (backbone)
e 0 grupo heme foram mantidos fixos;
Etapa (3): a cadeia principal da enzima e o grupo heme tiveram suas liberdades
restritas por tether restraints. Os grupos restantes foram liberados;

Etapa (4): nenhuma restricéo foi imposta ao sistema molecular.

Estas trés ultimas etapas foram conduzidas através do algoritmo matematico
conjugate gradient até que as derivadas atingissem convergéncia da ordem de
5,0, 3,0 and 0,1 kcal.moltA™, respectivamente. Todos os célculos foram
efetuados sem condi¢cdes periddicas (Periodic Boundary Conditions — PBC)
devido ao numero de atomos que compde o sistema molecular, que ultrapassa a
capacidade computacional instalada. O cut-off para o célculo da contribuicdo
energeética das interacbes nado-ligadas foi progressivamente reduzido de 15 para
9.5 ?. O método do somatério das contribuicbes de van der Waals teve por base

0S grupos quimicos (group based).

3.3 Processo de relaxamento do edificio protéico por mecanica
molecular, com moléculas de solvente explicitas e constante
dielétrica (e) igual a 1,0.

As minimizacdes energéticas foram conduzidas seguindo a
sequéncia de restricbes as coordenadas atdmicas, como detalhadas nas tabelas
abaixo. Uma estrutura cristalina, determinada por difragdo de raios-X, contém
uma conformacdo energética minima. A aplicacdo de forcas que reduzem a
liberdade molecular, ou seja, a estratégia de bloqueio, e progressivo desbloqueio,
de partes do sistema molecular visa manter a estrutura terciaria original, sem

alteracdes bruscas da organizagdo protéica em fase sélida.

(*) c.f. ibid ref. 25 e29
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Tabela 3-1: Protocolo usado para o relaxamento do sistema estrutural do mtCP sob
analise, formado por proteina:cofator heme:solvente.

Conjuntos atdmicos pré-definidos Etapal Etapa 2 Etapa 3 Etapa4

Hidrogénios do sistema molecular coordenadas livres livres livres
atdbmicaslivres

Atomos semipesados do cofator fixadas fixadas fixadas livres

Heme

Atomos semipesados da cadeia fixadas fixadas liberdade livres

principal de aminoécidos restrita

(backbone) (tether)

Atomos semipesados das cadeias fixadas restrita livres livres

laterais de aminoacidos (side-

chains)

Moléculas de agua fixadas livres livres livres

Apoés cada etapa, as convergéncias sobre o gradiente atingidos apos as
etapas 2, 3 e 4 foram de 1,6; 2,1 e 0,03 kcal.mol*.A}, respectivamente.

Estes calculos conduziram a um valor de energia final de -20237,38

kcal.mol?, conforme Tabela 3-2.

Tabela 3-2: Diferentes contribuicbes energéticas provenientes da segmentacdo da equacao
matematica que compde o campo de forca ESFF

Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

Contribuicdes Inicial Final Inicial Final Inicial Final
energéticas (kcal.mol*)  (kcal.mol™) (kcal.mol*) (kcal.mol®) (kcal.mol™) (kcal.mol™)

Energia potencial -10120 -10322 -17359 -18423 -18744.18 -20237,38
total

Energia interna 4556 4516 4521 3820 3791.26 3038.09
Deformacgbes de 1358 1323 1344 916 889.69 393.84
ligagcOes

Deformacdes 2062 2057 2050 1864 1857.71 1593.92
angulares

Deformacgdes 1092 1092 1085 1010 1013.43 1025.91
torsionais

Distor¢cdes ao 43 43 42 30 30.44 24.42
plano

Interagbes nado- -14677 -14837 -21880 -22408 -22535.44  -23275.57
ligadas

vdW 1787 1820 1087 1417 1425.34 1907.93
vdW repulsivas 13797 13912 19990 20879 20981.99  23050.84
vdW dispersivas -12010 -12092 -18903 -19461 -19556.65 -21142.91
Eletrostéticas -16463 -16657 -22967 -23825 -23960.79  -25183.50

Tether-restraint 0 164 0 156 0,00 0,00




Metodologia, resultados e discussao. 60

3.4 Comparagdes entre as estruturas cristalina e otimizada da
proteina mtCP.

3.4.1 Andlise pelo alinhamento da sequéncia total de aminoacidos.

A comparacao das variacOes estruturais entre a proteina cristalina e aquela
que foi submetida ao processo de relaxamento foi feita através do método dos
minimos quadrados (rmsd = root means square deviation). Este método computa
os desvios sobre as coordenadas atbmicas dos sistemas a serem comparados,

desvios estes dados em angstrons (A).

O valor do rmsd resultante da superposicdo dos 6606 atomos semi-
pesados (todos os atomos, exceto os de hidrogénio) de ambas as estruturas
protéicas é de 1.45 ? (sendo 3303 atomos de cada estrutura protéica); aquele
entre os atomos que compdem a cadeia principal da enzima é de 1.21 ? (sendo
3384 atomos superpostos); e, para os carbonos-a?o0 rmsd = 1.19 ? (sendo 846

atomos superpostos) (Tabela 3-3).

Tabela 3-3: Valores de rmsd resultantes do alinhamento entre as coordenadas atdmicas das
estruturas cristalina e aquelas correspondentes as sucessivas etapas de minimizagdo
durante o processo de relaxamento da mtCP.

Rmsd (A)
Todos os atomos, exceto os de Cadeia principal Carbonos-
hidrogénio a
Etapa 1 1.23 1.02 0.99
Etapa 2 1.26 1.01 0.99
Etapa 3 1.45 1.21 1.19

Comparando-se somente as variacbes, em termos de rmsd, entre as quatro
diferentes etapas de relaxamento (Tabela 3-4), pode-se destacar o resultado

obtido na Gltima etapa, com o sistema totalmente livre fmsd= 0,91A) e todos os

atomos semi-pesados superpostos. O desvio obtido entre o relaxamento exclusivo
dos atomos de hidrogénio e aquele onde as cadeias laterais foram ligeiramente

liberadas conduziu ao pequeno valor de 0,37A. O resultado global do processo foi

considerado bastante razoavel tendo em vista que o maior desvio foi de 1,01 A.
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Tabela 3-4: Compara¢ao por superposicao entre as sucessivas etapas de minimizagao
durante o relaxamento da mtCP.

Rmsd (A)
Atomos Todos os atomos exceto  Cadeia Carbono a
hidrogénio principal
Etapa 1 x Etapa 2 0,37 0,32 0,03 0,04
Etapa 1 x Etapa 3 1,01 0,95 0,86 0,84
Etapa 3 x Etapa 4 0,91 0,87 0,86 0,83

3.4.2 Analise pelo alinhamento de pequenas seqiéncias de aminoacidos.

Durante as minimizacdes de energia, flutuacées conformacionais podem,
entdo, ser localizadas através destes alinhamentos de sequiéncias e quantificadas

pelos valores de rmsd. Imagens comparativas estdo apresentadas na Figura 3-2.

Pequenas variagbes conformacionais foram identificadas entre a estrutura
minimizada e a cristalina em suas estruturacdes mais externas. As variacfes
localizadas nas porgdes amino-terminal [Gly24-Ala65] e carboxi-terminal [Val423-
Ser46] foram as mais significativas. Sado extremidades livres, com restricao
espacial limitada somente pelas aguas circunvizinhas, o que conduz a valores de

rmsd elevado (2,00A e 1,67A, respectivamente), por isto, estas distorcbes

terminais sdo normais. Os valores exaustivos de rmsd estdo indicados na Tabela

3-13, ao final deste capitulo.

Figura  3-2: Regides  carboxi-terminal e amino-terminal,
respectivamente, mostrando as interagdes com as moléculas de
agua que se situam nas proximidades e contribuem para a
manutencao do edificio estrutural.

Carboxi-terminal Amino-terminal
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As sequéncias formadas por [Cysh-171-Trp-191], [Gly-234-Arg-254], [His-276-
Met-296] e [Glu-402-Pro-422] resultaram em valores de rmsd relativamente altos

(1,16 A1,08 A, 1,02 A e 1,08 A, respectivamente), quando comparados a

estrutura cristalina (Figura 3-3). Estes resultados se devem, a principio, a posicéo
externa destas sequéncias na estrutura.

Figura 3-3: AIinham(*anto estrutural indicando os bons resultados obtidos apds o processo
de relaxamento . A) A porcao amino-terminal relaxada, com inclusédo de solvente. B)

A porgcdo carboxi-terminal coesa com a estrutura cristalina. C) Coesdo das
estruturagcfes mais externas.

(*) Em verde estdo detalhados segmentos da proteina cristalizada e, em laranja, da
estrutura otimizada energeticamente.

O importante decréscimo da energia potencial total da etapa 2 em direcédo
a etapa 4, cujos valores sdo de -10120 kcal.mol! a -20237,38 kcal.mol?, é
justificado pelas restricbes impostas ao sistema molecular, em suas etapas
iniciais. O decréscimo da energia potencial total da segunda etapa (-18.423
kcal.mol!) foi bastante importante, indicando que é durante a liberacdo das

cadeias laterais e da movimentagao restrita da cadeia carbonica principal (tether)
que ocorre a mais forte reducéo energética.

Além de verificarmos cuidadosamente a conservacgao da estrutura protéica,

o mesmo foi feito em relagdo a estrutura do cofator, a protoporfirina.  Neste
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processo, este grupo ndo conservou uma planaridade igual aquela presente na
estrutura de raios-X, provavelmente por deficiéncia dos parametros de campo de

forca (Figura 3-4).

Figura 3-4: Conformag®es da protoporfirina: a) em sua forma cristalina; b) apds acdo do campo de
forgca ESFF, no processo de relaxamento.

Como ha flutuacdes conformacionais da proteina, as interacdes entre a
protoporfirina e a proteina também vao se alterar. Estas pequenas alteracdes
entre as estruturas cristalina e minimizada séo perfeitamente normais e validam
os resultados obtidos, principalmente sabendo-se que a estrutura de uma proteina
ndo € rigida. Mesmo as interacBes intramoleculares sdo dinamicas, pois
dependem do meio e de condi¢des, como a temperatura e o pH. Por enquanto,
fizemos somente uma transi¢cdo entre a estrutura obtida no estado sélido, para a
mesma estrutura no estado liquido. Nesta fase, quando somente a energia
potencial foi considerada (e ainda ndo a energia cinética), nossos resultados
apresentam-se bastante satisfatérios e podemos prosseguir com o0s estudos

sobre as interacdes entre os diferentes componentes do complexo.

3.4.3 Algumas consideracdes intermediarias.

O processo dinamico devera, posteriormente, ser estudado. Conformacoes
sdo responsaveis por parte da atividade da proteina. A estrutura cristalina da
proteina obtida por difracdo raios-X ndo € necessariamente a forma ativa da
proteina, pois as proteinas sofrem dobramentos e desdobramentos referentes a
sua atividade ou auséncia dela. Por isso, mudangas na estrutura protéica podem

ser naturais e, talvez, necessarias para sua ativacao.
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Estes céalculos deveréao ser efetuados, principalmente porque se sabe que a
atividade da isoniazida é tanto bactericida, quanto bacteriostatica. Pressupde-se
gue a isoniazida atue no mtCP tanto na sua forma ativada, quanto na inativada.
Por isso, talvez, pequenas variacbes conformacionais no sitio ativo do mtCP nao
modifiqguem, significativamente, as interacdes da isoniazida com aminoacidos que

participem do mecanismo de agéo ligante-enzima.

3.4.4 Andlise através da formacéao de ligac6es hidrogénio.

Um de nossos objetivos é verificar os aminoacidos que, interagindo com o
cofator heme e, posteriormente, com a isoniazida, possam vir a constituir aqueles
que comp&em o sitio ativo do mtCP. H& varios modelos propostos na literatura e
vamos compara-los aos resultados obtidos neste trabalho. Para isto, procedemos
a andlise da formacdo de ligacdes hidrogénio, a partir daquelas existentes na

estrutura cristalina, que ndo contém a isoniazida.

Na estrutura cristalina, ha 8 ligacdes hidrogénio formadas entre a
protoporfirina e 0os aminoacidos His270, Lys274, His276 e Ser315 da proteina
(Figura 3-5):

- 0 hidrogénio (Hg2) do grupo NH da His-270 se liga fortemente, ao ferro da
protoporfirina, a uma distancia de 1,50A;

- 0 mesmo atomo de nitrogénio da His-270 interage, através de seu
hidrogénio, com dois dos nitrogénios (Na € Ng) do heme, a uma distancia de
2,42R e 2,29A, respectivamente;

- através do atomo de hidrogénio do grupo NH, a Lys-274 interage com o
oxigénio (Oz2p) de um dos grupos carboxilicos do heme, a uma distancia de 2,35A;

- 0 hidrogénio do NH da His-276 interage com o oxigénio O;a do segundo
grupo carboxilico do heme, a uma distancia de 1,89A;

- 0 nitrogénio (Np;) da His-276 que se liga ao oxigénio (Oza) do primeiro
grupo carboxilico do heme, aqui mencionado, a uma distancia de 2,904,

- e, finalmente, os hidrogénios Hy do NH e Hs do OH da Ser-315 se ligam

ao oxigénio O1a do heme, a uma distancia de 1,60A e 2,06 A, respectivamente.
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Figura 3-5 — Interagdes fortes entre o grupo heme e os residuos His-270, Lys-274, His-
276 e Ser-315 que ocorrem no cristal.

Para facilitar a visualizagdo dos resultados, a seguinte codificagéo de cores foi usada:

Atomo Cor

Hidrogénio

Carbono da protoporfirina
Carbono da proteina
Ferro

Oxigénio

Nitrogénio

Nas Tabelas 3-5 e 3-6 estdo reproduzidas as ligacdes hidrogénio formadas
na cavidade de recepcao da enzima cristalina e apds relaxamento dos atomos de

hidrogénio a ela adicionados (primeira etapa do relaxamento).
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Tabela 3-5: Ligacdes hidrogénio formadas entre a proteina em sua forma cristalina e o cofator

heme.

Doador Aceptor Distéancia (?) Angulo ()
mtCP_Cryst: His-270: HE2 HEME:NA 2,42 138,31
mtCP_Cryst: His -276: HN HEME:O1A 1,89 109,33
mtCP_Cryst: Ser -315: HG HEME:O1A 1,60 131,57
mtCP_Cryst: Ser -315: HN HEME:O1A 2,06 138,58
mtCP_Cryst: His -276: ND1 HEME:O2A 2,90 125,94
mtCP_Cryst: His -270: HE2 HEME:NB 2,29 139,90
mtCP_Cryst: LYS-274: HN HEME: 02D 2,35 123,36
HEME:Fe mtCP_Cryst: His -270: HE2 1,50 102,76

A Tabela 36 mostra as ligagdes hidrogénio que se formam durante as
etapas 2 e 3 do processo de otimizacdo de energia com moléculas de solvente
explicitas. Estes resultados sao importantes, pois mostram que estas interagcfes
podem se modificar durante o processo de otimizagdo computacional.

Nestas duas etapas nota-se que algumas ligacbes hidrogénio se
mantiveram, com ajuste dos valores de distancia e angulos e uma nova interacao

com uma molécula de 4gua. Mas, as interacdes se modificaram em seguida.

Enquanto o sistema estava sob restricdes, havia ligacdes hidrogénio entre
a protoporfirina (O1A,01A,02D) e os aminoacidos Lis-274 (HN), His-276 (HN) e
Ser-315 (HG), respectivamente. Estas ligacfes estavam presentes na proteina

cristalina. Mas a interagéo com His- 270 foi perdida (Tabela 3-6).
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Tabela 3-6: LigacOes hidrogénio progressivamente formadas entre a protoporfirina e aminoacidos
do sitio ativo da mtCP, durante as 22 e 3% etapas de otimizacdo energética.

Etapa Doador Aceptor Distancia (?) Angulo ()

Etapa2 mtCP:LYS274:HN HEME:O2D 2,39 121,49
mMtCP:His276:HN HEME: O1A 2,46 85,42
mtCP:Ser315:HG HEME: O1A 1,87 99,72
HEME:H2D O (H.0_1) 1,80 1,80
H(H20_2) HEME: O1D 1,80 145,83
HEME:Fe mtCP:His270:NE2 3,43 105,99

Etapa3 mtCP:LYS274:HN HEME:O2D 2,41 121,67
MtCP:His276:HN HEME: O1A 2,49 85,05
mtCP:Ser315:HG HEME: O1A 1,78 107,96
HEME:H2D O(H,0_1) 1,66 174,52
H(H.O_2) HEME: O1D 1,73 141,33
HEME:Fe mtCP:His270:HN 3,53 113,25

Apbs processo completo de relaxamento (Etapa 4), houve formacédo de

sete ligacdes hidrogénio.

- 0 hidrogénio do NH da His-276 interage com o oxigénio O1a de um dos acidos
carboxilicos do heme, a uma distancia de 1,93A;

- 0 hidrogénio Hg do OH da Ser-315 se liga ao oxigénio Oia do heme, a uma
distancia 2,03 A;

- 0 atomo de hidrogénio (H;a) da hidroxila de um dos é&cidos arboxilicos do
heme interage com os nitrogénios (NH1, NH2 e NE) da Arg-104, a 2,29 A, 2,26 A
e 2,34 A, respectivamente;

- a protoporfirina ainda interage com duas moléculas de agua néo cristalinas
(d12o_1...010= 1,81A; duzp.og20_2) =1,69 A).

Apds completo relaxamento do sistema, quando as restricdes
a liberdade molecular foram excluidas, as interacdes que ocorriam entre a His-
270 e a Lys-274 foram perdidas e substituidas por interacdes entre o grupo heme
e a Arg-104 (Figura 3-6).
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Figura 3-6: Ocorréncia de interacdes entre o grupo heme e aminoacidos do sitio
ativo durante a segunda, terceira e quarta etapa do processo de relaxamento,
respectivamente.

u SER 315

(a) Etapa 2 da minimizacdo de energia — Ligacdes hidrogénio formadas entre a
protoporfirina e os residuos Ser 315, His 276, Lys274 e uma molécula de agua. Estas
ligacdes se formam com os acidos carboxilicos da protoporfirina. (b) Etapa 3 da
minimizagcdo de energia - a ligacdo hidrogénio entre a protoporfirina e a Ser 315 foi
rompida. Houve interacdo entre uma molécula de agua e uma das hidroxilas do acido
carboxilico da protoporfirina. (c) Etapa 4 da minimizacdo de energia — Houve formacgédo de
ligacBes hidrogénio entre a Argl04 e a protoporfirina. A ligagdo com o residuo Lys276 foi
desfeita.
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Tabela 3-7: Liga¢gBes hidrogénio formadas entre a proteina relaxada, a protoporfirina e uma
molécula de solvente apds a 42 etapa de minimizacgéo.

Doador Aceptor Distancia (?) Angulo(’)
mtCP:Arg104:NE HEME:H2A 2,34 157,63
mtCP:Arg104:NH1 HEME:H2A 2,29 128,31
mtCP:Arg104:NH2 HEME:H2A 2,26 138,96
mtCP:His276:HN HEME:O1A 1,93 138,74
mtCP:Ser315:HG HEME:O1A 2,03 113,82
HEME:H2D O(H20_1) 1,69 175,25
H(H20_2) HEME:O1D 1,81 152,13
HEME:Fe mtCP:His270:HN 3,68 117,52

3.5 Processo de relaxamento com variacdes nas constantes
dielétricas

Neste capitulo procuramos, também, melhor compreender o efeito da
constante dielétrica sobre nosso sistema protéico. Os resultados da mecanica
molecular parecem ser sensiveis aos valores usados para as constantes
dielétricas. No entanto, os fatores que determinam a adequacdo destes valores
ndo sdo Obvios. E, segundo consta na literatura cientifica, os modelos propostos
para as constantes dielétricas sdo somente aceitaveis. Calculamos a energia
potencial do sistema sob analise usando as constantes dielétricas com valores de
1,0 e 4,0. Para verificar o efeito, sobre a estrutura molecular, de um alto valor de

dielétrico, usamos também um e de 80.

Em seguida, a partir dos melhores resultados obtidos através dos calculos
para o0 relaxamento do sistema cristalino sob constantes dielétricas 1 e 4,
efetuamos calculos de potenciais eletrostaticos, pelo método de Poisson-
Boltzmann, para verificar a influéncia da constante dielétrica sobre as nuvens
eletrostéaticas. Para estes célculos usamos a constante dielétrica para o solvente
(implicito) de 80, e de 1 e 4 para o soluto.
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3.6 Processo de relaxamento do complexo enzima: cofator
heme: solvente, com constante dielétrica = e = 4,0.

O procedimento de relaxamento do sistema molecular foi similar aquele
efetuado sob constante dielétrica 1,0. No entanto, os valores para a energia total
do sistema e as diversas contribuicbes energéticas variam de um fator de quase 5
vezes, em relagdo ao processo anterior, para exatamente o mesmo sistema

molecular.

As etapas de célculos conduziram a um valor de energia total de — 4293.43
kcal.moll. As etapas de otimizacdo energética do sistema cristalino resultaram
em uma estruturagcdo bem préxima a original, devido as precau¢cdes tomadas

durante os célculos (Figura 3-7).

Figura 3-7 Alinhamento estrutural das seqiiéncias [Gly-24-Ser-446] da estrutura cristalina da
proteina mtCP e das duas estruturas relaxadas, sob constantes dielétricas 1,0 e 4,0.

Estrutura cristalina

Trp39-Asnd4

Ser211-Asp215

(¢

Met84-AspS4

he368-Pro371

Lys356-Ala361 |
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A avaliacdo destes resultados é feita através dos célculos correspondentes
a superposicao rigida de partes da enzima. A figura 3-7 mostra as superposicao
do mtCP, em sua forma cristalina (verde), na forma otimizada sob e = 1,0
(laranja) e em sua forma otimizada sob e = 4,0 (azul). Pode-se verificar que a
otimizacao de energia ndo alterou em muito a conformacao da proteina, salvo em
suas regibes externas. As principais alteracbes conformacionais localizaram-se
nas cinco sequéncias [Trp39-Asn44]; [Met84-Asp94]; [Ser211-Asp215]; [Lys356-
Ala361]; e [Phe368-Pro37].

No entanto, observe-se, também, que estas modificacdes estruturais foram
mais significativas do que sob e = 1,0, sobretudo em relagéo a sequéncia [Trp39-

Asn44], que se encontra menos deslocada em comparacao a posicao cristalina.

Tabela 3-8- Diferentes contribuicbes energéticas provenientes da
segmentacao da equac¢do matematica que comp8e o0 campo
de forcas ESFF, em tabela comparativa entre os resultados
provenientes das constantes dielétricas 1,0 e 4,0.

Etapa 4
Contribui¢des e=1,0 €=40
energéticas (kcal.mol™) (kcal.mol™)
Energia potencial total - 20237,38 -4293.4
Energia interna 3038.09 1944.4
Deformacbes de ligacbes 393.84 138.3
DeformacgGes angulares 1593.92 921.1
DeformacGes torsionais 1025.91 872.9
Distor¢cbes ao plano 24.42 12.8
Interagbes ndo-ligadas 2327557 -6237.9
vdw 1907.93 -1812.8
vdw repulsivas 23050.84 16573.8
vdw dispersivas 21142.91 -18386.6
Eletrostéaticas -25183.50 -4425.1

Restricdes (Tether) 00 00




Metodologia, resultados e discussao. 72

3.7 Formacéo de ligacdes hidrogénio sob constante
dielétrica 4,0

Durante a segunda etapa do processo formaram-se trés ligacdes

hidrogénio, que se mantiveram durante a terceira etapa:

- a protoporfirina e a Lys-274, através do oxigénio O,p de um dos grupos
carboxilicos do heme; entre a His-276 e o oxigénio Oi;a do segundo grupo
carboxilico do heme; e entre a Ser-315 e este mesmo oxigénio O;a do heme. As

distancias foram de 1,88A, 2,4A e 2,47A, respectivamente.

Na quarta etapa mantiveram-se as ligacdes entre a protoporfirina e a His-
276 e a Ser-335, e formaram-se outras ligacoes hidrogénio. A rede de ligagbes
hidrogénio foi estabilizada através dos aminoacidos Argl04, Lys274, His276 e
Ser315. Uma molécula de agua interferiu no sitio ativo ligando-se ao heme pelo

segundo grupo carboxilico.

Tabela 3-9: Ligacdes hidrogénio entre a protoporfirina e proteina mtCP durante a quarta etapa de
otimizacado de energia sob constante dielétrica 4,0.

Doador Aceptor Distancia (?) Angulo ()
mtCP: heme: H2A Heme: Arg104: NH1 2,31 132.7
mtCP: Lys274: HN Heme: O2D 2,18 169.1
mtCP: His276: HN Heme:O1lA 2,00 166,7
mtCP: Ser 315: HN Heme:O1A 2,49 137,6
mtCP: Ser 315: HG Heme:O1lA 2,10 141,3
Wit34:H12 Heme:O1D 2,16 154,3

Apo6s completo relaxamento houve, portanto, no sitio ativo, formacéo de
seis intera¢des por ligacdo hidrogénio, o que indica corre¢cdes que sao efetuadas

durante as minimizacdes energéticas, com a liberacdo progressiva do sistema.
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Figura 3-8: Interacdes fortes entre o grupo heme e os aminoacidos Arg-104, Lys274, His-276 e
Ser-315 que ocorreram durante a quarta etapa de minimizacdo energética (e = 4,0).

Sar 315

His 276

His 270

A protoporfirina manteve-se neste calculo com uma planaridade bastante
razoavel. Os resultados da conformacgdo da protoporfirina sdo muito semelhantes
agueles obtidos com constante dielétrica 1,0, conforme pode ser visto na Figura

3-8.

Comparando-se os dois resultados, sete ligacdes hidrogénio contribuiram
para a estabilizacdo do sistema, sob constante dielétrica 1,0, através dos
aminodacidos Arg104, His276, Ser315 e duas aguas cristalinas, enquanto que, sob
constante dielétrica 4,0, somente uma molécula de agua interagiu dentro da
cavidade de recepcdo e um aminoacido, a Lys274, veio participar da rede de

estabilizacdo via interagdes fortes.
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A Tabela 3-10 indica, através do alinhamento das sequiéncias cristalina e
otimizada, que o valor 4,0 para a constante dielétrica ndo altera as estruturacées

secundarias essenciais.

Tabela 3-10 Comparacao por rmsd das hélices-alfa presentes na proteina mtCP.

Sequiéncia de AA de rmsd
hélices alfa da Sob constante Sob constante
estrutura cristalina e a dielétrica 4,0 dielétrica 1,0
otimizada. Numero de Todos os atomos, Todos os atomos,
atomos exceto os de H exceto os de H
comparados
ASN44-ASN51 134 1,337 0,807
ASP63-THR70 116 0,601 0,777
Val73-THR85 204 0,656 0,547
Gly99-Gly111 200 0,680 0,742
Ser140-Gly156 570 0,680 0,824
ASP163-Serl75 186 0,748 0,585
ASP240-Arg253 220 0,878 0,743
Met257-THR271 210 0,640 0,785
Ser331-Tyr337 124 0,391 0,484
ASP381-ASP387 112 0,530 0,621
Pro388-Arg395 146 1,022 1,069
Pro401-Met420 346 0,768 1,019

3.8 Comparagéo por alinhamento de sequéncias entre as
otimizacdes energéticas, sob constantes dielétricas 1,0 e 4,0.

As energias de otimizac&o da proteina mtCP sob constantes dielétricas 1,0
e 4,0 apresentaram grande diferenca na ordem de grandeza. A energia potencial
total obtida com constante dielétrica 1,0 foi de -20237,38 kcal.mol, enquanto que,

sob constante dielétrica 4,0, foi de - 4293.4 kcal.mol L.
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Houve, também, algumas diferencas no desvio de posicdo em relagdo a
algumas sequéncias de aminoéacidos. Nas Figuras 39 e 310 sdo mostrados
alinhamentos entre as hélices-alfa da proteina mtCP cristalina e as estruturas

relaxadas, com constantes dielétricas 1,0 e 4,0.

Figura 3-9 Comparacao por alinhamento entre as hélices-alfa
da proteina cristalina e da relaxada, com constante

dielétrica 1,0.

As hélices-alfa nesta sequéncia da proteina mtCP em que estamos
trabalhando sdo constituidas pelos aminoacidos, [Asn44-Asn51], [Asp63-Thr70],
[Val73-Thr85], [Serl40-Gly156], [Aspl63-Serl75], [Asp240-Arg253], [Met257-
Thr271], [Ser331-Tyr337], [Asp381-Asp387], [Pro388-Arg395] e [Pro401-Met420].
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Nas superposi¢cdes entre os modelos, os desvios de rmsd superiores a 0,8 foram

obtidos para as sequUéncias [Asn44-Asn51], [Asp63-Thr70], [Asp240-Arg253],
[Pro388-Arg395] e [Pro401-Met420].

Figura 3-10: Comparacdo por alinhamento das hélices-alfa da proteina
cristalina e da relaxada, com constante dielétrica 4,0.

Asndd-Thr70

Ser140-Gly156

Pro401-Met420

Val73-Thr-85

Met257-Thrz71

Ser331-Tyr-337

Pro388-Arg395

Na Tabela 311 encontram-se os valores de rmsd das comparacdes de
segmentos de 20 aminoacidos. Sequencialmente foram superpostos 0os atomos
da cadeia principal, dos carbonos-a e de todos os atomos, exceto aqueles de
hidrogénios, respectivamente, entre as estruturas minimizadas e a proteina

cristalina. H4 somente uma excecdo, em relacdo ao tamanho, onde foram
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comparados os resultados de uma sequéncia de 23 aminoacidos. Os resultados
anteriores foram confirmados, os aminoacidos e as estruturas secundarias
internas permaneceram em orientagbes quase idénticas. As divergéncias
correspondem a determinadas sequéncias constituindo as estruturas externas da
proteina, portanto mais expostas a flutuacdes, justificando o aumento dos valores
de rmsd. A comparacdo entre 5560 atomos semi-pesados conduziu a um desvio

de 1,19A (constante dielétrica 1,0) e 1,33A (constante dielétrica 4,0), acreditamos

gue bastante aceitavel para este numero de atomos.

Figura 3-11: Comparagdo por superposicdo entre as coordenadas atbmicas das estruturas
cristalina e relaxada do mtCP, durante as sucessivas etapas de minimizagéo.

Seqiiéncia de AA rmsd (humero de atomos comparados)
comparados entre a Sob constante dielétrica 4,0 Sob constante dielétrica 1,0
estrutura cristalina e
a minimizada Cadeia Carbonos Todos oS Cadeia Carbonos- TOdOS os
principal :;%Z&S;)S principal & :;%Z&S;)S
de H de H
Gly24-ASN44 221aes) 2,36 ) 3,03as., 1,31 16 1,33 4 2,14 (36
LEU45-Ala65 191165y 198z 2092 1,03 aes 1,06 4 1,23 312)
Ala66-THR86 0,69 (168) 0,69 (47 0,86 (316) 0,60 (168) 0,62 (12 0,79 (316
Ser87-Trpl07 0,57 168y 0,56 (a7 0,87 (368) 0,62 (168) 0,63 (42) 0,91 (368)
His108-Arg128 0,93 168y 0,87 (4 1,17 (206) 0,65 (168) 0,59 (12 0,82 (206
PHE129-Trp149 0,77 168y 0,79 (4 1,04 (350 0,34 (168 0,31 42 0,72 (350
Pro150-ASN170 0,55 165y 0,57 (a2 0,90 (334) 0,60 (168) 0,60 (42 0,97 (334)
CYSH171-Trp191 0,84 168y 0794z 13433y 077 uesy 0,69 ) 1,16 (334
Glu192-Gly212 0,82 165y 0,83 (1) 0,94 (352 1.00 (168) 0,97 (42 1,05 (352
LYS213-Glu233 0,82 18 07942 110330 073 es) 0,66 0,96 (330)
Gly234-Arg254 0,58 (168) 0,49 (47 1,15 (319 0,61 (168) 0,58 (12) 1,08 (319
Met255-THR275 0,54 163y 0,47 4z 0,66 205y 059 163y 0,51 () 0,82 (208)
His276-Met296 0,95 (168) 1,00 (2 1,06 (290) 0,75 (168) 0,6 32 1,02 (290)
Gly297-ILE317 1,08 (168 1,02 4z 1,27 (288 0,96 (168) 0,81 (42 0,93 (288
Glu318-Gly338 0,57 168y 0,47 (12 0,67 (356) 0,65 (168) 0,62 (42 0,87 (356)
Tyr339-Ala359 0,80 165y 0,78 (12 1,16 (336) 0,78 (168) 0,83 (42 1,16 (336)
Gly360-THR380 1,03 1689 0,98 (42 1,48 (27g) 1,00 (168) 0,90 (42 1,29 (279
ASP381-Pro401 0,51 168y 046 4z 0,96 376y 059 1esy 0,52 ) 1,00 (376
Glu402-Pro422 0,64 168y 0,69 (47 0,82 (359) 0,75 (168) 0,70 (12 1,08 (359
Val423-Ser446 1,50 o) 1,46 s0) 1,81 aa) 1,32 092 1,25 g 1,67 (374
Ala-66 — Gly-421 1,09 psagy 1,08 712y 1,33 ss60) 0,99 2845y 0,95 (712 1,19s560)

GIy—24-AIa—65 2,56 (336) 2,67 (84) 3,00 (658) 1,46 (336) 1,49(34) 2,00 (658)
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3.9 A constante dielétrica de 80 - comentarios

O sistema molecular, neste caso, foi composto por 6602 &tomos,
correspondendo a soma dos atomos da sequéncia protéica e do grupo heme. As
aguas foram retiradas, ja que a constante dielétrica com este valor pressupde o
solvente agua. O valor de energia total do sistema, ap0s minimizacdo energética

progressiva, foi de 565,2 kcal.mol, apés 45 H, em tempo CPU.

Através dos valores transpostos para a Tabela 3.12 vé-se, claramente que,
sob constante dielétrica 80, as contribuicbes eletrostaticas foram mal

dimensionadas na estrutura protéica.

Tabela 3-11- Diferentes contribuicdes energéticas provenientes da segmentacéo da
equacdo matematica que compde o campo de forcas ESFF

ContribuicGes Inicial Final
energéticas (kcal.mol™) (kcal.mol™)
Energia potencial total 5235.74 565.82
Energia interna 5577.36 1872.30
Deformacdes de ligacbes 2112.72 118.72
Deformacgdes angulares 2240.35 894.79
Deformacdes torsionais 1166.07 847.80
Distor¢des ao plano 58.20 10.98
InteracBes ndo-ligadas -341.62 -1306.48
vdw -319.91 -1230.42
vdw repulsivas 5964.08 12881.39
vdw dispersivas -6283.99 -14111.81
Eletrostaticas -21.71 -76.07

A Figura 3.11 mostra a superposi¢cdo do mtCP, em sua forma otimizada
(verde) e na forma cristalina (laranja). Pode-se verificar que a otimizacdo de

energia alterou significativamente a estrutura como um todo.
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Figura 3-12- Alinhamento estrutural das sequéncias [Gly24-Ser446] da
estrutura cristalina da proteina mtCP e de sua estrutura relaxada,
sob constante dielétrica 80,0.

Aming-terminal

291 =hdet=296

O desvio conformacional sobre todos os atomos semi-pesados foi de 3,42,

muito maior que o resultado obtido sob as constantes dielétricas anteriores

(Tabela 3.13).

Tabela 3-12: Comparacdo por superposicao entre a estrutura cristalina e as etapas de
minimizacao durante o relaxamento da mtCP sob constante dielétrica 80.0.

Rmsd (A) para o alinhamento com a estrutura cristalina

Todos os atomos Cadeia Carbono a
exceto hidrogénio principal
Etapa 4 3,42 3,18 3,16

Quando o processo de relaxamento foi executado sob esta constante, os
resultados foram muito ruins. Mesmo isto sendo esperado, estes resultados
serviram de base para se ter para@metros do que é um processo de calculo mal
conduzido, devido a erros de escolha no valor de e. A energia potencial total

obtida foi positiva, para um sistema protéico. Este valor, por si sé, ja indica erros
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de processo. Estes resultados confirmam que a constante dielétrica 80 deixa de
considerar interacdes eletrostaticas fundamentais entre os aminoacidos. Como na
equacado do campo de forca ESFF, a constante dielétrica € um divisor do produto
das cargas entre os atomos, a constante dielétrica 80 reduz em 20 vezes as

interacdes eletrostaticas no sistema protéico e o deforma consideravelmente.

3.10 Formacéo de ligacdes hidrogénio sob constante dielétrica 80,0

Apbs completo relaxamento, as interacdes via ligacdo hidrogénio feitas no sitio
ativo foram reduzidas a apenas uma ocorréncia, onde o aminoacido His-276

interage com o oxigénio de um dos grupos carboxilicos da protoporfirina.

Tabela 3-13: Ligagdo hidrogénio entre a protoporfirina e os aminoacidos do sitio ativo formadas
durante a segunda e terceira etapas do processo de relaxamento @ = 80,0)

Etapa Doador Aceptor Distancia (?) Angulo ()

mtCP_His276:HN HEME: O1A 2,16 111,9

A His-270 perde a perpendicularidade caracteristica em relacdo ao plano
do grupo heme, distando de 4,62A do atomo de Fe. A protoporfirina manteve-se

quase planar (Figura 3.12).

Figura 3-13: LigacOes hidrogénio formadas entre o grupo heme e a His-276 durante o
processo de relaxamento, sob constante dielétrica 80,0.

Hizs-276

: '“N\‘_‘H:-‘-f;:
His-270

Em seguida, efetuamos célculos de potenciais eletrostaticos, pelo método
de Poisson-Boltzmann, para verificar a influéncia da constante dielétrica sobre as
nuvens eletrostaticas. Para estes calculos, a constante dielétrica do solvente

(implicito) foi de 80, e os valores atribuidos ao soluto foram 1 e 4.



Metodologia, resultados e discussao. 81

Figura 3-14 Contornos de potenciais eletrostaticos a + e — 0.2 kcal/mol/e calculados para o
sistema mtCP, com coordenadas cristalinas; e ap6s processo de relaxamento, sob constantes
dielétricas 1 e 4, em &gua. As nuvens positivas encontram-se em azul e as negativas, em

vermelho.”

(*) Na primeira linha da figura encontra-se a estrutura do mtCP na orientacdo que corresponde aos
potenciais eletrostaticos que se encontram a direita.

Na segunda linha e na terceira linhas encontram-se os resultados com constante dielétrica 1,0 e,
4,0, respectivamente. Nas figuras a esquerda, a perspectiva corresponde aos grupos carboxilicos
do heme orientados também para aesquerda. Nas figuras a direita, a perspectiva corresponde
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aos grupos carboxilicos do heme orientados também para a direita. Esta disposicdo permite
visualizar os contornos eletrostaticos em duas perspectivas diferentes.

Estes contornos provieram dos resultados descritos como processo de
relaxamento. A cuidadosa observacdo destes contornos eletrostaticos permite
visualizar que houve modificacdo de posicdo de diversos aminoacidos que estava
em posicdo mais externa na proteina. Observa-se que, apesar de nodificacbes
localizadas, as nuvens eletrostaticas se mantiveram similares. Na primeira linha
da Figura 3.13 a nuvem eletrostatica negativa, correspondendo a estrutura
cristalina, € mais densa dos que apOs relaxamento. Ver a parte superior, a
esquerda, dos contornos negativos, em vermelho. Isto se deve ao fato de que
houve reposicionamento da sequéncia inicial da proteina, [A24-A44]. Quando a
minimizacdo do sistema foi feita, esta sequéncia se aproximou do esqueleto

principal da proteina. Isto também pode ser visto na Figura 3.7.

Portanto, concluimos que ndo houve caracterizacdo suficiente para dar
preferéncia a um valor ou outro, entre as constantes dielétricas 1 e 4, exceto pelo
fato de que a primeira conduz a valores de energia de grandeza absoluta maiores
do que a segunda. Como estes valores de energia séo relativos, estas pequenas
variacdes nas constantes dielétricas ndo parecem interferir de maneira exclusiva,
para a andlise global. Os contornos de potencias eletrostaticos sob constante
dielétrica 1 sdo mais proximos daqueles da estrutura cristalina. Por estas razbes

preferimos continuar o trabalho usando a constante dielétrica igual a 1,0.

No entanto, seria essencial que uma analise mais profunda fosse efetuada.
Como este estudo ndo é o objetivo principal deste trabalho de dissertacéo,
consideramos que seria conveniente usarmos sempre o0 solvente explicito e,
também, verificar para cada sistema molecular que for analisado no futuro, se
havera variacdes importantes de resultados devido a valores da constante
dielétrica. O uso de um alto valor, como 80, foi definitivamente excluido, salvo
para os calculos de potencias eletrostaticos, que fazem uso claro de duas

constantes, uma para o soluto, e outra para o solvente.
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Capitulo 4 Ancoramento rigido
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I ntroducéo

Um dos métodos possiveis para se ancorar a molécula de isoniazida dentro
da cavidade do sitio ativo da proteina mtCP é aquele do docking manual. Isto
permite um melhor aprendizado desta técnica e uma avaliagdo cuidadosa das
interacbes através de ligacdes hidrogénio, das interacdes hidrofébicas e
lipofilicas, via célculos de energia de van der Waals e eletrostaticas, além da
grande contribuicdo da analise visual, por 6culos de visdo estereoscopica (3D), ou
seja, correcdo dos impedimentos estéricos de forma interativa. O complexo
estudado teve seu foco de interesse nos fragmentos moleculares compostos
pelos aminoacidos localizados em torno do pressuposto sitio ativo, no cofator
protoporfirina e em grupos hipoteticamente farmacoféricos do inibidor, em nosso

Ccaso, a isoniazida.

4.1. Sistemainicial

O sistema molecular foi constituido pela sequéncia de aminoacidos [Gly-24
a Ser-446] do monémero A da proteina mtCP, pela protoporfirina, por trés
moléculas de glicerol, presentes no arquivo de coordenadas aiginal e que se
encontram na vizinhanca da sequiéncia de nosso interesse, e pelas moléculas de
agua cristalinas e aquelas que foram adicionadas para dar maior coesdo ao

sistema (vide item 3.1, Ultimo paragrafo).

4.2. Método

Para sua orientacdo inicial, a isoniazida foi introduzida com seu anel
piridinico voltado para os grupos carboxilicos da protoporfirina e o oxigénio da

carbonila voltado para o centro deste grupo.

Procedeu-se, entdo, a minimizacdo de energia do sistema, através de
Discover / ESFF. As coordenadas de partes da enzima foram bloqueadas,
progressivamente através da imposicdo de restricbes fortes (constraints), e

depois, fracas (tether). Estas imposicdes obedecem a uma estratégia pré-



Ancoramento rigido 85

determinada, para a qual foram definidos conjuntos atémicos, sobre os quais
aplicam-se, ou nédo, restricbes a liberdade das coordenadas atémicas. Ou seja, a
tatica € similar aquela usada para o processo de relaxamento. As partes do
sistema molecular pré-definidos em conjuntos, que podem ter movimento (subset

dindmico) ou devem permanecer estaticos (static subset).

Estes conjuntos compreenderam as seguintes partes:

- SubsetProtoporfirina — protoporfirina

- Subset12A — envolvendo os aminoacidos localizados a 12 A do

atomo de Fe do grupo protoporfirina

- SubsetSolvent — sédo as aguas adicionadas ao sistema para

reduzir sua liberdade

- Subsetlso, para a isoniazida.

Estas etapas progressivas sao necessarias para que os impedimentos
estéricos induzidos devido a um possivel mau posicionamento inicial da isoniazida
nao alterem bruscamente a organizacdo protéica. Primeiro corrige-se o
posicionamento da isoniazida, a partir da orientagdo manual. Em seguida, o

sistema é lentamente liberado, até adquirir liberdade total.

Tabela 4-1: Protocolo de minimizac¢é@o de energia envolvendo os subsets definidos.

Subsets Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
SubsetProtoporfirina  fixado fixado restrained livre
(tether)
Subset12A fixado restrained dindmico din&mico
(tether)
SubsetSolvent livre livre livre livre

Subsetlso livre livre livre livre
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4.3. Resultados

4.4.1. Processo de otimizacao de energia

Nas Tabelas 4-2 e 4-3 estdo transcritas as contribuicbes energéticas
provenientes de cada fase da otimizag&o. Estes resultados sdo importantes para
que se possa acompanhar quais contribuicbes sdo mais importantes decorrer do

processo e como estas variam em cada fase.

Nota-se, por exemplo, que a energia potencial total inicial correspondente a
primeira etapa era muito alta. Apds a primeira etapa, a energia total do sistema
decresceu rapidamente para -11 877,1 kcal.mol?, até alcancar os -20 087,4

kcal.mol ! resultantes da etapa final (Etapa 4).

No decorrer do processo nao houve significativas alteracdes das

contribuicbes de deformacgdes angulares, torsionais e das distor¢ées no plano.

No entanto, as interagcbes nao ligadas tiveram enorme variacao
decrescente. Como a contribuicdo dispersiva de vdW era muito alta
negativamente (-62 244,2 kcal.moll), retornou a valores razodaveis, negativos (
13405,6 kcal.moll), logo ap6s a primeira etapa de minimizacdo energética,
estabilizando-se a -21 218,58 kcal.moll. Na etapa final as contribuicdes
eletrostaticas também apresentaram forte variacdes (de -17 710,2 kcal.mol?, para
a etapa 1, até -25093,40 kcal.mol?, para a etapa 4), mas bem menores do que as

forcas dispersivas, durante as etapas em curso.
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Tabela 4-2: Sumario das contribuicbes energéticas de cada termo da equacao
matematica do campo de forca usado no processo de minimizacdo de energia
durante as etapas 1 e 2 do docking.

Etapa 1 Etapa 2
Contribuicdes Inicial Final Inicial Final
energéticas (kcal.mol'l) (kcal.mol'l) (kcal.mol'l) (kcal.mol'l)
Energia potencial total 15273101.1 -11877.1 -19483.8 -19517.9
Energia interna 3220.3 3260.4 3210.8 3259.2
Deformacdes de ligagbes 563.6 600.2 562.2 600.8
Deformacdes angulares 1609.1 1610.1 1597.7 1608.4
Deformagdes torsionais 1023.8 1025.6 1026.2 1025.5
Distor¢des ao plano 23.8 24.5 24.7 24.6
InteracBes nao-ligadas 15269881.4  -15137.5 -22694.6 -22783.3
vdw 15287591.1 2575.0 1950.4 19334
vdw repulsivas 15349835.3 15980.6 22954.8 22940.5
vdw dispersivas -62244.2 -13405.6 -21004.3 -21007.1
Eletrostaticas -17710.2 -17712.6 -24645.1 -24716.6
Tether-restraints - - 0.00 6.1

Tabela 4-3: Sumario das contribuicbes energéticas de cada termo da equacédo
matematica do campo de forga usado no processo de minimizagdo de energia
durante as etapas 3 e 4 do docking.

Etapa 3 Etapa 4
Contribuicdes Inicial Final Inicial Final
energéticas (kcal.mol™) (kcal.mol™) (kcal.mol-1) (kcal.mol-1)
Energia potencial total -19297.3 -20031.9 -20055.9 -20087.42
Energia interna 3222.7 3072.7 3085.0 3066.13
Deformacdes de ligagbes 564.2 412.5 424.83 403.25
Deformacdes angulares 1608.4 1607.4 1607.4 1610.11
Deformacgdes torsionais 1025.5 1028.0 1028.0 1027.77
Distor¢Bes ao plano 24.6 24.8 24.8 25.00
InteracBes ndo-ligadas -22520.1 -23140.8 -23140.8 -23158.19
vdw 2393.9 1929.9 1929.9 1935.21
vdw repulsivas 23539.3 23136.0 23135.9 23153.79
vdw dispersivas -21145.4 -21206.1 -21206.1 -21218.58
Eletrostaticas -24914.0 -25070.7 -25070.7 -25093.40

Tether-restraints 0.00 36.3 0.00 4.67
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4.4.2. InteracOes

Segundo Bertrand et al*® existe um aduto formado pelos aminoacidos Met-
255, Tyr-229 e Trp-107, que pode ser importante para a funcionalidade da
proteina mtCP, ja que este aduto é conservado em varias outras proteinas da
mesma familia da mtCP. Verificamos o posicionamento destes aminoécidos e as

interacdes que ocorrem em suas vizinhancas imediatas.

A Figura 4-1 mostra as ligacdes hidrogénio efetuadas entre os
aminoacidos Met-255 e Tyr-229, na estrutura cristalina apés o docking da
isoniazida. a ligacdo do enxofre da Met-255 com o carbono C2 da Tyr-229 com

uma distancia de 1,73A. Enquanto o carbono CE1 da Tyr-229 se liga com o

carbono C2 do Trp-107 a uma distancia de 1,5A.

Figura 4-1 : Ligacdes feitas entre os aminoacidos Tyr-229 e Met-255 e entre 0s amino&cidos
Tyr-229 e o Trp-107 na estrutura cristalina do mtCP.

16 — BERTRAND, Thomas et al. 2004.
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Na Figura 4-2 estédo detalhadas as ligacdes feitas entre o aminoacido Trp-
107 com a Tyr-229 e com a Met-255 obtidas apds a otimizacdo de energia do
docking da isoniazida. Onde o enxofre da Met-255 interage com o hidrogénio da

hidroxila do aminoacido Tyr-229 a uma distancia de 2,36A e o carbono CE1 da

Tyr-229 se liga com o carbono C2 do Trp-107 a uma distancia de 3,02A.

Figura 4-2 - LigagOes feitas entre os aminoacidos Tyr-229 e Met-255 e entre o0s
aminoacidos Tyr-229 e o Trp-107 na estrutura minimizada do mtCP ap6s o docking da
isoniazida.

Estas ligacbes feitas entre os aminoacidos do aduto se mantiveram
praticamente constantes desde o inicio do processo de relaxamento da proteina
mtCP. A inser¢cdo da isoniazida n&o as alterou significativamente, nem as

distancias de interacao entre elas.

A figura 4.3 mostra a evolucdo das interacbes através de ligacdes
hidrogénio. Na primeira etapa, a isoniazida se move e se adapta a cavidade de
interacdo da enzima. As interacdes que ocorrem entre 0s componentes no sitio de
interacdo (isoniazida: protoporfirina: proteina: moléculas de solvente) sao
pormenorizadas na Tabela 4-1. Notemos, principalmente, as ligagbes feitas entre

0 atomo de hidrogénio H92 da amina do INH e os atomos de nitrogénio e oxigénio
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da Val-230, assim como a ligacdo entre os atomos O1D da protoporfirina e o
hidrogénio da amina (HN) da His-276.

H,N— CH — COOH H,.‘i—t"iH— COOH
CH CH,
AN *lx
Ci, ) ! HN N
Valine Val (V) \F
Histidine His (H)

Quatro moléculas de agua cristalinas interagem: duas delas com um dos
grupos carboxilicos da protoporfirina e duas outras com o INH. Todas estas
interacdes estéo relacionadas na Tabela 4-4.

Durante a etapa 2 (Figura 4-3B) houve perda de uma ligacdo com uma
molécula de agua e formacdo de uma ligacdo hidrogénio, através do hidrogénio
da amina, do residuo Tyr-229 e a amina do INH. Esta mantém as interacbes
anteriores com a Val-230. Nao houve nenhuma formacdo de ligacdo entre a
isoniazida e a protoporfirina, que permanecem estabilizadas por interagbes
eletrostaticas. A ligacdo entre uma carbonila do COOH da protoporfirina e a His-
276 permanece.

HN — CH—COOH
H,

OH
Tyresine Tyr (Y)

Na 32 etapa (Figura 4-3C), houve uma quebra de ligacao hidrogénio entre

a protoporfirina (heme:01A) e uma das moléculas de agua, em comparacédo com
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a etapa anterior. Os valores de distancias e os angulos de ligacdo se alteraram:

d(olA(heme)---NHis-276) = 1,76 para 2,20 A; d(H92(|NH)...NVa|-230) = 2,03 para 2,29A.

Durante a 42 etapa houve uma quebra de ligacdo entre 0 heme e o residuo

His-276. No entanto, houve formacdo de outras ligacdes hidrogénio. Os
aminoacidos Arg-104 e His-270 formaram, cada um, duas ligagBes hidrogénio

com a protoporfirina; os aminoacidos Trp-107 e His-270 formaram uma ligacao
hidrogénio cada um com um atomo de nitrogénio (NC) da protoporfirina. Ao todo,
uma rede de oito ligacdes hidrogénio contribuiu para a estabilizacdo do sistema

no sitio ativo. Estas interacdes encontram-se detalhadas na Figura 4-3D.

H,N— 'I’.'H— COOH H,N— fi'H— COOH
(":I'H:),t CH,
NH
|
H,N NH H
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Figura 4-3: (A) Etapa 1 do docking da isoniazida com a proteina mtCP. (B) Etapa 2.
(C) Etapa 3. (D) Etapa 4.

A

WAaLZEI0
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Tabela 4-4: Ligag6es hidrogénio entre a protoporfirina, a isoniazida e aminoacidos da proteina
mtCP, durante as etapas de otimizagdo energética para o docking da isoniazida.

Etapa Doador Aceptor Diszfr;cia Angulo(")
Etapa 1 MtCP:His-276:HN heme: O1D 2,51 152,29
INH:H92 mtCP:Val-230:N 2,06 128,01
INH:H92 mtCP:Val-230:0 2,06 127,30
heme:H2D O(H20) 1,76 156,23
H(H20) heme:O1A 2,12 156,33
H(H20) INH:N3 1,75 136,58
H(H20) INH:N3 2,73 139,22
H(H20) INH:010 1,86 112,28
Etapa 2 MtCP:Tyr-229:HN INH:N9 223 125,45
mtCP:His-276:HN heme: O1D 1,76 145,97
heme:H2D O(H20) 1,76 156,95
INH:H92 mtCP:Val-230:N 2,03 145,38
INH:H92 mtCP:Val-230:0 2,09 122,86
H(H20) heme:O1A 2,12 152,67
H(H20) INH:010 1,84 119,23
Etapa 3 MtCP:Tyr-229:HN INH:N9 2,06 117,34
mtCP:His-276:HN heme: O1D 2,20 158,52
heme:H2D O(H20) 2,44 138,26
INH:H92 mtCP:Val-230:N 2,29 129,58
INH:H92 mtCP:Val-230:0 1,86 140,92
H(H20) INH:010 1,94 107,92
Etapad MtCP:Arg-104:H22 INH:N3 1,86 130,46
mtCP:Trp-107:HE heme:NC 2,49 78,79
mtCP:Tyr-229:HN INH:N9 2,07 116,44
mtCP:His-270:HE2 heme:Fe 2,27 65,71
mtCP:His-270:HE?2 heme:NC 2,31 93,78
heme:H2A mtCP:Arg-104:NH2 2,31 152,54
heme:H2A mtCP:Arg-104:NE 2,27 145,40
heme:H2D O(H20) 2,38 138,88
INH:H92 mtCP:Val-230:0 1,86 140,42
INH:H92 mtCP:Val-230:N 2,26 130,59
H(H20) INH:010 1,93 107,47
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4.5 Comparacéo entre a proteina cristalina e a otimizada.

Os valores de comparacao em relacdo ao alinhamento das duas estruturas,
inicial e modificada devido a insercdo do INH, comprovam que as estruturas séo
similares. Esta qualidade no resultado final dos calculos se deve

fundamentalmente a liberacdo progressiva do complexo sob estudo.

Tabela 4-5: Comparacdo por rmsd entre a proteina na forma
cristalina e aquela obtida apés o docking.

Todos os atomos Cadeia Carbonos-a
(exceto os de hidrogénio) principal

Etapa 1 1.4502 1.2071 1.1862
Etapa 2 1.4502 1.2071 1.1862
Etapa 3 1.5301 1.2965 1.2724
Etapa 4 1.5363 1.3033 1.2793

Na primeira etapa quase toda a estrutura da proteina estava fixa, houve
somente correcdo do posicionamento dos atomos de hidrogénio, portanto, nao
houve diferenciacdo em relacdo a estrutura cristalina, conforme explicado
anteriormente. Com a liberacédo total do sistema houve uma leve elevagcao do
valor do rmsd (0.05A ), correspondente a diferenca estrutural entre a etapa 4 e a
forma cristalina da proteina. De qualquer forma, este valor é bem inferior a 1 A.

Na Tabela 4-6 sdo transcritos os valores obtidos dos rmsd entre a proteina

cristalina e aqueles de todas as etapas do procedimento de minimizacéo.

Tabela 4-6: Comparacdo do rmsd entre as varias etapas de otimizacao energética apds o
docking da isoniazida.

Comparagdes(rmsd)
Todos os Todos os atomos Cadeia principal Carbonos a
atomos (exceto os de
hidrogénio)

Etapa 1 x Etapa 2 0,0039 0,0038 0,0036 0,0028
Etapa 1 x Etapa 3 0,3559 0,4046 0,3709 0,4332
Etapa 1 x Etapa 4 0,4246 0,4149 0,3807 0,3658
Etapa 2 x Etapa 3 0,4327 0,4041 0,3702 0,3556
Etapa 2 x Etapa 4 0,4421 0,4144 0,3801 0,3655

Etapa 3 x Etapa 4 0,0589 0,0532 0,0463 0,0459
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Analisando-se as etapas 2 e 3, quando os valores de rmsd foram os mais
altos, pode-se deduzir que houve uma forte interferéncia da isoniazida sobre as
cadeias laterais de residuos do mtCP. Caso o backbone estivesse livre, teria
havido compensacao de forcas entre todos 0os atomos e a estrutura da proteina
teria se modificado. Como este estava com liberacdo restrita, o INH se
reposicionou no interior da cavidade, tomando uma orientagdo mais correta. Isto

feito, o conjunto atémico pode ser completamente liberado.

Para obtencdo dos dados da tabela 4.7, a proteina mtCP foi subdividida em
sequéncias de 20 aminoécidos, exceto uma Ultima, para a qual foram incluidos 23
aminoacidos. Estas superposicbes foram feitas com os atomos da cadeia
principal, com os arbonos-a e todos os atomos semi-pesados (ou seja, todos,
exceto os atomos de hidrogénio). Os atomos de hidrogénio ndo podem ser
comparados, pois uma estrutura cristalina, obtida por difracdo de raios-x, nao
possui esta informacao.

Foram feitas compara¢fes adicionais, quando as sequéncias resultavam
em um valor rmsd semelhante. Comparou-se, também, a sequéncia completa do
mtCP excluindo-se as extremidades (Tabela 4-7). Estas sequéncias sao,
obviamente, as que possuem o maior desvio estrutural com relacdo a proteina
cristalina. As seqiiéncias com maiores desvios estéo reproduzidas na Figura 4-4.

Na Fig.4-4A encontra-se a sequéncia [Glyn-24-Ala-65], parte amino-
terminal, portanto, flexivel por estar no inicio da sequéncia protéica. H4 um forte
desvio proveniente das semi-hélices dos monémeros iniciais e do monémero Ala-
65. Nao houve, no entanto, perda da estruturacdo secundaria, somente
reposicionamento em translagéo, pois ndo h& estruturas moleculares densas que
impecam a movimentacdo desta sequUéncia. Resultado, portanto, perfeitamente
natural e esperado, justificavel pela maior mobilidade que as partes terminais da

proteina podem ter, apesar de estarem circundadas por solvente.

Na Figura 4-4B encontra-se o alinhamento da sequéncia [GIn-190-Asp-
215] que resultou em rmsd de 1,044, com relacdo a todos os atomos semi-
pesados. Este valor é superior aqueles obtidos para as outras comparacgoées.
Como indicado na figura, os backbones estdo quase perfeitamente superpostos.

Isto indica que houve reposicionamento das cadeias laterais dos amino-acidos
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desta sequéncia. A Figura 4-4C apresenta a comparacao entre os residuos [Gly-
297-lle-317], onde o valor do rmsd € de 0,919, também quando todos os atomos
semi-pesados foram superpostos. Houve ligeiro reposicionamento da Gly-297 e
da lle-317, o que possibilita o turn indicado na figura. Estas pequenas variacdes

causam um reflexo mais forte nas cadeias laterais.

Tabela 4-7- Comparag6es por rmsd entre seqiiéncias de 20 aminoacidos da proteina cristalina
e a otimizada apds o docking do INH.

Rmsd (namero de atomos)

Sequéncia de AA usada na

Docking
comparagao entre as estruturas
o Todos os atomos Cadeia Carbonos a

cristalina e relaxada exceto hidrogénio principal

Gly-24-Asn-44 2,052 346) 1,265(168) 1,28(47)
Leu-45-Ala-65 1,211 31 1,031 (168) 1,060(42)
Ala-66-Thr-86 0,784(316) 0,584 168 0,586(42)
Ser-87-Trp-107 0,910(368) 0,595(168) 0,612(4)
His-108-Arg-128 0,824 296) 0,626(168) 0,56842)
Phe-129-Trp-149 0,821350) 0,494 168 0,354(42)
Pro-150-Asn-170 0,946(334) 0,554 168) 0,557z
Cysh-171-Trp-191 1,080(334) 0,730(168) 0,666/42)
Glu-192-Gly-212 1,044 35 0,974168) 0,944
Lys-213-Glu-233 0,937(330) 0,680(168) 0,633(2)
Gly-234-Arg-254 1,071 0,599168) 0,565(2)
Met-255-Thr-275 0,756(208) 0,529168) 0,429
His-276-Met-296 1,060290) 0,747 163 0,673(2)
Gly-297-lle-317 0,919 285 0,926(163 0,802(42)
Glu-318-Gly-338 0,955(356) 0,718,163 0,887(42)
Tyr-339-Ala-359 1,150(336) 0,759168) 0,801 (2
Gly-360-Thr-380 1,317(278) 1,015(:68) 0,930(42)
Asp-381-Pro-401 0,975376) 0,577 168) 0,491 42)
Glu-402-Pro-422 1,026354) 0,707 (168 0,670(2)
Val-423-Ser-446 1,475374) 1,121 168 1,059442
Ala-66 - Gly-421 1,1955560) 0,976(284) 0,945(712)
Gly-24-Ala-65 1,958 650) 1,429 336) 1,457 g4
Ala-66-Trp-149 1,0281330) 0,822672) 0,801168)
Pro-150-Trp-191 1,064 s69) 0,714(42) 0,677g4)

GIu-192-Arg-254 1,145(1000) 0,922(504) 0,903(125)
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Na Figura 4-4D é mostrada a superposicao das fitas da sequéncia [Gly-
360-Thr-380], cujo rmsd é de 1,35, para a superposicdo dos atomos semi-
pesados. Este valor, relativamente alto, pode ser justificado pela orientacdo do
loop, que estad na face externa da cadeia protéica. Isto faz com que este laco

tenha uma mobilidade maior, em relag@o a outras estruturagcdes da proteina.

Figura 4-4: Superposicao de seqiéncias do mtCP cristalino, em laranja, e da estrutura otimizada,
em verde, apds docking do INH. A) Regido amino-terminal, compreendendo a seqiiéncia
[Gly-24-Ala-65]. B) [GLN190-Asp-215]. C) [Gly-297-ILE317]. D) [Gly-360-Thr-380]. E) Regido
carboxi-terminal, que compreende a seqiiéncia [Val-423-Ser-446].
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Portanto, o processo de acoplamento do INH ao mtCP indica interacdes
entre os residuos Arg-104, Trp-107, Tyr-229, Val-230, His-270 e His-276, que
fariam parte do sitio ativo. Destes, as ligacdes formadas com os residuos Arg-
104, Trp-107, Val-230 e His-270 se mostraram muito estaveis e oito ligacdes

hidrogénio contribuem fortemente para a estabilizacao do sistema.
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Capitulo 5 ancoramento flexivel
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5.1. Estudo da isoniazida dentro da cavidade de recepcao do
mtCP, por ancoramento flexivel

Um dos meétodos para se analisar as interacbes entre um ligante e um
receptor é o do ancoramento flexivel. Ha diversos programas que se propdem a
conduzir a bons resultados. Um deles € o programa Affinity (flexible docking).
Uma estratégia de célculos foi pré-definida e o estudo realizado, de forma a
podermos comparar estes resultados com aqueles obtidos pela metodologia

precedente.

5.2. Metodologia

Para a estratégia de calculos, varias etapas sdo necessarias e serao

resultados consequentes das seguintes defini¢cdes:

- do sitio ativo.

- do tamanho do sitio ativo.

- do ligante

- de quais orientac¢des estruturais o ligante poderia ter.

- dos atomos do ligante que seriam doadores de protons.

- daqueles que seriam receptores de protons.

- dos atomos do sitio ativo que seriam doadores de prétons

- dos atomos do sitio ativo que seriam receptores de protons.

© ©o N o 0k b=

- do numero de conformacdes desejado e do valor limite estimado para o

rmsd.

5.3. Os modelos obtidos para a orientagcdo da isoniazida na
cavidade de recepcédo do mtCP, em relacéo a protoporfirina

Apo6s definicdo inicial da estratégia de célculos, que se fundamenta na boa
definicdo dos subconjuntos acima, o procedimento de dindmica molecular foi

escolhido para a busca conformacional e orientacional da isoniazida, no sitio de
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recepcdo. E fundamental que seja observado que varios calculos foram
efetuados, até que os parametros necessarios para que Affinity estivessem
corretos e conduzissem a resultados logicos. De qualquer forma, enquanto estes
parametros nao forem otimizados, o programa envia quantidades de mensagens
de erro. Este aprendizado foi lento, varias semanas foram necessarias para que o
dominio da utilizacdo do programa pudesse ser alcancado. Um dos pontos
importantes é que a busca conformacional teve que ser limitada a 20 diferentes
posicdes espaciais, devido a nossas limitacdes computacionais. O nimero de
conformacdes aconselhado para este tipo de calculo seria de 200 conformacdes.
De um lado, como a molécula de isoniazida € pequena e aromatica, este nimero
de conformacbes ndo seria necessario. Por outro lado, a cavidade acima da
estrutura do cofator heme é muito pequena, e a isoniazida ndo tem espago

suficiente para girar em todas as direcdes.

Devido a todos estes fatos, nossa busca conformacional gerou vinte
resultados, ou seja, vinte possiveis posicfes para a isoniazida no sitio ativo.
Dentre estas, algumas conformacdes apresentaram variagdes conformacionais
e/ou orientacionais insignificantes entre si. Dez posicfes foram descartadas e as
dez restantes foram submetidas a processo de otimizacdo energética. Apos
minimizacdo, os dez diferentes resultados convergiram para apenas quatro
possibilidades. Estes corresponderdao a nossos quatro modelos de interagéo para
o complexo INH-heme-mtCP em meio liquido, ou seja, 0 sistema

isoniazida:heme:proteina:solvente.

Estes modelos, no entanto, estavam visivelmente incompletos. O tamanho
da cavidade, ou o antivolume do sitio ativo, é bastante restrito. A cavidade tem
uma forma alongada e larga sobre o grupo heme, e é por este limitada. Nao ha
espaco suficiente para a movimentacdo completa da isoniazida, no sentido
vertical, em relacdo ao plano do grupo heme. O INH pode se movimentar no
sentido horizontal. Para cobrir esta limitacdo, duas novas orientagcbes da
isoniazida vieram se adicionar as quatro precedentes, e provieram da analise
visual estereoscoOpica da entrada da cavidade. Para estes dois modelos, o
posicionamento do INH na cavidade foi manual e, em seguida, corrigido

computacionalmente.
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Na Figura 5.1A, ha duas perspectivas diferentes para cada modelo
estudado. Para o primeiro modelo, a isoniazida esta posicionada com o nitrogénio
do ciclo piridinico voltado para um dos grupos carboxilicos. Esta posicdo
corresponde a uma vista acima do plano do grupo heme. A carbonila do INH esta
voltada para o centro do heme, onde se localiza o atomo de ferro. Esta posicao
corresponde aquela estudada através do método de acoplamento rigido, descrito
no capitulo anterior. A vista ortogonal, & direita da figura, mostra que o macrociclo
da protoporfirina manteve -se planar, os dois grupos carboxilicos se voltam para o
espaco superior em relagdo ao plano do macrociclo, assim como um dos grupos
Csp2H2 do grupo CH3CH> tem seu metila orientado para baixo, em relagédo a este
plano de referéncia. Observe-se que a isoniazida ndo se encontra no centro do

macrociclo, mas bem deslocada.

Na figura 5.1B encontra-se o segundo modelo, no qual o anel piridinico do
INH situa-se quase a 90° dos &acidos carboxilicos da protoporfirina. A estrutura do
INH foi girada de 180° sobre seu préprio plano de simetria. Em conseqiiéncia
houve, nesta orientacdo, inversdo de posicdo entre o NH da amida e o NH>
terminal, em relacdo a orientagdo do modelo precedente. Esta rotacdo so foi
possivel porque o volume da cavidade de recepcdo é mais largo em sua abertura,
gue consideramos a “porta de entrada” para a cavidade {ide Figura 5.2). O
oxigénio da carbonila se direciona para um nitrogénio do macrociclo, mas nao o
mesmo do modelo anterior. A cadeia lateral do ciclo piridinico esta, portanto, com
seus nitrogénios préximos a outros dois nitrogénios do macrociclo e préximos ao
atomo de ferro. Houve, nesta orientacdo global, uma distorcdo a planaridade do
macrociclo do grupo heme. Os acidos carboxilicos voltam-se, ambos, para o
espaco superior do macrociclo, em direcdo a isoniazida. Isto representa uma
consideravel variacdo de conformacdo destas duas cadeias laterais do grupo

heme.

O modelo identificado pela Figura 5.1C € bastante similar ao modelo
precedente, em relacdo a disposicdo relativa do INH para o heme. Houve uma
translacdo do INH de cerca de 60°, em relacéo ao plano do heme. Devido a esta

movimentacado, a cadeia lateral do INH se afasta bastante dos acidos carboxilicos
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do heme, se volta para o grupo eteno. A carbonila se aproxima fortemente deste
substituinte lateral do macrociclo porforinico. O anel piridinico permanece voltado
para os acidos carboxilicos da protoporfirina. Apesar deste anel ndo estar
localizado no centro do heme, sua posicdo é bem mais proxima do ferro do que
aquelas dos dois modelos precedentes. Parece haver uma forte interac&o do tipo

p- p que estabiliza estes grupos juntos.

A Figura 5.1D demonstra o quarto modelo, no qual o anel piridinico se
deslocou em translacdo sobre o plano do heme e efetuou uma rotacdo de cerca
de 160° sobre seu préprio eixo, em relacdo ao precedente modelo. O arel
piridinico encontra-se em posicdo oposta aos acidos carboxilicos da
protoporfirina, e o oxigénio da carbonila estd novamente voltado para o centro do
cofator. Aqui a isoniazida esta tdo deslocada do centro do grupo heme como no

primeiro modelo.

A Figura 5.1E representa o quinto modelo, onde a isoniazida foi introduzida
manualmente. Este posicionamento foi devido ao fato que, em nenhum modelo
obtido pelo acoplamento automaético, tal situacdo poderia ter sido obtida, ja que o
INH se encontra justo ap0s a entrada da cavidade, fortemente deslocada do
centro de massa da protoporfirina. O INH estaria entrando na cavidade a partir de
seu ciclo piridinico. Aparentemente, esta disposicdo espacial de entrada nao
pode ser obtida por Affinity, com certeza devido ao volume livre na cavidade.
Estas posicbes sdo encontradas quando a busca conformacional € feita
excluindo-se o grupo heme (Prof. Elaine, informacdes pessoais).

A carbonila do INH est4 em direcdo contraria aos grupos carboxilicos da
protoporfirina. Nesta orientacdo “metaestavel’, o correto seria complementar a
andlise através de calculos por dinamica molecular, para verificagdo quanto a
possibilidade da isoniazida penetrar no sitio ativo e se estabilizar préxima a
protoporfirina.

Neste modelo, nosso interesse era sobretudo o de verificar as interagdes
gue a isoniazida poderia fazer na entrada da cavidade de recepcéo, antes de se

estabilizar sobre a protoporfirina e com os aminoacidos do sitio ativo.
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Figura 5-1- Principais orientacBes da isoniazida em relagdo a protoporfirina
provenientes dos calculos efetuados por ancoramento flexivel (Modelos 1 a 4 e 6
e, por complementagcdo manual, 0 modelo 5: A) Modelo 1; B) Modelo 2; C) Modelo
3; D) Modelo 4; E) Modelo 5; F) Modelo 6.

A 1L
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Na Figura 5.1F, o sexto modelo posiciona a isoniazida a quase 120°
daquela obtida na Figura 5.1A. O oxigénio da carbonila esta voltado para os
grupos carboxilicos da protoporfirina. A isoniazida se estabiliza em posicdo mais
central a protoporfirina, seus grupos NH e NH,, estdo voltados para o atomo de

ferro central.

A Figura 5.2 mostra a cavidade receptora em corte longitudinal, calculada a
12A, a partir do atomo de ferro. Esta cavidade define o espago — tamanho e forma
- no qual a isoniazida, (ou outro ligante), devera se adaptar para inibir a enzima.
Esta superficie € conhecida como superficie de Connolly, ou superficie acessivel

ao solvente.“*®

Figura 5-2 Superficie de Connolly (em amarelo) para os aminoacidos que definem a cavidade
receptora, calculada a 12A a partir do atomo de ferro.

Sitio ativo

Note-se a entrada da cavidade, o espago aberto bem definido do lado direito da superficie.

47 — Connolly, M. L., Biopolymers, 25, 1229 (1985)
48 — Connolly, M. L., Biopolymers, 32, 1215, (1992)



Ancoramento flexivelLlO6

7

Esta superficie é essencial para se conhecer a forma e o0 espaco
disponivel no sitio ativo e, assim, compreender as possiveis interacdes que
ocorrem nos complexos. lgualmente, ela é essencial para que se possa propor
novas moléculas as quais, dentro da aproximacao chave-fechadura, possam se
adaptar perfeitamente neste sitio ativo.

A isoniazida apesar de ser uma molécula relativamente pequena, tem seus
movimentos restritos e tende, segundo nossos calculos, a se posicionar

tangencialmente a protoporfirina, conforme os modelos de orientagdo acima

comentados.

5.2.1 Detalhamento dos modelos quanto as interacfes efetuadas

As Tabelas 5.1 e 5.2 mostram os valores das contribuicbes energéticas
antes e ap6s minimizacdo dos sistemas provenientes do ancoramento flexivel,

assim como as energias totais do complexo sob analise.

Tabela 5-1: Sumario das contribuicdes energéticas de cada termo da equacdo matematica do
campo de forca ESFF usado no processo de otimizacdo de energia apds ancoramento do
INH, resultando nos modelos 1, 2 e 3.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

Contribuicbes Inicial Final Inicial Final Inicial Final
energéticas (kcal.mol®) (kcal.mol®) (kcal.mol™®) (kcal.mol™) (kcal.mol™®) (kcal.mol™)

Energia potencial total - ,)0ce 9 500874  -19803.3  -20232.1 -20111.7 -20195.3

Energia interna 3085.0 3066.1  3091.0  3082.9 30724  3059.1

Deformacdes de ligacdes ./ a3 4032 410.7 396.7 415.2 395.2

Deformagges angulares 1607.4  1610.1  1612.6 1615.8  1609.2  1604.7

Deformagges torsionais 1028.0  1027.7  1042.3 1044.0  1023.8  1034.1

DistorcGes ao plano 24.8 25.0 25.2 26.2 24.2 25.0

Interagbes ndo-ligadas -23140.8 -23158.1 -22894.4 -23315.0 -23184.1 -23254.4

vaw 1929.9 1935.2 2274.9 1930.0 1945.9 1934.4

vaw repulsivas 23135.9 23153.7 23532.3  23144.9 231419 23212.8

vdw dispersivas 21206.1 -21218.5 -21257.4 -21214.8 -21196.0 -21278.4

Eletrostaticas 25070.7 -25093.4 -25169.4 -25245.1 -25130.1 -25188.8
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As energias totais correspondendo as diferentes orientacdes da isoniazida
no sitio ativo mantiveram-se proximas (20.232 kcal.mol! a -19.910 kcal.mol™),
com uma diferenca maxima de 322 kcal.mol®. As interacdes ndo ligadas do
sistema variaram de -25 193 kcal.mol* (para o modelo 5) a -23 158 kcal.mol™. A
maior contribuicdo energética corresponde as interacdes eletrostaticas -29 616
kcal.mol* (para o modelo 5) a -25 093 kcal.mol™!. Observe-se que o modelo 5
apresenta valores divergentes em comparacdo aos outros do conjunto de
modelos. Considerando-se o critério energético como um dos referenciais para
analise dos resultados, os melhores modelos estariam classificados na seguinte
ordem, de maior para menor estabilidade (ou, de menor energia, para maior

energia):

Modelo 2 = modelo 6> modelo 4> modelo 3 > modelo 1 > modelo 5.

Tabela 5-2: Suméario das contribuicdes energéticas de cada termo da equacdo matematica do
campo de forca ESFF usado no processo de otimizacdo de energia apds ancoramento do
INH, resultando nos modelos 4, 5 e 6.

Modelo 4 Modelo 5 Modelo 6

Contribuices Inicial Final Inicial Final Inicial Final

energéticas (kcal.mol™)  (kcal.mol™) (kcal.mol™) (kcal.mol®) (kcal.mol™) (kcal.mol™)
Energia potencial total - 551361 902140 -18170.11 -19909.93 86526.4 -20228.5
Energia interna 3091,0 3082,8  5179.46  5283.31 3091.0  3084.8
Deformacdes de ligagdes 44, 5 3062  1857.88 188371 4107  396.7

DeformacGes angulares 15159 16170 290178 293735  1612.6  1615.6
DeformagGes torsionais 1037,4 1048,5 405.72  446.37 1042.3  1046.1
Distor¢bes ao plano 25,6 27,0 14.07 15.87 25.2 26.3

Interagbes ndo-ligadas 535571 232968 -23349.57 -25193.23 834353 -23313.4
vdw 1925,7 1919,2  4404.26 442250 108600.0 1940.2
vdw repulsivas 23106,1 231300 2688552 28798.73 1307927 23164.1
vdw dispersivas 21180,4 -21210,8 -22481.26 -24376.23 -22192.4 -21223.9
Eletrostaticas 2251528 -25216,1 -27753.83 -29615.74 -25164.9 -25253.6




Ancoramento flexivelLO8

Portanto, por critério de menor energia, os melhores modelos seriam os de
namero 2 (Figura 51B) e de numero 6 (Figura 51F), que se estabilizaram a

valores de energia praticamente idénticos.

O modelo 2 é aquele em que a carbonila do INH estaria com a cadeia
substituinte voltada para o centro do grupo heme. A carbonila esta orientada para
um dos atomos de nitrogénio do heme e a amina direcionada ao Fe. Este modelo
parece coerente porque poderiamos esperar que 0 nitrogénio da amina
interagisse preferencialmente com o atomo de ferro central, pois ele deveria ser
mais &cido.

O modelo 6 posiciona a isoniazida com o ciclo piridinico voltado para a
entrada da cavidade, a quase 90° das cadeias laterais carboxilicas do grupo
heme. O oxigénio da carbonila esta voltado para estas cadeias. A isoniazida se
estabiliza em posicdo mais central a protoporfirina, e a amina NH, esta voltada
para o atomo de ferro central {ide figura abaixo, ndo numerada na seqiéncia desta
dissertacdo, mostrando a entrada da cavidade de recepcdo e a isoniazida na posicdo do

modelo6).

Analisemos, detalhadamente, as ligagbes hidrogénio que estabilizam o

complexo, nos diversos modelos apresentados.
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No modelo 1, Figura 5.3, a estabilizagcdo se da apés formacdo de um
conjunto de onze (11) interacdes fortes. Cinco aminoacidos interagem fortemente:
Arg-104, Trp-107, Tyr-229, Val-230 e His-270. A isoniazida se estabiliza através
de cinco ligacdes hidrogénio. Houve formacao de uma ligacao hidrogénio entre o
aminoacido Arg-104 e seu nitrogénio piridinico N3, a uma distancia de 1,86A.
Uma segunda ligacdo ocorreu entre o aminoacido Tyr-229 e o N9, a uma
distancia de 2,07A, e duas outras ligacdes entre o aminoacido Val-230 e os
atomos de hidrogénio do grupo amina da isoniazida, com distancias de 1,86A e
2,26A, respectivamente. A carbonila do INH interage fortemente com uma

molécula de agua (d = 1.93 A). Estas interacdes e aquelas correspondentes aos

modelos 2 e 3 estdo detalhadas na Tabela 5.3.

Figura 5-3 Ligacdes hidrogénio formadas entre o mtCP, a isoniazida e a protoporfirina
no modelo orientacional 1.

Houve, também, formacdo de quatro ligacdes hidrogénio entre a
protoporfirina e a cadeia protéica da proteina mtCP, com os aminoacidos Arg-
104, Trp-107 e His-270, com distancias de 2,27A, 2,49A, 227A e 2,21A,
respectivamente. A protoporfirina se liga ainda a uma molécula de agua. A His-
270 é fortemente atraida por um dos nitrogénios aromaticos da protoporfirina e
pelo &tomo de ferro. Nao houve distor¢cdo a planaridade devido a esta interagao.

O ferro continua no plano do grupo heme.
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No modelo 2, Figura 5.4, a estabilizacdo ocorre apd6s formacdo de um
conjunto de cinco (5) interagbes fortes. Quatro aminoacidos interagem
fortemente: Pro-100, Arg-104, Trp-107, Tyr-229 e Ser-315.

Figura 5-4 LigacGes hidrogénio formadas entre o mtCP, a isoniazida e a protoporfirina no modelo
orientacional 2.

Houve uma ligacdo hidrogénio entre o aminoacido Ser-315 e um dos
oxigénios carboxilicos do grupo heme, a uma distancia de 1,97A. O segundo
oxigénio do mesmo grupo interage com um nitrogénio da Arg-104, a uma
distancia de 2,62A. A isoniazida participa de duas interacdes, uma através do
hidrogénio H9 da amina, com o nitrogénio intraciclico do Trp-107, a uma distancia
de 2,09A; e outra através do oxigénio 010 da carbonila com o N3 da
protoporfirina, a uma distancia de 2,68A. Ocorrem, anda, ligagcdes hidrogénio
entre a protoporfirina, com seu segundo grupo carboxilico e com a Pro-100, a

uma distancia de 1,74A.

No modelo 3, Figura 5.5, a estabilizacdo ocorre apdés formacado de um

conjunto de onze (11) interacdes fortes. Quatro aminodacidos interagem
fortemente: Arg-104, Tyr-229, His-270 e Lys-274.
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Figura 5-5: Ligag6es hidrogénio formadas entre o mtCP, a isoniazida e a protoporfirina no modelo 3.

Houve ligacdo da isoniazida com a Tyr-229, a uma distancia de 1,92A.
Uma molécula de solvente interage com o INH, através de duas ligacdes
hidrogénio. Um segunda molécula de 4gua interage com um grupo carbonilico do
heme (d= 2,84A e 2,44 A; 2,37A, respectivamente). O grupo heme forma ligacdes
com a Lys-274, a uma distancia de 2,09A; com a His-270, a d= 2,39A e 2,33A,
respectivamente; trés ligacbes hidrogénio com a Arg-104, d= 2,33A, 2,18A e
2,20A, respectivamente; além de uma ligacdo hidrogénio com o solvente, ja
descrita. A molécula de agua deve ter impedido a isoniazida de interagir com

outros aminoacidos e com o heme, exceto por forcas eletrostaticas.

Os dados sobre estas ligacdes formadas, os atomos envolvidos, os valores

de distancia de ligagcéo e angulos estéo transcritos na Tabela 5-3.
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Tabela 5-3: Liga¢Bes hidrogénio entre a protoporfirina, a isoniazida e aminoacidos da proteina
mtCP, apds a otimizacdo de energia dos modelos 1, 2 e 3, obtidos por ancoramento flexivel.

Modelos Doador Aceptor Distancia (?)  Angulo(")
Modelol mtCP:Arg104:H22 INH:N3 1,86 130,46
mtCP:Trpl107:HE Heme:NC 2,49 78,79
mtCP:Tyr229:HN INH:N9 2,07 116,44
mtCP:His270:HE2 Heme:Fe 2,27 65,71
mtCP:His270:HE2 Heme:NC 2,31
Heme:H2A mtCP:Arg104:NH2 2,31 152,54
Heme:H2A mtCP:Arg104:NE 2,27 145,40
Heme:H2D O(H20) 2,38 138,88
INH:H92 mtCP:Val230:0 1,86 140,42
INH:H92 mtCP:Val230:N 2,26 130,59
H(H20) INH:010 1,93 107,47
mtCP:Arg104:NE Heme:O02A 2,62 145,9
Modelo 2 mtCP:Ser315:HG Heme:01A 1,97 112,2
Heme:H2D mtCP:Pro100:0 1,74 160,3
Heme:N3 INH:010 2,68 84,1
INH:H91 mtCP:Ser-315:HN 2,09 160,8
mtCP:Trp-107:HE1 Heme:NC 2,32 101,15
Modelo 3 MtCP: Tyr-229:HN INH:010 1,02 144,84
mtCP:His270:HE2 Heme:NB 2,39 63,79
mtCP:His270:HE2 Heme:Fe 2,33 107,45
mtCP:Lys-274:HN Heme:O02D 2,09 121,22
Heme:H2A mtCP:Arg-104:NE 2,33 160,51
Heme:H2A mtCP:Arg-104:NH1 2,18 131,7
Heme:H2A mtCP:Arg-104:NH2 2,20 129,16
INH:H92 mtCP:Trp-107:NE1 2,20 159,90
INH:H8 Heme:NB 2,31 101,05
H(H20) Heme:H2D 2,37 144,84
H(H20) INH:N9 2,44 69,57
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No modelo 4, Figura 5.6, sdo formadas dez ligacdes hidrogénio. Seis
aminoacidos interagem fortemente: Pro-100, Arg-104, Trp-107, Asp-137, Tyr-229 e
Ser-315. O &tomo NE da Arg-104 forma ligagdo com o a&tomo O2A do heme, a
uma distancia de 2,67A.

A hidroxila da Ser-315 se liga ao atomo O1A da protoporfirina (d=2,40A) e
ao atomo de oxigénio O da Pro-100. Houve formacgdo de quatro ligacGes fortes
com a isoniazida, através dos atomos HE1 do Trp-107, com o atomo O10 do INH
(d= 2,43A), do atomo HN da Tyr-229 (d= 2,01A), com os atomos HD2 e ODD do
Asp-137 (d= 1,94A, 2,77A). Houve ainda mais trés ligacdes fortes, entre os atomos
NB e O2A do heme, com os atomos 010 e H92 do INH (d= 2,83A, 1,84A e a

dltima entre o atomo H8 do INH com uma molécula de 4gua. Estas interacdes e

aguelas correspondentes aos modelos 5 e 6 estdo detalhadas na Tabela 5.4.

Figura 5-6 Ligag¢bBes hidrogénio formadas entre o mtCP, a isoniazida e a protoporfirina no
modelo orientacional 4.
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No modelo 5, Figura 5.7, a isoniazida encontra-se na posi¢cdo de entrada
na cavidade receptora. A intencdo era a de se saber se haveria possibilidade da
isoniazida, somente através de minimizacdo energética, ser conduzida e
estabilizada no interior da cavidade.

Figura 5-7 Ligag@es hidrogénio ocorridas entre o mtCP, a isoniazida e a protoporfirina no modelo
orientacional 5.

Na realidade, a tentativa foi sem sucesso. Houve formacao de treze (13)
ligacdes hidrogénio, das quais nove foram efetuadas através de seis moléculas de
agua. A isoniazida interage com duas moléculas de solvente. Por sua vez, o grupo
heme interage com quatro outras moléculas de solvente. Todas estas aguas
impedem o posicionamento da isoniazida em relacdo a protoporfirina, que se liga

somente a dois amino&cidos, a Arg-104 e a His-276.
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No modelo 6, Figura 5.8, a estabilizacdo ocorre apos formacdo de um
conjunto de onze (11) interacdes fortes. Oito aminoécidos interagem fortemente:
Pro-100, Arg-104, Trp-107, His-108, Asp-137, Tyr-229, His-270 e Ser-315. As

moléculas de agua ndo mais interferiram na formacéo do complexo.

Figura 5-8: LigagOes hidrogénio formadas entre o mtCP, a isoniazida e a protoporfirina
no modelo orientacional 6.

Dentre estas onze ligagbes hidrogénio, sete delas contribuem para a
estabilizacdo da isoniazida. Houve cinco ligacGes hidrogénio entre este ligante e a
cadeia protéica: com o Trp-107 (d=1,94A); com a His-108 (d=1,80 A), duas
ligacBes com o aminoacido ASP-137 (d= 1,90A e 2,31A, respectivamente), e uma
Ultima com a Tyr-229 (d=2,23A). Além destas, duas ligacdes hidrogénio foram
formadas entre os atomos NA e NB da protoporfirina e o oxigénio O10 da
isoniazida (d=2,62A e 2,67A, respectivamente).

O heme volta a interagir com a Ser-315 (d=1,94A) e, também, com a Arg-
104 (d=2,69A e 1,93A) e a Pro-100 (d=1,77A).
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Houve um desvio a planaridade do grupo heme, o que talvez possa justificar
a auséncia de formacéo de ligacédo hidrogénio, apesar da forte interacdo entre o
ferro e a His-270 (d= 2,93A).

Este modelo nos parece o mais coerente. A diferenca de energia do
complexo é pequena (inferior a 1%) em relacdo ao modelo de numero 4.
Consideramos, portanto, que a correcdo da distorcdo da protoporfirina deve ser
efetuada, para que se possa verificar se havera ligacdo com a His-270 e, caso

isto ocorra, se havera queda de energia do sistema.

A relacdo de distribuicdo de cargas sobre o INH parece coerente para este
modelo. Dentre os nitrogénios, o piridinico € o mais eletronegativo, seguido por
aguele da amina. O da amida é bem menos eletronegativo (-0.48, -0.46 e -0.27,
respectivamente). Os atomos de hidrogénio da amina tém carga parcial
ligeiramente inferior ao do atomo de hidrogénio da amida (+0.25 e +0.27,
respectivamente). O oxigénio carbonilico € o 4tomo que possui a maior carga

parcial negativa (-0.54).

Efetuando-se a comparacdo (por rmsd) entre sequiéncias de aminoacidos
de cada modelo orientacional em relagcdo as mesmas sequéncias provenientes da
estrutura cristalina, verifica-se que estes desvios sao minimos, excetuando-se
aqueles correspondentes aos aminoacidos terminais. Destacam-se, também,
nesta analise, as comparacfes das sequéncias (Met-255-Thr-275), (His-276-Met-
296) e (Glu-318-Gly-338), cujos valores de rmsd apresentaram uma variacao
maior (0,75, 1,04, 0,83, 1,30, 0,81, 1,04), (1,06, 1,01, 0,93, 1,11, 1,06, 1,01) e
(0,95, 1,05, 0,95, 0,99, 1,00, 1,08), por modelo, respectivamente.
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Tabela 5-4: Ligag6es hidrogénio formadas entre a protoporfirina, isoniazida e a cadeia de aminoacidos da
proteinamtCP, apds a otimizacgdo de energia dos modelos 4, 5 e 6 obtidos por ancoramento flexivel.

Modelos Doador Aceptor Distancia (?)  Angulo(")
Modelo 4 mtCP:Arg-104:NE Heme:02A 2,67 143,6
mtCP:Trp-107:HE1 INH:010 2,43 118,5
mtCP:Asp-137:HD2 INH:N3 1,94 86,12
mtCP:Tyr-229:HN INH:N3 2,01 159,5
mtCP:Ser-315:NG Heme:0O1A 2,40 96,7
Heme:H2D mtCP:Pro-100:0 1,72 160,5
Heme:NB INH:010 2,83 63,23
INH:N3 mtCP:Asp-137:0DD 2,77 98,6
INH:H92 Heme:02A 1,84 164,2
INH:H8 H,O 1,88 162,8
Modelo 5 mtCP:Arg-104:NE Heme:02A 2,99 115,7
mtCP:His-276:HN Heme:O1A 1,55 141,6
Heme:H2A mtCP:Arg-104:NH2 2,47 151,1
Heme:H2A mtCP:Arg-104:NE 2,14 147,1
INH:N8 H(H20) 2,25 99,3
INH:H8 H(H20) 2,46 138,5
INH:N9 H(H20) 2,39 67,2
H(H20) Heme:NA 2,11 82,6
H(H20) Heme:ND 2,17 77,8
H(H20) Heme:NA 2,46 76,1
H(H20) Heme:NC 2,39 72,1
H(H20) Heme:NB 2,11 85,8
H(H20) Heme:ND 2,37 96,1
Modelo 6 mtCP:Arg-104:NE Heme:02A 2,69 135,7
mtCP:Trp-107:HE1 INH:N8 1,94 94,0
mtCP:Asp-137:HDD INH:N3 1,90 101,6
mMtCP:Tyr-229:HN INH:N3 2,23 119,7
mtCP:Ser-315:HG Heme:O1A 1,94 117,0
Heme:H2D mtCP:Pro100:0 1,77 156,6
Heme:H2A mtCP:Arg-104:NE 1,93 129,5
Heme:NB INH:010 2,67 63,2
Heme:NA INH:010 2,62 64,7
INH:N3 mtCP:ASP-137:02D 2,81 104,1
INH:H8 mtCP:His108:ND1 1,80 155,4
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Estes valores bastante baixos dos rmsd indicam que os calculos foram
conduzidos de forma coerente, pois as mudancas conformacionais que ocorrem
na cadeia protéica, devido a insercéo da isoniazida no sitio ativo, foram reduzidas
devido ao longo processo de relaxamento efetuado para se corrigir as posicoes
iniciais do ligante. Caso contrario, modelos iniciais provenientes do docking
flexivel teriam alterado em muito aqueles aminoacidos muito préximos ao sitio
ativo, os quais, por compensacao de forcas, teriam alterado aqueles de suas
vizinhangas imediatas e assim por diante. Note-se a alta energia inicial obtida
para 0 modelo 6, na Tabela 5.2. Este valor inicial indica que havia fortes

impedimentos estéricos devido a um mau posicionamento inicial da isoniazida.

A partir destes seis modelos orientacionais estudados podemos fazer
algumas deducdes e tirar algumas consequéncias:

- 0s modelos 2 e 6 tém os valores de distancias mais homogéneos, indicando
uma maior estabilizagdo do INH sobre a protoporfirina.

- No modelo 2, a interacédo formada entre o oxigénio da carbonila do INH e o
ferro da protoporfirina parece indicar uma propenséo a facilitar a oxidagao da
isoniazida pela protoporfirina (Figura 5.9a). O ferro possui carga formal de 2+ e
carga parcial de +1.28. O oxigénio do INH possui a carga mais negativa dentre os
grupos ligantes do INH (carga parcial = -0.54), valor este seguido por Nyiridinico (-
0.48), Namina (-0.46) e Nimiga (-0.27). Uma distribuicdo similar destas cargas foi
obtida para os modelos 4 e 6. Para os outros modelos, a carga parcial sobre o
ferro decresceu para +0.20.

- No modelo 4, had uma interacdo entre 0 oxigénio da isoniazida e o ferro da
protoporfirina, como no modelo anterior, este modelo posicional pode facilitar a
interacdo da isoniazida no sitio ativo, de modo que possa haver a transformacao
da isoniazida na sua forma ativa.

- No modelo 6, ha duas interagfes entre dois nitrogénios da protoporfirina e
o oxigénio do INH. Como esta € uma pro-droga que sofre oxidacdo para se
transformar na forma ativa, as interagbes deste modelo s&o interessantes e
podem, também, significar uma facilidade para a oxidacdo da isoniazida pela

protoporfirina;
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Figura 5-9: Interacdes entre a isoniazida e o ferro da protoporfirina.

A) Modelo 2. B) Modelo 4.C) Modelo 6.

" HEME

HIS270
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Tabela 5-5: Comparac¢fes por superposicdo entre sequéncias de 20 aminoacidos da
proteina cristalina e a otimizada ap6s o docking.

Seqliéncia de Quantidade Rmsd (Todos os atomos, exceto os de hidrogénio)

comparacao de atomos

Ancoramento flexivel
entre a estrutura comparados

o Modelos orientacionais
cristalina e a

1 2 3 4 5 6
minimizada
Gly24-Asn44 346 2,05 2,13 2,63 2,31 2,63 2,13
Leu-45-Ala-65 312 1,21 1,21 1,33 1,39 1,35 1,21
Ala-66-Thr86 316 0,78 0,79 0,83 1,01 0,81 0,80
Ser87-Trp-107 368 0,91 0,93 1,16 0,92 1,18 0,96
His108-Arg128 296 0,82 0,84 0,93 1,34 1,01 0,88
Phel29-Trp149 350 0,82 0,84 1,23 1,46 1,23 0,79
Pro150-Asn170 334 0,94 0,95 0,84 0,64 0,84 0,96
CYSH171-Trpl91 334 1,08 1,05 1,03 1,11 1,00 1,06
Glu192-Gly212 352 1,04 1,04 1,27 1,44 1,23 1,05
Lys213-GLU233 330 0,93 0,98 1,26 1,25 1,28 1,05
Gly234-Arg254 318 1,07 1,07 1,05 0,97 1,13 1,07
Met255-Thr275 298 0,75 1,04 0,81 1,30 0,81 1,04
His-276-Met296 290 1,06 1,01 1,05 1,11 1,06 1,01
Gly297-1le317 288 0,91 0,92 141 1,64 1,42 0,91
Glu318-Gly338 356 0,95 1,05 1,05 0,99 1,00 1,08
Tyr339-Ala-359 336 1,15 1,13 1,14 1,30 1,13 1,13
Gly360-Thr380 278 1,31 1,37 1,70 1,43 1,68 1,35
Asp381-Pro401 376 0,97 1,01 0,96 1,07 0,96 0,99
Glu402-Pro422 354 1,02 1,03 1,04 0,93 0,97 1,04
Val423-Ser446 374 1,47 1,64 1,89 1,86 1,88 1,62
Gly24 -Ser446 5560 1,54 1,63 1,84 1,94 1,86 1,64

- nos modelos 1, 3 e 5, as distancias de estabilizacdo entre os atomos da
isoniazida e o ferro da protoporfirina foram muito grandes, e estao listadas na
tabela 56. Nestes casos, poderia haver necessidade de um outro ligante que
pudesse estabilizar a interagdo entre o oxigénio da carbonila, ou o nitrogénio da

amina, proxima ao atomo de Fe da protoporfirina, como, por exemplo, o ligante
NO.

Na Figura 5-10 estdo mostradas as interacdes entre a isoniazida e o ferro
da protoporfirina dos modelos 1, 3, e 5. Os atomos de Fe da protoporfirina, N e O,

da isoniazida, estédo indicados em esferas plenas (CPK), onde o ferro aparece em
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rosa, o oxigénio, em vermelho e o nitrogénio, em azul. As distancias entre os
atomos de ferro e nitrogénios, ou oxigénio, mais proximas da isoniazida variam
entre 2,54 A e 3,74 A, respectivamente, e correspondem aos modelos 2, e 4. As
distancias do atomo de Fe para o atomo de nitrogénio intraciclico variam entre

5,21 e 7,09 A (Tabela 5-6).

Figura 5-10: Distancias entre o ferro da protoporfirina e a
isoniazida. A) Modelo 1. b) Modelo 3. C) Modelo 5.
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Tabela 5-6: Distancias entre o ferro da protoporfirina e atomos especificos da isoniazida em
cada modelo orientacional.

Modelo Distancia (A)
orientacional

Fe da protoporfirina para:

N (do NH2) N (do NH) O (do CO) N (do ciclo piridina)
Modelo 1: 7,37 6,69 4,96 5,21
Modelo 2: 2,79 3,33 3,23 6,07
Modelo 3: 4,93 4,29 6,43 5,64
Modelo 4: 4,03 4,20 2,67 6,10
Modelo 5: 10,59 10,34 9,97 6,16
Modelo 6. 3,24 3,74 2,54 5,92

5.4.Resumo

As energias totais correspondendo as diferentes orientacdes da isoniazida
no sitio ativo apresentaram uma diferenca méaxima de 322 kcal.mol. Os menores
valores de energia foram obtidos para os Modelos 2 e 6, sendo iguais a -20.232 e
-20228 kcal.mol™.

No modelo 2 a estabilizacdo ocorre apos formacdo de um conjunto de
cinco (5) interacdes fortes. Quatro aminoacidos interagem fortemente: Pro-100,
Arg-104, Trp-107, Tyr-229 e Ser-315.

O modelo 6 nos parece o mais coerente. A diferenca de energia do
complexo é negligenciavel (3 kcal.mol') em relagdo ao modelo de nimero 2. No
modelo 6 a estabilizacdo ocorre apés formacdo de um conjunto de onze (11)
interacdes fortes. Oito aminoacidos interagem fortemente: Pro-100, Arg-104, Trp-
107, His-108, Asp-137, Tyr-229, Ser-315 e His-270. As moléculas de agua nao
interferiram na formacdo do complexo. Sete ligacdes hidrogénio contribuem para
a estabilizacdo da isoniazida. H4 uma interag&o entre o ferro da protoporfirina e o
nitrogénio da His-270.
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Figura 5-11: Interac6es no modelo 6

Dois outros aminoacidos sempre mencionados em relacdo a porcao
proximal da proteina, o Trp-312 e o Asp-381, ndo nos perecem interferir no sitio
ativo, a nao ser para contribuir na estabilizacdo do grupo heme. No entanto, as
inferéncias da His-270 em relacdo de estabilizacdo do sistema e formacdo de
ligacdo com o Fe sdo bem evidentes. Em relacdo a porcao distal, os aminoacidos
Arg-104, Trp-107, His-108, Asp-137, Tyr-229 e Ser-315 estavam todos presentes
neste modelo 6 e, em outros modelos, interagiam através de ligacdes hidrogénio,
ou nado, dependendo das etapas de calculo. No entanto, a importancia destes
aminoacidos nado poderia passar despercebida, mesmo que nao fossem
frequentemente citados em diversos trabalhos, publicados em periédicos

cientificos.
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Capitulo 6 O acoplamento entre mtCP,
heme, INH e NO.
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6.1. O o6xido nitrico

Vamos agora introduzir, a nosso complexo formado por proteina, grupo
heme, isoniazida e solvente, uma molécula de éxido nitrico (NO), pra verificar se

h& melhoria quanto a estabilizacdo da isoniazida sobre a protoporfirina.

Oxigénio ou peroéxidos nitricos (02, NO, NO,, peréxinitritos = ONOQO") sao
adutos frequentes para a estrutura heme. Através da inser¢cdo do Oxido nitrico
procura-se verificar se havera aumento de estabilizacdo da isoniazida sobre o
ferro da protoporfirina e compreender se esta molécula é efetivamente um aduto

que propicia a oxidacao da isoniazida para o metabolico ativo.

Na literatura cientifica h& varias propostas para as distancias entre Fe e N
e Fe-O. Em 2005, Silaghi-Dumitrescu®® estudando a relacdo entre a
protoporfirina, com Fell e Felll e os compostos OH-O-N-O, O-O-N-O, N(O)-O-OH,
N(O)-O-O e N(O)-O-OH, propés, atraveés de calculos quanticos e quanticos semi-

empiricos, as distancias médias de:

1.87 A, para Fe-O; 1.84 A para Fe-N;

2.04 A para Fe-Nys ; 1.65 A para N-O; 1.20 A para N=0.

Seus calculos em DFT permitiram verificar valores experimentais obtidos
como produtos e/ou intermediarios na decomposicdo de adutos heme-
peroxinitritos. O trabalho foi efetuado tendo em vista as flavohemoglobinas, mas
pode ser perfeitamente estendido para as Mycobacteria tuberculosis, no que se
refere as interacdes His270, Heme e NO. Aparentemente, as flavohemoglobinas
catalisam eficazmente a oxidacdo de NO através de O, para produzir nitrato.4%5%
Dumitrescu cita que 0 mais provavel mecanismo para esta reacao envolve ligacao
de NO e G no sitio ativo heme da flavohemoglobina, formalmente gerando o

intermediario peroxinitrito.

48 — Silaghi-Dumitrescu, Radu. THEOCHEM, 722(2005)
49 — Mukai, et al.Journal of Biological Chemistry. 276(2001)
50 — Gardner, A.M., Gardner P.R.. Journal of Biological Chemistry. 277(2003)
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6.2. Metodologia

O ancoramento da molécula de NO foi feito com o sistema mtCP:isoniazida
ja estabilizado, como relatado no capitulo 4. Naqueles modelos vimos que a
iIsoniazida se distanciava do ferro da protoporfirina. Para os modelos 1, 3, 4 e 5
seria necessario que um outro ligante viesse a estabilizar a isoniazida proximo ao
ferro e fizemos estudos parciais quanto as interacbes do 6xido nitrico (NO):

isoniazida: sitio ativo do mtCP.

Escolheuse, para este célculo, o modelo 1, também descrito por Bertrand,
no qual o anel piridinico volta-se para os grupos carboxilicos da protoporfirina e o
oxigénio da isoniazida volta-se para o ferro.

A molécula de NO foi introduzida manualmente e posicionada acima do
atomo de ferro, minimizando-se os impedimentos estéricos dentro do sitio ativo
através dos o6culos para vista estereoscopica. Em seguida, o sistema foi

submetido a otimizacdo geométrica e energética, com o campo de forcas ESFF.

Observamos, através dos calculos feitos anteriormente, que a isoniazida
parece ocupar uma posicao relativamente deslocada do centro da protoporfirina.
S&o os grupos carbonila, ou amina, que tendem a se aproximar do Fe e ndo o
centro de massa do ciclo piridinico do INH. Deve haver motivos para justificar esta
aproximacao, e estes devem, a principio, coincidir com a interpretacdo da
literatura cientifica que pressupbe uma oxidacdo do INH para que este
medicamento possa se transformar na molécula bioativa. Este processo poderia
ocorrer através da contribuicdo de uma simples molécula de NO. Por esta razéo,
e devido aos resultados obtidos no capitulo anterior que foram nesta direcéo,

procedemos a mais esta etapa de estudo.

O sistema molecular foi constituido por:
a) proteina

- Estrutura protéica

- protoporfirina

- trés moléculas de glicol

b) isoniazida (j& ancorada via docking);
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¢) molécula de NO ancorada manualmente;
d) solvente (H20)

6.2.1.Etapas de otimizacao energética do ancoramento do NO.

Foram definidos conjuntos (subsets) do sistema acima:

- Heme — protoporfirina

- backbone — estrutura da proteina sem cadeias laterais

- sidechains — sdo as cadeias laterais da estrutura protéica

- isoniazida.

- solvente — séo as moléculas de agua envolvendo o complexo para reduzir
sua flexibilidade, mantendo-o coeso.

-NO

Como a introducdo do NO foi efetuada apos estudo do ancoramento da
isoniazida e todos os modelos estudados foram submetidos a processo de
estabilizacdo energética, as etapas iniciais de relaxamento foram descartadas.
Por isso, a otimizacdo energética com o NO foi feita em apenas duas fases, onde
o sistema foi otimizado energeticamente para reposicionamento da molécula de
NO com os subsets fixados, exceto aquele que constitui a molécula de NO. Em

seguida, procedeu-se a otimizacdo do sistema, sem nenhuma restricdo a sua
flexibilidade.

6.3. Resultados

Os valores das contribuicdes energéticas obtidos apos a introducédo da
molécula NO ao sistema isoniazida-proteina continuam indicando que a principal
forca de interacdo é a eletrostatica que, neste caso, foi de -25 218.3 kcal.mol*
(contra -25.093,4 lcal.mol* para o modelo 1, capitulo 5), enquanto a energia
potencial total atingiu o valor de -20 222.5 kcal.mol* (contra os -20.087,4 kcal.mofl

! do modelol, capitulo 5) Em relacdo ao sistema sem a molécula de NO houve,
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portanto, um decréscimo de energia, levando a uma maior estabilidade do

sistema.

Tabela 6-1: Suméario das contribuicbes energéticas de cada termo da
equacdo matematica do campo de forca ESFF usado no processo de
otimizacdo de energia apés o ancoramento do NO no modelo 1.

Etapa dois

ContribuigGes energéticas Inicial Final

(kcal.mol-1) (kcal.mol-1)
Energia potencial total -20158.90 -20222.54
Energia interna 3081.69 3077.37
Deformacdes de ligacdes 410.02 397.07
Distor¢cBes ao plano 25.56 25.27
Interagbes ndo-ligadas -23240.59 -23299.90
vdw 1913.63 1918.39
vdw repulsivas 23121.52 23139.81
vdw dispersivas -21207.88 -21221.42
Eletrostéticas -25154.23 -25218.29

A Figura 6.1A mostra a ligacdo feita entre os aminoacidos Tyr-229 e Trp-
107, calculada ap6s o docking do NO, onde o carbono (CE1) da tirosina faz

ligacdo covalente com o carbono CH, do Trp-107.

A Figura 6.1B mostra as ligacdes formadas entre a Met255 e a Tyr-229
onde o enxofre do primeiro faz ligagdo hidrogénio com o grupo HO do segundo

aminoacido.
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Figura 6-1: Ligacbes covalentes entre os aminoacidos Trp-107, Tyr
229 e Met-255 formando um aduto: A) na forma cristalina da

proteina mtCP. B) na forma otimizada apds docking da isoniazida e
do NO.

A

hdet-£55

Trp=107

hMet-255

O aduto na forma cristalina € apresentado nas figuras 6C e D. Ha ligacdes
covalentes formadas entre o (C2 do Trp-107 e o C1 da Tyr-229) e entre o (C2 da
Tyr-229 e o enxofre da Met-255) resultando, assim, em um aduto ndo usual. No
entanto, este aduto esta presente em diversas CP’s. Parece ser importante, pois

a mutagdo destes aminoacidos resulta em uma forte diminuicdo da atividade
catalitica do mtCP.
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Céalculos foram efetuados em nosso laboratério para melhor compreender
este aduto. Mas, como as ligacbes sdo covalentes, artificios de célculo foram

necessarios e os aminoacidos do aduto foram introduzidos no esqueleto protéico
sob forma de amino&cidos especiais. Y

Quando os célculos foram efetuados sem as ligacdes covalentes, nao
houve alteracdo significativa nas suas disposi¢cdes espaciais relativas destes trés
aminoacidos Trp-107, Tyr-229 e Met-255. A insercdo da isoniazida ndo havia
mudado significativamente as interagcdes obtidas apds processo de relaxamento.

Em seguida, ja com o oOxido nitrico complexado, houve, efetivamente,
estabilizacdo sobre o ferro da protoporfirina. Ao mesmo tempo, a isoniazida
aproxima seu anel piridinico do Fe?*. Sem a contribuicdo do NO, esta orientagéo
nao havia sido obtida nos modelos de docking analisados. Com a associacdo
deste ligante, pequeno o suficiente para passar pela abertura da cavidade de
recepcao do mtCP, ou ter passado por possivel canal constituido pela seqiéncia
de aminoacidos [278-312] conforme indicado na literatura, parece que o NO
efetivamente favorece a interac&o entre a isoniazida e Fe?*.

Na figura 6.3 sdo mostradas as ligacOes feitas entre o ferro e o oxigénio da
molécula de NO e o N do anel piridinico da isoniazida. Os atomos de Ferro, de
nitrogénio do anel piridinico do INH e aqueles do NO foram colocados em esferas

plenas (CPK), para se visualizar as interacdes entre eles.

Figura 6-2: Interacdes entre o ferro da protoporfirina, o NO e a isoniazida.

51 — Bastos, D. et al. 32 CIC, Brasilia.
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Apobs otimizacao energética do complexo com NO verificou-se a existéncia
de 9 interacdes fortes para a estabilizacdo do sistema. Trés aminoacidos
participam das ligacfes hidrogénio: Pro-100, Arg-104 e Tyr-229. A isoniazida se
estabiliza com 3 ligagbes hidrogénio: uma entre o atomo HN da Tyr-229 e a
carbonila do INH (dnh..o= 1,90R), outra entre 0 HN do INH com o O da Tyr229
(dnh..o= 1,99A) e a terceira entre o N do anel piridinico do INH com o atomo O2
da molécula de NO (dn..o= 2,96A).

Figura 6-3: Liga¢8es hidrogénio no sitio ativo do mtCP apds inser¢do do NO.

O NO se estabiliza com a contribuicdo de trés ligacbes hidrogénio, a
primeira ja citada acima, e duas outras com a protoporfirina, formadas entre o
atomo 02 do NO e os atomos NC e ND deste grupo (do.. n= 2,98A e 2,75A),
respectivamente. Houve, ainda, quatro ligacdes hidrogénio entre a protoporfirina e
0s aminoacidos Arg-104 e Pro-100: entre o 4tomo NE da Arg-104 e o 4&tomo O1A
do grupo heme, e os atomos N1 e NH2 da Arg-104 com o atomo H2A do heme
(dn.. o = 2,61A, 1,92A e 2,35A), respectivamente e, uma quarta ligacio entre o
atomo ND do heme e o 4tomo de O da Pro-100 (dn.. o = 1,73A).
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Tabela 6-2: As intera¢des entre a protoporfirina e aminoacidos da proteina mtCP- (ltima etapa de

minimiza¢éo ap6s ancoramento do NO.

Etapa Doador Aceptor Distfncia Angulo(")*
Etapa mtCP:Arg104:NE Heme: O1A 2(,.6)1 110,76
final MtCP:Tyr229:HN INH:010 1,90 161,86
INH:HN mtCP:Tyr229:0 1,99 166,66
INH:N3 NO:02 2,96 59,82
Heme: ND mtCP:Pro100:0 1,73 157,34
Heme: H2A mtCP:Arg104:NH2 2,35 146,80
Heme: H2A mtCP:Arg104:N1 1,92 76,65
Heme: NC NO:02 2,98 109,44
Heme: ND NO:02 2,75 112,78

* O angulo de ligacao foi medido entre os atomos da proteina e a seqiiéncia de dois atomos da

protoporfirina ou da isoniazida.

Quando ha interacao entre a molécula de NO, com o atomo de ferro do heme

e o INH, ocorre alteracdo entre os atomos que participam da formacdo de

ligacdes hidrogénio. A interagéo entre o hidrogénio do HN da His-270 com o Fe foi

substituida pela interacdo com o proprio nitrogénio do HN (Figura 6-4). Quando

ndo hé& interacéo do Fe** com o INH, volta a se formar a ligacdo hidrogénio entre

o Fe e o hidrogénio do HN da His-270.

Figura 6-4: Ligagio hidrogénio entre o Fe da protoporfirina e o HN do aminoéacido His-270. A)
interacdo com o INH e o nitrogénio da His-270, no modelo 1 do capitulo 5. B) interagdo com o INH,

NO e nitrogénio da His-270.

Estas consideragbes sao pertinentes, pois a isoniazida, em sua forma ativa

deve alterar a conformacéo da proteina mtCP, de modo a que esta proteina néo

mais desempenhe as suas fungdes normalmente, impedindo a produgcéo ou
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incorporacdo de acido micolico quando a célula bacteriana estd em fase de

duplicagéo.

Houve uma mudang¢a muito forte de posicionamento do INH. No modelo 1,
a carbonila do INH se aproximava do Fe. Apds introducéo e estabilizacdo do NO,
a disposicdo espacial do INH foi totalmente alterada. O nitrogénio piridinico é
aquele que interage com o Fe. A cadeia lateral do INH se direciona para o exterior

do grupo heme. Como no modelo 5 do capitulo anterior.

6.4. Comparacdo estrutural

Os valores transpostos para a Tabela 6.5 mostram os rmsd relativos a
superposicao entre a proteina cristalina e a estrutura obtida apdés o docking da
molécula de NO. Observa-se que, em relacdo aos valores obtidos com o docking

da isoniazida, os rmsds ndo mudaram significativamente.

Comparando os rmsds de todos os atomos semi-pesados (heavy atoms),

destacam-se as seqiiéncias [Lys-213-Glu-233], com rmsd = 1,045A, [Met255-
Thr-275], rmsd igual 0,982A, [Gly-297-ILE-317], 0,917A, [Glu-318-Tyr-337],
1,040A e, ainda, [Phe-129-Trp-149], com rmsd igual a 0,796A. A seqiiéncia [Gly-

297-ILE-317] foi a que mais alterou sua conformacdo, resultando em um
alinhamento com mais alto valor de rmsd, quando os carbonos a e aqueles da
cadeia principal foram comparados (rmsd = 0,808; 0,917, respectivamente),
enquanto a sequéncia [Phe-129-Trp-149] (rmsd = 0,632; 0,796, respectivamente),
apresentou a menor movimentacdo dentre todas as formas comparadas da
proteina mtCP. Tais segmentos, independentemente do ligante colocado na

cavidade do sitio ativo, sdo aqueles que possuem 0 menor e 0s maiores desvios.
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Tabela 6-3: ComparagcBes por superposicdo entre sequéncias de 20 aminoacidos da proteina
cristalina e a otimizada, apds docking do NO.

Porcdo de comparacao Rmsd (A) (quantidade de atomos)

entre a estrutura Bocking-NO
cristalina e a minimizada

Cadeia principal Carbonos a Todos os atomos, exceto os de

hidrogénio

GLY24-ASN44 1,325(168) 1,350 (42) 2,129(346)
LEU45-ALAGS 1,026(168) 1,060(42) 1,204(312)
ALA66-THR86 0,588(168) 0,602(42) 0,797(316)
SER87-TRP107 0,670(168) 0,654(42) 0,936(368)
HIS108-ARG128 0,680(168) 0,619(42) 0,863(296)
PHE129-TRP149 0,375(168) 0,332(42) 0,796(350)
Pro150-ASN170 0,550(168) 0,550(42) 0,961(334)
CYSH171-TRP191 0,707(168) 0,643(42) 1,047(334)
GLU192-GLY212 0,950(168) 0,930(42) 1,045(352)
LYS213-GLU233 0,787(168) 0,703(42) 1,045(330)
GLY234-ARG254 0,615(168) 0,596(42) 1,016(318)
Met255-THR275 0,874(168) 0,747(42) 0,982(298)
HIS276-Met296 0,694(168) 0,616(42) 1,001(290)
GLY297-ILE317 0,922(168) 0,808(42) 0,917(288)
GLU318-GLY338 0,761(168) 0,765(42) 1,040(356)
Tyr339-ALA359 0,743(168) 0,789(42) 1,135(336)
GLY360-THR380 1,092(168) 0,996(42) 1,354(278)
ASP381-Pro401 0,583(168) 0,493(42) 1,000(376)
GLU402-Pro422 0,778(168) 0,722(42) 1,057(354)
Val423-SER446 1,243(168) 1,174(42) 1,579(374)
GLY24 -SER446 1,395(5560) 1,369 1,619

Tais resultados indicam as sequéncias da proteina mtCP que estdo mais
propensas a sofrerem mudangas conformacionais. Isto significa que as estruturas
secundarias foram mantidas apos todas as minimizacdes energéticas as quais 0s
complexos foram submetidos e se mantiveram semelhantes a forma cristalina.

Algumas destas comparacdes estéo reproduzidas na Figura 6.6.
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Figura 6-5: Alinhamento de seqiiéncias da proteina cristalina (verde) e otimizada apés o docking
do NO (laranja). A) [Lys-213-Glu-233]. B) [Met-255-Thr-275]. C) [Gly-297-1le-317]. D) [Glu-318-Tyr-
337].

A figura 6.7 mostra as hélices-a das sequéncias [Asn44-Asn-51], [Asp-63-
Thr-70], [Val73-Thr-85], [Gly99-Gly11l], [Ser-140-Gly-111], [Aspl63-Serl75],
[Asp240-Arg253], [Met-257-Thr-271], [Ser-331-Tyr-337], [Asp-381-Asp-387], [Pro-
388-Arg-395], [Pro-401-Met-420] pertencentes a proteina mtCP. Em verde, na
forma cristalina, e em rosa, apos a otimizacdo de energia com o NO. As hélices
ndo se modificaram estruturalmente, o que comprova que a complexacdo nao
modifica significativamente o edificio protéico. As diferencas encontradas néo
comprometem a estrutura e, além disto, conduziram a uma reducao de energia do

sistema molecular.



O acoplamento entre mtCP, heme, INH e NOL36

Figura 6-6: -Hélices-a da proteina mtCP ap6s acoplamento do NO.
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O acoplamento com o ligante NO é promissor. Com toda certeza, muitos
outros modelos deveriam ser estudados para que se pudesse chegar a uma
conclusdo mais consistente sobre o problema colocado. Todos os modelos
descritos no capitulo anterior deveriam ser cuidadosamente analisados.
Principalmente se considerarmos que nosso melhor modelo. O de numeros 6,
continha quase todos os aminoacidos mencionados na literatura como podendo
pertencer ao sitio ativo do mtCP. Seria essencial introduzir o NO, e outros

ligantes, no complexo obtido para o modelo 6 e compara-lo com o que ja temos.
Estas etapas deveréo ficar para um futuro préximo.
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7.1. Conclusodes

Esta tese foi desenvolvida com o intuito de se tentar obter informacdes
precisas sobre os modos de interacdo da isoniazida na cavidade receptora do
mtCP, o Mycobacterium tuberculosis, Catalase-Peroxidase, agente causador da
tuberculose humana, cuja estrutura cristalina havia sido determinada pouco antes

do inicio deste trabalho.

Nosso estudo computacional teve inicio pela definicAo da estratégia de
calculo a se seguir e pelos testes que foram necessarios para se definir o melhor
campo de forcas para tratar da questao relativa ao Fe da protoporfirina, cofator

cristalizado junto com a proteina mtCP.

A utilizacdo do campo de forca ESFF mostrou-se o melhor adaptado, pois
outros campos de forca, como o CVFF, Amber e CFF91, nas versfes existentes
em nosso laboratério, demonstraram ndo ser capazes de manter uma estrutura
razoavel para a protoporfirina. Este fato inviabilizaria qualquer célculo
subsequente, em tudo o que se refere ao posicionamento de um ligante sobre o
grupo heme, onde se situa a cavidade de recepcdo da proteina em questdo. O
campo de forca ESFF tem bons parametros para estruturas envolvendo Fe, em
suas mais diversas coordenacdes, assim como para o Fel*, Fe?*.e Fe®*. O grupo
heme pode ser, por isto, incluso livremente nos calculos, sem apresentar fortes
distor¢cbes a sua planaridade. Sua carga formal determinada por diversos calculos

qguanticos (que nao fizeram objeto desta dissertacdo) mostrou ser 2+.

Em seguida, efetuamos os testes para definir o caminho através do qual a
proteina, em sua forma cristalina, deveria ser tratada por mecanica molecular, de
forma a que sua conformacao inicial sofresse o0 menor desvio possivel, quando
submetida a calculos sob auséncia total de restricbes a sua flexibilidade
conformacional. Esta estratégia foi definida, os calculos sdo bastante longos e
foram feitos de forma criteriosa. Esta etapa de célculos foi relatada nesta

dissertacdo como “Processo de Relaxamento”.
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A otimizagdo energética foi feita por dois processos diferentes para que
fosse possivel entender, com embasamento pratico, a interferéncia da constante
dielétrica (e) nas simulacBes por mecanica molecular. Estes processos de
otimizacdo energética foram estudados sob constante dielétrica 1,0 e 4,0, com a
presenca explicita das moléculas do solvente dgua. O conjunto de resultados ndo
nos permitiu determinar exatamente qual seria o melhor valor, pois foram bastante
similares. Nos dois casos houve praticamente as mesmas interacbes entre a
hemeporfirina e os aminoacidos que compdem o hipotético sitio ativo da proteina
mtCP. A protoporfirina teve as mesmas distorcbes em ambos os casos. Nao
houve grandes variagbes conformacionais provenientes do uso de constantes

dielétricas 1,0 e 4,0 apds as minimizacdes energéticas.

No entanto, quando as moléculas de agua foram retiradas e um alto valor
de dielétrico, o de 80, pretendeu substituir o efeito solvente, os resultados foram
definitivamente ruins. Os calculos de potenciais eletrostaticos pelo método de
Poisson-Boltzmann (o qual permite a atribuicdo de uma constante dielétrica para
o soluto (1,0 e 4,0) e outra para o solvente (80) nos ajudaram a definir que
continuariamos a efetuar os célculos de acoplamento, a partir dos resultados
provenientes do processo de relaxamento obtidos com o valor da constate
dielétrica como 1,0. Definimos, também claramente, que as moléculas de solvente

deveriam continuar a fazer parte dos sistemas moleculares sob analise.

O protocolo definido para o relaxamento de coordenadas cristalinas
mostrou-se coerente e suficiente. O edificio estrutural de origem foi mantido, apos
estabilizacdo e convergéncia dos sistemas estudados. Apesar do tempo inicial
necessario para o estudo do relaxamento, pensemos que, uma vez realizado o
processo, a estrutura servira para todos os estudos subsequientes. Caso este
processo seja mal conduzido, nada fard com que os estudos de docking
conduzam a resultados confiaveis.

Quando a molécula de isoniazida foi introduzida na cavidade de recepcéo
do mtCP, através do processo de acoplamento rigido, fortes ligag6es hidrogénio
foram formadas entre os residuos Arg-104, Trp-107, Tyr-229, Val-230, His-270 e

His-276. Isto indica que estes aminoacidos fariam parte do sitio ativo. Oito



Conclusoesl40

ligagBes hidrogénio contribuiram fortemente para a estabilizacdo do sistema.
Dentre estes seis aminoacidos que participaram das interacbes, as ligacbes
formadas entre a isoniazida, o grupo heme e os residuos Arg-104, Trp-107, Val-

230 e His-270 se mostraram muito estaveis.

Os calculos para o acoplamento flexivel da isoniazida no sitio ativo da
proteina mtCP foram realizados, através do programa Affinity. Vinte (20) modelos
correspondendo as orientacdes permitidas para o INH foram cuidadosamente
analisados. Destes, cinco modelos promissores resultaram. A estes agregamos
um modelo obtido manualmente, representando o0 momento da entrada da
isoniazida no sitio ativo. Trabalhamos, portanto, com seis modelos de orientacao,
com energias potenciais totais diferindo de um méaximo de 322 kcal.mol?, sobre
mais de 9000 atomos. Através de varios critérios de andlise eliminamos quatro
deles. Os melhores, modelos 2 e 6, resultaram em estabilizacfes de sistemas
com interacdes bastante coerentes. Os valores de energia, ao se atingir a
convergéncia sob gradiente, foram -20 232 e -20 228 kcal.mol}, respectivamente.

A diferenca de energia entre eles &, portanto, negligenciavel (3 kcal.mol™).

No modelo 2 a estabilizacdo ocorreu apos formagdo de um conjunto de
cinco (5) interacOes fortes. Quatro aminoacidos interagiram fortemente: Pro-100,
Arg-104, Trp-107, Tyr-229 e Ser-315.

O modelo 6 nos pareceu 0 mais coerente e um excelente modelo
orientativo. Houve forte estabilizacdo do complexo devido a contribuicdo de oito
aminodacidos que interagem via ligac6es hidrogénio: Pro-100, Arg-104, Trp-107,
His-108, Asp-137, Tyr-229, His-270 e Ser-315. Estes aminoacidos devem,
portanto, compor o sitio ativo que deveria ser proposto através deste nosso
estudo. Das onze ligacdes hidrogénio formadas, sete contribuiram para a
estabilizacdo da isoniazida no complexo. A His-270 e a Ser-315, pecas-chave em
qualquer tentativa de se interpretar o modo de agdo de farmacos frente as
mycobacteria tuberculose, participaram da estabilizacdo do modelo. A His-270
interage fortemente com o Fe do grupo heme, como esperado. As moléculas de

agua que, evidentemente, puderam interferir em varios dos modelos estudados,

52 — Pierattelli, Roberta, et al, J. Biol. Chem., 2004.



Conclusodesl4l

nao interferiram nas ligag6es principais, no Modelo 6. Além destas, duas ligacdes
hidrogénio foram formadas entre os atomos NA e NB da protoporfirina e o

oxigénio 010 da isoniazida.

Dois outros aminoacidos sempre mencionados em relacdo a porcao
proximal da proteina, o Trp-312 e o Asp-381, ndo nos parecem interferir no sitio

ativo, a ndo ser para contribuir na estabilizacdo do grupo heme.

Em relacdo a porcao distal, os aminoacidos Arg-104, Trp-107, His-108,
Asp-137, Tyr-229 e Ser-315 estavam todos presentes neste modelo 6 e, em
outros modelos, interagiam através de ligacdes hidrogénio, ou ndo, dependendo

das etapas de célculo.

A publicacdo de Bertrand, na qual a estrutura do mtCP foi descrita, sugere
um posicionamento da isoniazida com o anel piridinico voltado para o grupo
carboxila da hemeporfirina e o oxigénio da carbonila do INH voltado em direcéo
ao ferro da hemeporfirina.

No entanto, otimizagbes energéticas deste modelo indicaram que a
isoniazida se distancia demasiadamente do ferro da hemeporfirina para haver
uma interacdo entre esta e a hemeporfirina que levasse a uma oxidacdo da
isoniazida. Este resultado nos levou a querer verificar que, ou o modelo
orientacional poderia ser outro, ou que co-fatores, como o éxido nitrico poderia,
efetivamente, contribuir para a estabilizacdo da isoniazida proximo ao ferro da
hemeporfirina. Ha varios trabalhos publicados sobre pequenos cofatores, NO,
NO,, O,, etc, mas ndo ha, ao nosso conhecimento, calculos tedricos publicados

com a isoniazida, o NO, e o mtCP.

Héa na literatura resultados mostrando que o ferro de hemoglobina interage
com moléculas do tipo do NO. O ferro da hemoglobina sofre uma oxidagéo
passando de Fe?" para Fe®*". Pode-se supor que esta oxidacao inicial do ferro seja

o inicio, também, do processo de oxidacdo da isoniazida. Resultados®® mostram

52 — Pierattelli, Roberta, et al, J. Biol. Chem., 2004.
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que a oxidagao da isoniazida pode ser feita em duas etapas. A primeira formando
uma radical acila com a saida do grupo hidrazinico. Este, por sua vez, ira formar o
NH3 que reage novamente com o radical acila e forma a isonicotinamida (CsHgNy)
(metabdlito ativo da isoniazida). Nesta transformacdo os intermediarios sdo
estabilizados por interacdes com o grupo oxiferril, e com os aminoacidos Trp-107,
Asp-137(Piarattelli).5?

Figura 7-1; Mecanismo de oxidagdo da isoniazida(Piar attelli)>?
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Nos indagamos, baseados no mecanismo acima, quanto a possibilidade de

haver uma interacdo entre o ferro da hemeporfirina e o grupo hidrazinico da
iIsoniazida, sem a necessidade de outros cofatores, excetuando-se o co-fator
heme. Esta hipétese foi levantada devido a obtencdo do modelo orientativo 6,
onde a isoniazida se posiciona de forma que o grupo hidrazinico e o oxigénio da
carbonila da isoniazida interagiram com o ferro da hemeporfirina, sem a presenca
de um cofator como uma molécula de NO. A metabolizacédo da isoniazida poderia
nao precisar de um cofator para a producdo do oxiferril. Haveria, entédo, a
possibilidade do oxigénio da isoniazida formar o grupo oxiferril com o ferro da
hemeporfirina, formando um aduto entre ele. Apds formacao deste aduto haveria
uma transferéncia de elétrons para o ferro da hemeporfirina, seguida de perda de

um préton do grupo hidrazinico para a His-108. A perda deste préton causaria a

52 — Pierattelli, Roberta, et al, J. Biol. Chem., 2004.
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separacdo do grupo hidrazinico da isoniazida formando um radical acila, e o
diazeno. A transformacdo do diazeno em hidrazina e amonia poderia se dar pela
desprotonacdo das cadeias laterais da His-108 e Asp-137. A amdnia formada
poderia, entdo, ser reorientada e reagir com o0 grupo acila formando a

isonicotinamida.

Figura 7-2: Mecanismo de reacado da oxidagdo da isoniazida.

| / ‘
H —~ H /
| re, | —Fe H Fe..
0 —h—H 0. _N—N—H <A - o
| I 0 M= B
H H !
H
| = etapa 1 = etapa 2 = | =
i —_— | i —_— | stapa 3 i
M N o N
N
+
'ﬂ |T| HN=MH
HN=NH —»H-N-N-H — » NH;
Fe
Fe\O . 0 NH2 0 NH2
=~
N+, —— [ ] — |
| 8 . ~
N

52 — Pierattelli, Roberta, et al, J. Biol. Chem., 2004.
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Figura 7-3:Mecanismo de oxidacao da isoniazida em um potencial

sitio ativo da proteina mtCP

\H’} H
- A
M
'( /‘—‘ll
T

N
o i " ’ ©
i sifie HO  p137

H108
H ~
7
HH-—NW \N
_
Felll
— Y
o — NH, N
N : 9 o
o B RI04  NH
N, N T OH D137
?/ Hi08 -
k™ CN=N
J - “ /m
. N

w107 /

52 — Pierattelli, Roberta, et al, J. Biol. Chem., 2004.
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Quando se inseriu a molécula de NO no sitio ativo da proteina, verificouse
gue o NO estabilizava a isoniazida proxima ao ferro da protoporfirina. O nitrogénio
piridinico da isoniazida, o NO e o ferro da hemeporfirina formariam um aduto. Esta
possibilidade ja é descrita na literatura, como uma forma de haver uma alteracéo
na carga do ferro da hemeporfirina, passando de Fe?* para Fe*'. O ferro Ill pode
fazer com que a isoniazida sofra uma oxidacao e se transforme em um metabdlito
ativo. Um mecanismo similar usando radical j& foi proposto.®® Nele, a interacdo
da isoniazida com o heme faz com que se forme um radical acila. Este radical
interagiria com o NHsz formando a nicotinamida, com um cofator associado a tal
transformacéo. Alguns aminoacidos, como o Trp-107 e a His-108, funcionariam

como receptor e doador de prétons.

O acoplamento efetuado com a inclusdo do ligante NO mostrouse
promissor. Muitos outros modelos deveriam ser estudados para que se pudesse
chegar a uma conclusdo mais consistente sobre o problema colocado. Seria
necessario introduzir o ligante NO em nosso melhor modelo, o de numero 6.
Seria, também, essencial introduzir outros ligantes passiveis de oxidarem o Fe?
para Fe*", como O,, nos melhores modelos e comparar todos os resultados. Estas

etapas deverao ficar para um futuro proximo.

52 — Pierattelli, Roberta, et al, J. Biol. Chem., 2004.
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Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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