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RESUMO

LIMA, Camilo Henrique da Silva Lima, Dinamica molecular de sistemas aquosos da enzima
enoil-ACP redutase de Mycobacterium tuberculosis, Rio de Janeiro, Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Instituto de Quimica, UFRJ, Rio de Janeiro, 2015.

Este trabalho descreve o estudo de modelagem molecular aplicado a 53 derivados
éteres diarila enoil ACP-redutase do Micobacterium tuberculosis, uma enzima chave na
sintese de acidos micdlicos. Foram realizados estudos de docagem molecular seguidos de
dindmica molecular, permitindo a identificacdo dos modos de ligagdo que cada composto
adota no sitio ativo e das principais movimentagdes das estruturas secundarias do sitio ativo,
bem como da influéncia da solvente. Para a identificar quais residuos estariam relacionados a
atividade biologica (variavel dependente), foram construidos e avaliados modelos de QSAR-
3D DR usando 39 derivados dessa série, divididos em conjuntos de treinamento (N=31) e
teste (N=8), utilizando um método supervisionado. As varidveis independentes sdo as
energias de interacdo estéricas (Lennard-Jones) e eletrostaticas (Coulomb), calculadas entre
cada ligante, cofator e os residuos da InhA do sitio ativo. O melhor modelo obtido foi a Eq.
A05 (R* = 0,57; SSE = 0,32; RMSEE = 0,31; p = 0,66). Para a identificacdo de novos
potenciais inibidores da enzima InhA, foi construido um mapa farmacoforico para fazer a
triagem virtual a partir do banco de dados ZINCPharmer, que contém milhares de compostos,
dos quais 100 foram submetidos ao método de docagem molecular para identificacdo das
poses. Desse total, dois foram selecionados para os estudos de dindmica molecular, uma
chalconas (ZINC19) e uma 1,5-benzodioxepina (ZINC51). O estudo de dindmica molecular
mostrou que o composto ZINC51 apresenta manutencdo da estrutura secundaria de AH-6,
sendo que a conformacéo do sitio ativo encontra-se fechada. De fato, a predicdo da atividade
biologica, utilizando o modelo AO5, gerou bom resultado para ZINC51, indicando que ele

seria um bom candidato para inibir a InhA.

Palavras-chave: Dinamica molecular, Docagem molecular, QSAR-3D, Tuberculose,

Triagem Virtual



ABSTRACT

LIMA, Camilo Henrique da Silva Lima, Dinamica molecular de sistemas aquosos da enzima
enoil-ACP redutase de Mycobacterium tuberculosis, Rio de Janeiro, Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Instituto de Quimica, UFRJ, Rio de Janeiro, 2015.

This paper describes the study of molecular modeling applied to 53 diaryl ether
derivatives which have biological activity against enoyl ACP-reductase enzyme from
Mycobacterium tuberculosis, a key enzyme in the mycolic acids synthesis. Firstly, molecular
docking and molecular dynamics were conducted to identify the poses that each compound
performs the binding site and the movements of secondary structures that form the binding
site as well as the influence of the solvent, as function of time, respectively.

To identify which residue would be related to biological activity, we constructed and
evaluated 3D-QSAR models of a series of 39 inhibitors divided in training set (n = 31) and
test set (N = 8) using a supervised method. The equations were constructed using the Wolf
program, and the steric (Lennard-Jones) and electrostatic (Coulomb) interaction energy were
calculated between each ligand, cofactor and residues that comprise the InhA binding site,
used as independent variables, the best model was Eq. A05 (R? = 0.57; SSE = 0.32; RMSEE =
0.31; p = 0.66).

To identify new inhibitors of InhA enzyme, it was performed the pharmacophore map
construction to discovery new inhibitors that interact with the residues identified in the 3D-
QSAR study. From the ZINCPharmer database, which contains thousands of compounds, it
selected 100 candidates who were subjected to the molecular docking method to identify their
poses. After that, two compounds were selected for the molecular dynamics study, belonging
the chalcones (ZINC19) and 1,5-benzodioxepine (ZINC51) classes. This study showed that
the ZINC51 has maintaining the secondary structure of HA-6, and the conformation of the
active site is closed. Indeed, the prediction of biological activity using the AO05 model
generated good results for ZINC51, indicating that it would be a good candidate to inhibit the

InhA enzyme.

Keywords: Molecular Dynamics, Molecular Docking, 3D-QSAR, Tuberculosis, Virtual

Screening
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1. INTRODUCAO
1.1. TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) é uma doenga infecciosa que assola a humanidade desde tempos
remotos, mas somente em 1882 foi identificado por Robert Koch o agente etioldgico da TB

como sendo o Mycobacterium tuberculosis (MTB) (Figura 1).

Figura 1. (a) Micrografia eletronica de varredura de bacilos Mycobacterium tuberculosis
(CDC/JANICE HANEY CARR, [s.d.]) e (b) fotogravura de Robert Koch (1843-1910) [ca.
1900] (FECHNER, 1900).

Mesmo 130 anos apds a descoberta do agente etioldgico, a TB continua assolando a
humanidade. Em 2014, estima-se que 9,6 milhdes de pessoas tenham contraido TB no mundo,
afetando homens (5,4 milhdes), mulheres (3,2 milhdes) e criangcas (1,0 milhdo), com 1,5
milhdo de ébitos (WHO, 2015) (Figura 2).

Estimativa de novos casos de TB %
Por 100 000 habitantes em 2014 o &
0-9,9 WM 300-499
10-19 B >500
20-49 Dados disponivel
111 50-124 [ Nao aplicavel
o 125-299

Figura 2. Estimativa de incidéncia de novos casos de TB a cada 100 mil habitantes por pais
em 2014 (Adaptado de WHO, 2015).
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Apesar dos numeros alarmantes desde 1990, a mortalidade por TB caiu 47,0%,
principalmente a partir de 2000, quando a Organiza¢cdo Mundial de Saude, (OMS) (World
Health Oraganization, WHO) lancou o programa “Objetivos de Desenvolvimento do
Milénio” (ODM), cujos objetivos incluem: redugdo da fome, condigdes aceitaveis de trabalho,
igualdade de géneros, reducdo da mortalidade infantil e combate de doencas globais como
AIDS, malaria e TB (DUNN et al., 2015; DYE et al., 2015).

No caso da TB, os novos desafios no combate dessa doenca estdo relacionados ao
tratamento de pacientes co-infectados com HIV e na prevencdo e tratamento de pacientes
infectados com bacilos multirresistentes (multidrug-resistant tuberculosis, MDR-TB) e
bacilos altamente ou extremamente resistentes (extensively drug-resistant tuberculosis, XDR-
TB).

Segundo dados da OMS, (WHO, 2015), de 1,5 milhdo de mortes por TB, 26%
ocorreram em pacientes HIV-positivos e 12,7% em pacientes com MDR-TB. Na infec¢do por
bacilos XDR-TB, em 2014, 105 paises reportaram a0 menos um caso, sendo que 9,7% dos
pacientes com MDR possuem bacilos XDR.

No Brasil, 0 quadro da TB € preocupante, uma vez que o pais faz parte dos 22 paises
que concentram 80% de todos os casos registrados de TB no mundo, ocupando a 142 posicéo.
Em 2014, aproximadamente 110 mil casos foram registrados, isso equivale a 52 novos casos
registrados a cada 100 mil habitantes, e desse total, mais 7,7 mil pacientes foram a 4bito,
sendo que aproximadamente 31% apresentavam co-infeccdo com HIV. Em relacdo aos
pacientes portadores de bacilos resistentes (MDR/XDR-TB), a adog¢do do Sistema de
Informacdo de Tratamentos Especiais de Tuberculose (SITE-TB), implementada em 229
unidades de referéncia secundarias e terciarias, permitiu a identificacdo em 2014 de 374 casos
de MDR-TB e 56 casos de XDR-TB (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

1.2. TRATAMENTO

O tratamento padrdo preconizado pela OMS (WHO, 2015) consiste na associacdo
adequada de medicamentos, doses corretas e uso por tempo suficiente com a finalidade de
evitar a persisténcia bacteriana e o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos, assegurando,
assim, a cura do paciente.

Os cinco farmacos de primeira linha de qualquer esquema terapéutico no combate ao

MTB sdo isoniazida (H ou INH), rifampicina (R), pirazinamida (Z), estreptomicina (S) e
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etambutol (E) (ARBEX et al, 2010a; LIMA, BISPO, SOUZA, 2011; LIMA, 2011,
MINISTERIO DA SAUDE, 2011) (Figura 3). Esses farmacos atendem aos trés grandes
objetivos, considerando comportamento metabdlico, localizagdo do bacilo e esquema
terapéutico: (1) capacidade de matar o maior niumero de bacilos, diminuindo a infectividade
no inicio do tratamento, em geral, apds duas ou trés semanas de tratamento (H, S e R)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011, 2015); (2) prevencdo & emergéncia de resisténcia por
selecdo natural de bacilos mutantes devido ao uso simultaneo de diferentes farmacos por um
determinado periodo de tempo; (3) atividade esterilizante que é a capacidade de eliminar
virtualmente todos os bacilos de uma lesdo (ARBEX et al., 2010a; MINISTERIO DA
SAUDE, 2011) (Tabela 1).

Entre os farmacos de primeira linha, H e R apresentam maior poder bactericida, sendo
ativos contra todos os bacilos sensiveis situados em regifes intracavitarias (pulmdes),
granulomatosas (lesbes caseosas) e intracelulares (interior de macrofagos), sendo que R
apresenta o maior poder esterilizante. A atividade de Z é dependente do pH do meio no qual o
bacilo se encontra, atuando, principalmente, no interior de macréfagos e granulomas,
enquanto S é bactericida apenas contra bacilos de crescimento rapido, atuando nos pulmdes.
Por fim, E tem um papel fundamental na prevencdo da emergéncia de bacilos resistentes,
devido ao seu poder bacteriostatico (ARBEX et al., 2010a; LIMA, BISPO, SOUZA, 2011,
LIMA, 2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Figura 3. Estruturas quimicas dos cinco farmacos de primeira linha usados contra a
tuberculose: isoniazida (H), pirazinamida (Z), etambutol (E), rifampicina (R) e estreptomicina
(S) (LIMA, 2011).
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Tabela 1. Atividade antimicobacteriana dos farmacos de primeira linha e algumas
caracteristicas (crescimento, localizagdo e o pH do meio) do bacilo (Adaptado de ARBEX et
al., 2010a; LIMA, BISPO, SOUZA, 2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Farmaco® Bacilo
(CIM”) Crescimento Localizacgo pH°
H (0,2) e  Lento, intermitente ou Macrofagos, lesdo caseosa ou ‘-
_ ? Acido ou neutro
R (40) geometrico cavidade pulmonar ]
Z (50% Lento ou intermitente Macrofagos e lesdo caseosa Acido
S4) Geomeétrico Cavidade pulmonar Neutro
E (2 Lento ou geométrico Macrofagos ou cavidade Acido ou neutro
pulmonar

#H = Isoniazida, R = Rifampicina, Z = Pirazinamida, S = Estreptomicina, E = Etambutol.
bCIM = concentracdo inibitéria minima frente ao MTB (H37Rv) expressa em pg/mL. ©pH do
local de crescimento do bacilo. “pH do meio de cultura igual a 5,5.

No Brasil, o Ministério da Salde, pelo Programa Nacional de Controle da
Tuberculose, padronizou o esquema de tratamento indicado para casos novos de TB pulmonar
e extrapulmonar, assim como para todos os casos de recidiva e de retorno apds abandono,
utilizando os farmacos R, H, Z e E, em um unico comprimido, com doses fixas por dois
meses e, em seguida, com os farmacos R e H por quatro meses de tratamento (esquema
2RHZE/4RH).

A utilizacdo de farmacos combinados em um unico comprimido aumenta a adesdo do
paciente, uma vez que diminui o numero de comprimidos a serem ingeridos, garantindo a
utilizacdo da dose diaria desses farmacos, diminuindo possiveis erros de prescricdo
(BLOMBERG et al., 2001; GEMAL et al., 2013; PARK, KWON, 2014). Entretanto, a sua
eficicia é controversa, uma vez que seu uso ndo impede o abandono nem o uso irregular da
medicacdo. Além disso, a associacdo de varios farmacos pode alterar a biodisponibilidade
individual, por exemplo, ha diminuicdo em 30% da biodisponibilidade de R devido a
interacbes com H em condicBes &cidas no estomago (ALBANNA et al., 2013; MILAN-
SEGOVIA et al., 2010).

1.3. RESISTENCIA DO BACILO: MDR-TB & XDR-TB

Apesar do esquema de tratamento da TB ter eficadcia em cerca de 95% dos casos e
reduzir rapidamente a transmissdo da doenca, ele possui algumas limitacGes que contribuem
para a sua baixa adesdo, como longa duracdo e diversos efeitos colaterais dos farmacos
(LIMA, BISPO, SOUZA, 2011; WHO, 2015).
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De fato, o tratamento inadequado contra a TB promove a sele¢do de bacilos mutantes
existentes em uma populacdo selvagem, exigindo a utilizacdo de farmacos menos potentes e
mais toxicos, chamados de segunda linha (Figura 4) (LIMA, BISPO, SOUZA, 2011; WHO,
2015).

De acordo com a OMS (WHO, 2015), MDR-TB ¢ definida como resistente aos
farmacos R e H, enquanto XDR-TB é resistente ainda a pelo menos uma fluoroquinolona e a
um farmaco de segunda linha injetavel.

Normalmente, o tempo de tratamento com farmacos de segunda linha preconizado
pela OMS (WHO, 2015) para combater bacilos resistentes varia entre 18 e 24 meses. Na fase
inicial, sdo utilizados quatro farmacos, incluindo um injetavel e uma fluoroquinolona, e na
fase de continuacéo, séo empregados ao menos trés farmacos que sejam mais ativos e melhor
tolerados pelo paciente. No entanto, existem algumas desvantagens que contribuem para o
fracasso do esquema terapéutico com farmacos de segunda linha, como extrema toxicidade,
menor eficacia e maior custo, em comparagdo com o0s farmacos de primeira linha (ARBEX et
al., 2010b).

o
NN (\N N
H3CN o\/lw HN\)
CH; /\

Acido
para-aminossalicilico

NH HN

D-cicloserina Etionamina Ofloxacino Ciproflaxacino

HoN
Canamicina
A R=NH, R1=0H

Y\J:L B R=R1=NH,
7|/Y\/\ C R=0H RI=NH,

o NH2 Capreomicina

Amicacina

Figura 4. Alguns farmacos de segunda linha utilizados no tratamento de MDR/XDR-TB.
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1.4.  NOVOS HORIZONTES NO DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS

Tendo em vista o atual panorama mundial da TB, com o surgimento de cepas
resistentes e os problemas associados aos tratamentos padrdo e de segunda linha, faz-se
necessario o desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes e seletivos a todas as formas
de TB (sem e com resisténcia).

Assim, em 2000, visando a busca de novos compostos e esquemas de tratamento, foi
estabelecida uma parceria sem fins lucrativos conhecida como “Aliangca global para o
desenvolvimento de medicamentos contra a Tuberculose” (TB Alliance), reunindo as
principais universidades, industrias, organizacdes governamentais e ndo-governamentais e
grandes agéncias (TB ALLIANCE, [s.d.]). Entre as diversas entidades governamentais, 0
Brasil é representado pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), atraves do Centro de
Tecnologia e Desenvolvimento para a Saude (CDTS), onde as areas de pesquisa,
desenvolvimento e producdo séo integradas para a producdo de novos farmacos, vacinas e
reagentes para diagnosticos voltados para doencas negligenciadas (MINISTERIO DA
SAUDE, [s.d.]).

Apos cerca de 15 anos da criagdo da TB Alliance, dois novos farmacos anti-TB foram
lancados no mercado: bedaquilina (TMC-207 ou B) e delamanida (OPC-67683) (Figura 5)
(WHO, 2015).

OCN@O\ﬁim
(I e
1
0 N—_/
Bedaquilina CF; Delamanida

NO:
(TMC-207) (OPC-67683) 2

Figura 5. Estruturas quimicas dos farmacos bedaquilina e delamanida aprovados
recentemente para o tratamento da tuberculose.

O farmaco bedaquilina (TMC-207) ¢ um membro da classe das diarilquinolinas,
atuando na enzima ATP-sintetase, responsavel pela geracdo do suplemento de energia do
MTB (GINSBERG, 2010). Esse farmaco apresenta uma forte acdo bactericida e esterilizante,
combatendo bacilos susceptiveis e MDR. Atualmente, esse farmaco tem mostrado resultados

promissores quando associado com pretomanida (PA-824 ou Pa), um candidato a farmaco
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anti-TB, e Z, um farmaco anti-TB bem estabelecido na clinica (DIACON et al., 2015; WHO,
2015). A combinacdo BPaZ é um tratamento oral que remove a necessidade da utilizacdo de
farmacos injetaveis no tratamento da MDR-TB, tornando o tratamento mais acessivel
financeiramente do que a terapia atual.

O farmaco delamanida (OPC-67683) € um membro de uma subclasse de
nitroimidazdis, sendo considerado um pré-farmaco, pois séo 0s seus metabolitos que matam o
bacilo pelo bloqueio da sintese dos acidos micdlicos e da respiragdo (ANG, MURIMA,
PETHE, 2015; MENG et al., 2015; RUSTOMJEE, ZUMLA, 2015; SHIMOKAWA et al.,
2015). O uso de delamanida € recomendado para o tratamento contra a MDR-TB em adultos
quando ndo houver uma combinacdo eficiente devido a problemas de resisténcia e tolerancia
(ZUMLA et al., 2014).

Além desses farmacos, existem outros compostos em desenvolvimento pré-clinico e
em testes clinicos de fases | e Il (WHO, 2015), contudo, é necessario realizar uma
investigacdo mais detalhada sobre o metabolismo do bacilo e as respostas associadas ao
hospedeiro para identificar novos alvos bioldgicos e classes quimicas, aumentando as opgoes
para combater a TB. Nesse contexto, diversos alvos bioldgicos foram identificados e descritos
como promissores para o desenvolvimento de novos farmacos, por exemplo, enzimas
envolvidas na sintese da parede celular, como decaprenilfosforil-D-ribose oxidase (DprE1)
(NERES et al., 2015), arabinosiltransferase (EmbC) (GOUDE et al., 2009) e enoil-ACP-
redutase (InhA) (MANJUNATHA et al., 2015).

1.5. BIOSSINTESE DE ACIDOS GRAXOS: ENZIMAS ALVOS DE NOVOS
FARMACOS

A parede celular micobacteriana se destaca por ser um dos fatores mais importantes de
viruléncia e resisténcia (FORRELLAD et al., 2013), sendo constituida por trés classes de
biomacromoléculas ligadas covalentemente (peptideoglicanos, arabinoglicanos e 4acidos
micdlicos), que formam uma camada espessa, impedindo a penetracdo da maioria dos agentes
antibacterianos (FORRELLAD et al., 2013; JACKSON, MCNEIL, BRENNAN, 2013).

Os acidos micolicos, que desempenham funcdo determinante na hidrofobicidade da
parede celular, sdo provenientes da biossintese de &cidos graxos, da qual participam
complexos multi-enzimaticos, denominados em conjunto como acido graxo sintase (fatty acid

synthase, FAS), envolvendo ciclos repetidos de reacGes de condensacdo, ceto-reducao,
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desidratacdo e enoil-reducdo (HEATH, WHITE, ROCK, 2002). As micobactérias possuem
dois tipos de FAS: FAS-I, responsavel pela sintese de acidos graxos contendo 16-26 4tomos
de carbono, e FAS-II, responsavel pela extensdo da cadeia dos acidos graxos produzidos pela
FAS-I em até 56 4tomos de carbono, originando os precursores dos &cidos micélicos (Figura
6) (CANTALOUBE et al., 2011; DE SOUZA et al., 2008a; SLAMA et al., 2011).
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Figura 6. Representacdo da biossintese dos acidos micolicos. A seta interrompida indica a
existéncia de reacGes bioguimicas intermedidrias ndo representadas no esguema.
(CANTALOUBE et al., 2011; SLAMA et al., 2011).

As enzimas envolvidas na via FAS sdo alvos importantes para o desenvolvimento de
novos farmacos, dentre elas, a mais conhecida € a enoil-ACP redutase (ENR), denominada
InhA no caso da ENR do MBT, que catalisa a reducdo estereoespecifica de acidos graxos
trans-o,B-insaturados ligados covalentemente a proteina carreadora de grupo acila (ACP),
numa reacao dependente de NADH (PASQUALOTO et al., 2004).

Essa enzima, inibida pela isoniazida (um importante farmaco utilizado no combate a
TB descoberto em 1952), é ativa em bacilos sensiveis, perdendo sua atividade em cepas
resistentes, devido a mutacdes na enzima catalase-peroxidase micobacteriana (KatG),
necessaria para a ativagdo desse farmaco, caracterizando-o como um pré-farmaco (Figura 7)

(ZHANG et al., 1992). Por isso, substancias que inibam diretamente a InhA sdo candidatos
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promissores a farmacos contra ambos os tipos de TB (MDR-TB e XDR-TB) (LU, YOU,
CHEN, 2010; PASQUALOQTO et al., 2004).
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Figura 7. Provavel mecanismo de acédo da isoniazida. Adaptado de HEATH, WHITE, ROCK,
(2001).
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1.6. INIBIDORES DA ENZIMA INHA

O desenvolvimento de inibidores da enzima InhA teve inicio com a busca de
substancias semelhantes a H. Normalmente, esses compostos sdo dependentes de ativacao
enzimatica para a formacdo de um aduto com o cofator NAD, e.g. etionamida (ETH) e
protionamida (PTH) (Figura 8), que sdo metabolizadas pela enzima monooxigenase
dependente de flavina, formando adutos que irdo se ligar no mesmo sitio de ligacdo do aduto
H-NAD (PAN, TONGE, 2012).

Nas Ultimas duas décadas, diversos compostos foram sintetizados com o intuito de
obter inibidores da InhA que ndo dependessem de uma etapa de metabolizacdo enzimética
para a sua ativacdo. Alguns exemplos de inibidores diretos da InhA s&o: compostos de classes

diversas obtidas por high-throughput screening (HTS), compostos que mimetizam o aduto H-
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NAD, derivados diazoboranos e derivados de éteres diarila (EDA) (Figura 8) (PAN,
TONGE, 2012).

No primeiro grupo estdo os compostos obtidos por HTS, que compreendem as classes
das pirrolidinas carboxiamidas (d12), piperazina indolformamidas (Genz-8575), pirazolas
(p4) e arilamidas (a06) (Figura 8), os quais foram sintetizados e avaliados por diferentes
grupos de pesquisas a partir de bibliotecas quimicas com mais de 30.000 substancias (HE,
ALIAN, ORTIZ DE MONTELLANO, 2007; HE et al., 2006; KUO et al., 2003; PAN,
TONGE, 2012). Uma caracteristica em comum entre essas classes é que 0s compostos mais
ativos nos testes enzimaticos apresentam valores de concentragdo inibitoria minima (CIM)
frente a uma cepa sensivel do M. tuberculosis, H37Rv, 50 vezes maior do que o farmaco
padréo (CIM da H = 1,14uM), exceto para o composto Genz-8575 (~2,5 vezes).
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Figura 8. Estruturas quimicas de alguns inibidores da enzima InhA (enoil-ACP redutase do
Mycobacterium tuberculosis) (PAN, TONGE, 2012).

No segundo grupo estdo os andlogos do aduto INH-NAD, que também nao requerem
ativacdo pela enzima KatG, sendo investigaods no combate as cepas de bacilos
multirresistentes (BROUSSY et al., 2005). As principais modificacdes estruturais em relacao
ao aduto H-NAD estdo relacionadas a adicdo de grupos fenoxila ou benzoila na posicao C4 do
anel nicotinamida, substituicdo do nitrogénio do anel nicotinamida por um atomo de carbono,
formacdo de hemicetais ciclicos ou andlogos contendo residuos lipofilicos ligados ao grupo
fenila (Figura 9) (BONNAC et al.,, 2007; DELAINE et al, 2010). A partir dessas

modificagOes estruturais, observou-se que a subunidade adenosina difosfato é importante para
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a inibicdo da enzima, entretanto, a presenca desse grupo dificulta a passagem desses

compostos pela parede celular (DELAINE et al., 2010).
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Figura 9. Principais modificacfes estruturais descritas na literatura no planejamento de
analogos do aduto INH-NAD (BONNAC et al., 2007; DELAINE et al., 2010).

No terceiro grupo, o estudo da classe dos diazoboranos (e.g. DBN1, Figura 10)
permitiu a investigacdo das possiveis conformacdes que o cofator pode assumir no sitio de
ligacdo da enzima enoil-redutase, visto que esses compostos se ligam ao complexo NAD-
enzima (CHAKRABORTY, RHEE, 2015; DAVIS, FRANZBLAU, MARTIN, 1998) (Figura
10). Entretanto, devido a alta toxicidade, esses compostos tém sido amplamente estudados no
combate de zoonoses e infeccbes causadas por fungos que acometem a epiderme
(CHAKRABORTY, RHEE, 2015).

No quarto grupo, os éteres diarila tem como principal representante o triclosano (TCN,
Figura 10), um biocida presente em pastas de dentes e desodorantes, que inibe o crescimento
de diversas bactérias (e.g. Escherichia coli e Staphlococcus aureus), inibindo enzimas
homodlogas a InhA (LU, YOU, CHEN, 2010). A partir da estrutura do TCN, diversas
substancias foram sintetizadas, destacando-se o composto 8PP (Figura 10) que possui um
grupo octila ligado ao anel aromatico A, sendo 220 vezes mais ativo do que o TCN
(SULLIVAN et al., 2006).
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CIM =40 uM (BACTEC 6A)
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Figura 10. Exemplos de compostos das classes dos diazoboranos (DBN1) e éteres diarila
(TCN, triclosano; 8PP) e respectivos valores de CIM nos ensaios biol6gicos anti-MBT (PAN,
TONGE, 2012).

1.7.  MODELAGEM MOLECULAR NO PLANEJAMENTO DE FARMACOS

A modelagem molecular € uma poderosa ferramenta utilizada para o desenvolvimento
de novos farmacos, auxiliando na reducdo de tempo e custo nas etapas identificacdo,
caracterizacao e otimizacéo estrutural de novas moléculas bioativas (ACHARYA et al., 2011;
SLIWOSKI et al., 2014)

As abordagens principais conhecidas para a busca de novos candidatos a farmacos
podem ser divididas em dois grandes grupos: abordagem direta (ou dependente da estrutura
do receptor) e abordagem indireta (ou dependente da estrutura do ligante) (SLIWOSKI et al.,
2014).

Na abordagem direta, o planejamento de farmacos é baseado no conhecimento da
estrutura tridimensional do receptor alvo obtida por técnicas de ressonancia magnética nuclear
(RMN) ou cristalografia e difracdo de raios-X. Os exemplos mais comuns dessa abordagem
sdo os estudos de docagem molecular e simulacdes de dindmica molecular (FERREIRA et al.,
2015; SLIWOSKI et al., 2014). A partir de um conjunto de moléculas congéneres com dados
de atividade biologica para um determinado receptor, é possivel determinar uma relacéo
quantitativa estrutura-atividade (QSAR) com propriedades relacionadas a estrutura 3D do
complexo ligante-receptor (SLIWOSKI et al., 2014).

Na abordagem indireta, o planejamento de novos candidatos a farmacos é baseado em
processos que utilizam ligantes conhecidos, geralmente, quando ndo se tem informacdes
acerca da estrutura tridimensional do receptor alvo ou na otimizacdo de compostos que ja
possuam um alvo biolégico (ACHARYA et al., 2011; GRINTER, ZOU, 2014; SLIWOSKI et
al., 2014). Essa abordagem pode ser utilizada para avaliar bibliotecas de compostos virtuais,
permitindo que a sintese seja direcionada para moléculas com potencial atividade bioldgica
(SLIWOSKI et al., 2014).
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1.8. DOCAGEM MOLECULAR

A docagem molecular (molecular docking) é uma técnica de modelagem molecular
utilizada para predizer o modo de ligacao entre duas ou mais moléculas, e. g. proteina-ligante,
proteina-acido nucléico ou proteina-proteina (HALPERIN et al., 2002; HUANG, ZOU, 2010).

Em geral, um método de docagem consiste em dois componentes essenciais: algoritmo
de busca ou amostragem (search algorithm ou sampling) e a funcdo de pontuacdo (scoring
function) (HUANG, ZOU, 2010; MENG et al., 2011).

O algoritmo de busca refere-se a geracao pontual das conformacgdes/orientacdes do
ligante (modos de ligacdo) na proteina, podendo ser classificado em trés grupos, de acordo
com o método empregado na exploracdo da flexibilidade do ligante: algoritmos de busca
sistematica, estocastica e deterministica; sendo que alguns algoritmos séo considerados
hibridos, pois associam duas ou todas as estratégias (BROOIIMANS, KUNTZ, 2003;
FERREIRA et al., 2015).

A funcédo de pontuacdo determina a forca da interacdo entre a proteina e o ligante em
cada uma das poses (solucbes) do ligante geradas pelo algoritmo de busca, podendo ser
dividida em trés tipos, de acordo com o esquema de energia utilizada: baseadas em campos de
forca, empiricas e baseadas em conhecimento (CHENG et al., 2009; FERREIRA et al., 2015;
WANG et al., 2005). Em geral, a conformacao/orientacdo que apresenta 0 menor valor de
energia de pontuacédo € conhecida como o0 modo de ligacdo nativo mais provavel.

Atualmente, diversos programas de docagem molecular estdo disponiveis, sendo que
eles diferem entre si em relacdo ao algoritmo utilizado durante a amostragem e a funcédo de
pontuacdo. Alguns dos programas mais utilizados sdo AutoDock (MORRIS et al., 1998),
GOLD® (JONES, WILLETT, GLEN, 1995; JONES et al., 1997), e-HITS® (ZSOLDOS et al.,
2006), Glide® (FRIESNER et al., 2004; HALGREN et al., 2004) e Molegro Virtual Docker
(MVD, THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

Entre os diversos programas disponiveis, o MVD (CLCBIO, 2013; THOMSEN,
CHRISTENSEN, 2006) é um programa para estudos de docagem que utiliza algoritmos de
busca combinados com um algoritmo de predicdo de cavidades que identifica de forma rapida
e precisa os potenciais modos de ligacdo entre ligante e proteina. Este programa contém trés
tipos de algoritmos de busca e dois tipos de fungdes de pontuagéo, que podem ser combinados

para obter o melhor modo de interagdo que se aplica ao sistema problema. Os algoritmos de
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busca inclusos no MVD s&o: MolDock Optimizer, MolDock Simplex Evolution (SE) e
Iterated Simplex; e as fungdes de pontuagéo sédo: MolDock Score, PLANTS Score e Rerank
Score.

O algoritmo de busca padrdo do MVD é o MolDock Optimizer que é baseado em uma
classe de algoritmos evolucionarios conhecida como evolucao diferencial, que gera solugdes-
filhas a partir da diferenca ponderada das solucbes-pais selecionadas aleatoriamente da
populacéo de solugdes (CLCBIO, 2013; STORN, PRICE, 1997).

O MolDock SE é um algoritmo estocastico alternativo aplicavel a ligantes com muitos
graus de liberdade, funcionando em sistemas onde o algoritmo padréo falha, pois combina a
construcdo incremental das poses com a escolha aleatéria de individuos para o inicio da busca
pelas solugdes de menor energia. O Iterated Simplex gera solugdes que sdo sucessivamente
refinadas, utilizando niveis de tolerancia de diferencas de energia de ligacdo entre as melhores
e piores solugdes cada vez menores até um nimero maximo de repeticdes previamente
determinado (CLCBIO, 2013).

A funcéo de pontuacdo MolDock Score é derivada de funcdes do tipo potencial linear
composto (piecewise linear potential, PLP), definida pela Equacéo 1, correspondendo ao
somatorio da energia de interacdo (intermolecular) entre o ligante e a proteina (Einer) € @
energia interna do ligante (Einwa). A Einter (EQuacao 2) pode ser decomposta em dois termos, o
primeiro, Ep_p, USa parametros que aproximam o termo estérico (van der Waals) entre os
atomos e um potencial que descreve a interacdo por ligacdo hidrogénio, enquanto o segundo
termo descreve as interacdes eletrostaticas do sistema (Coulomb). Além disso, a soma do
potencial de Coulomb engloba todos os &tomos pesados, incluindo agua e cofatores presentes
no sistema, e o valor de 332 € utilizado para que a unidade de energia seja Kcal/mol
(CLCBIO, 2013).

Na Einra (Equacéo 3), a soma dupla no primeiro termo considera todos os pares de
atomos do ligante, excluindo os pares de &tomos conectados por duas ligacdes ou menos. O
segundo termo representa a energia torsional do ligante e é parametrizado de acordo com a
hibridizacdo dos &tomos que definem o angulo de torgdo (8). O terceiro termo, Eco, acrescenta
penalidade a energia interna do ligante, quando dois atomos ndo ligados estdo a menos de 2,0

A entre si, evitando conformacdes improvaveis do ligante (CLCBIO, 2013).
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Escore = Eintra + Einter (Eq 1)

4.4,
Einter = z Z lEPLP (rl']') +332 47‘2]-] (Eq. 2)
]
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Eintra = z z Epip (rij) + z [1 - cos(m 0 — 90)] + Eco (Eq 3)

ielig. j € ptn. lig.simp

O Rerank Score é uma funcdo de pontuacdo que recalcula os termos de energia
descritos para a funcdo MolDock Score, utilizando valores pré-calculados para sistemas
conhecidos na literatura. Essa fungdo é empregada para reclassificar as poses selecionadas
para um mesmo ligante (CLCBIO, 2013).

A funcdo de pontuacdo PLANTS Score, definida pela Equacdo 4, apresenta o
potencial fp p semelhante ao potencial PLP da fun¢do MolDock Score, porém, contendo mais
tipos de interacdo. Os potenciais de colisdo (fco) e torsional (fiors) levam em consideracao
colisBes internas e contribuicdes torsionais para ligacGes, 0 termo Cesrera aplica uma penalidade
caso o ligante encontre-se fora do sitio de ligacdo definido por uma esfera no espago e o
altimo termo (-20) € necessario para que os valores desta nova fungédo sejam comparaveis aos
da funcdo PLANTS inicial (CLCBIO, 2013).

Eplantsscore = fPLP + fcol + ftors + Cesfera —20 (Eq 4)

1.9.  SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR

A simulacdo de dindmica molecular (DM) é uma técnica de modelagem molecular
capaz de fornecer detalhes relativos a movimentacdo individual de particulas em funcdo do
tempo (KARPLUS, MCCAMMON, 2002). Nesse método, as interacdes entre particulas sdo
descritas empiricamente por uma funcao de energia potencial a partir de uma equacéo similar
a descrita na Figura 11 (DURRANT, MCCAMMON, 2011).
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Figura 11. Exemplo de uma equacdo usada para aproximar a forga atbmica que governa o
movimento. A forca ndo-ligada compreende a interacdo estérica (van der Waals) e
eletrostatica (Coulomb), calculadas pelo potencial de Lennard-Jones e lei de Coulomb,
respectivamente (Figura adaptada de DURRANT, MCCAMMON, 2011).

Existem diversos programas que realizam simulagdes por DM, como AMBER
(Assisted Model Building with Energy Refinement) (CASE et al., 2005), CHARMM
(Chemistry at HArvard MacroMolecular Mechanics) (BROOKS et al., 2009), GROMOS
(GROningen MOlecular Simulation computer) e GROMACS (GROningen MAchine for
Chemical Simulation) (VAN DER SPOEL et al., 2005).

De fato, a utilizacdo da DM para identificar novos sitios de ligaces em alvos
conhecidos possibilitou o desenvolvimento do farmaco raltegravir no ano de 2004
(SCHAMES et al., 2004), uma vez que a observacdo das movimentacbes das cadeias
secundarias indicou a formacdo de uma cavidade ndo reportada pela estrutura cristalogréafica

disponivel a época.

1.10. QSAR: CONSIDERACOES GERAIS

O método de QSAR é uma tentativa de criar um modelo matematico, que correlacione
a resposta bioldgica com propriedades estruturais intrinsecas a uma série de compostos
congéneres, que possa ser validado por métodos estatisticos (ESPOSITO, HOPFINGER,
MADURA, 2004; VERMA, KHEDKAR, COUTINHO, 2010).

De fato, 0 QSAR pode ser classificado conforme as propriedades estruturais utilizadas
para gerar 0s modelos matematicos, sendo 0 QSAR-3D o mais difundido por considerar as
informacGes tridimensionais (VERMA, KHEDKAR, COUTINHO, 2010).

Em geral, os métodos de QSAR-3D podem ser classificados em dois grupos:
independente do receptor (IR, Ligand-Based) e dependente do receptor (DR, Structure-
Based).
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O primeiro grupo (IR) considera apenas as propriedades tridimensionais estruturais
dos ligantes, sendo o0 método de COMFA (Comparative Molecular Field Analysis) o primeiro
a ser introduzido em 1988 por CRAMER, PATTERSON e BUNCE (1988) e o mais utilizado
até hoje (MACALINO et al., 2015). No caso do segundo grupo (DR), a estrutura do receptor é
considerada para obter as propriedades tridimensionais, sendo o método COMBINE
(Comparative Binding Energy Analysis) um dos primeiros a ser desenvolvido com essa
abordagem (ORTIZ et al., 1995).

De fato, por ser uma metodologia com bases estatisticas, a modelagem por QSAR
envolve um processo sistematico com multiplas etapas que incluem o preparo do conjunto de
dados, selecdo e geracdo dos descritores moleculares, desenvolvimento do modelo
matematico e validagéo interna do modelo (Figura 12, MYINT; XIE, 2010).

A primeira etapa (Figura 12) define a confiabilidade do modelo de QSAR, por isso,
0S compostos que irdo constituir o banco de dados devem advir do mesmo tipo de protocolo
de ensaio biologico e é preferivel utilizar dados de um unico laboratério, a fim de evitar
inconsisténcia e variabilidade interlaboratorial dos dados (MYINT, XIE, 2010). Além disso, o
conjunto de dados deve conter um ndmero minimo de compostos para assegurar a
consisténcia estatistica; suas atividades biologicas devem cobrir uma larga faixa de valores e
possuir uma boa distribuicdo dentro desta faixa e 0 mesmo deve ser dividido em grupos de
treinamento e de teste (PERKINS et al., 2003b).

A segunda etapa (Figura 12) envolve a geracdo e a selecdo dos descritores
moleculares segundo as metodologias de QSAR discutidas anteriormente, portanto, cada
técnica possui aspectos proprios que precisam ser seguidas para garantir a geracdo de um
modelo robusto.

A partir da terceira etapa, o rigor estatistico se torna mais pertinente, uma vez que é
necessario escolher o método estatistico adequado para relacionar os descritores com as
atividades bioldgicas. Alguns modelos lineares, como a regressao linear multipla ou 0 método
dos minimos quadrados parciais — do inglés partial least squares (PLS) ou ndo lineares, como

as redes neurais, podem ser utilizados como fun¢des de correlacdo (LEACH, 2011).
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Na quarta e quinta etapas, 0 modelo de QSAR é submetido a validacdo interna e

externa, respectivamente. Os métodos empregados nessas etapas consideram, geralmente, a

variacdo dos dados calculados em funcdo da média dos valores obtidos experimentalmente,

e.g. coeficiente de Pearson (R?), validacdo cruzada com a remog&o de um composto (leave-
one-out cross validation, LOOcy) ou R® do conjunto teste (Rzpred) (GOLBRAIKH,
TROPSHA, 2002; ROY, KAR, 2014), o que na maioria dos casos ndo é sinénimo de

confiabilidade do modelo, visto que fatores experimentais ndo sdo levados em conta.
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1.11. TRIAGEM VIRTUAL

A triagem virtual (virtual screening, VS) é um método amplamente utilizado para a
identificacdo de moléculas com potencial atividade a partir de grandes bibliotecas de
compostos, promovendo a reducdo de tempo e custos nos processos de descoberta de
farmacos (GAO, YANG, ZHU, 2010).

Atualmente, existem diversos bancos de dados de acesso livre ou privado, onde
milhares de moléculas podem ser encontradas (KARTHIKEYAN, VYAS, 2015). Entre os
bancos de dados de acesso livre podemos destacar o ZINCPharmer, uma plataforma online
para busca de compostos que ja foram isolados ou sintetizados, onde a busca por VS pode ser
feita por métodos de docagem molecular ou mapa farmacoforo (KOES, CAMACHO, 2012).

1.12. MAPA FARMACOFORICO

O conceito de farmacdforo definido pela Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC) é “o conjunto de caracteristicas estéricos e eletrdnicos necessario para
assegurar as interagdes supramoleculares 6timas com um alvo bioldgico especifico e para
estimular ou bloquear a sua resposta biologica” (WERMUTH et al., 1998). Portanto, a
construcdo de um mapa farmacoférico visa reconhecer as principais caracteristicas
moleculares de um conjunto de compostos ativos, representando um conceito abstrato e ndo
uma molécula real (GAO, YANG, ZHU, 2010).

Atualmente, existem varios programas comerciais, e.g. HipHop ou GALAHAD, e
académicos, como PharmaGist, que apresentam como principal diferenca o algoritmo
desenvolvido, no qual o alinhamento das moléculas pode ser feito a partir de um receptor ou
apenas utilizando as informac@es dos ligantes (FERREIRA et al., 2015).

O uso de mapas farmacoforicos na VS é um método atraente para identificacdo de
compostos estruturalmente diversificados, tendo atividade bioldgica semelhante (GEPPERT,
VOGT, BAJORATH, 2010). Ao avaliarmos as publicacdes a partir do ano de 2010, contendo
as palavras-chave “Virtual Screening” ¢ “Pharmacophore” no banco de dados da Scopus
(ELSEVIER, [s.d.]), observamos um total de 1703 publica¢Ges, sendo que mais de 80%

(N=1423) sdo artigos publicados em revistas indexadas (Figura 13).
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Figura 13. Numero de publicacdes contendo as palavras-chave “Virtual Screening” e
“Pharmacophore” entre 2010-2015 (Total = 1703).
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2. OBJETIVOS

Esse trabalho consiste de dois estudos de modelagem molecular: avaliagdo do modo de
ligacdo e variacbes da InhA frente a diferentes pelo método de dindmica molecular e
identificacdo de novos candidatos a inibidores da enzima aplicando os métodos QSAR, mapa
farmacoforico e triagem virtual.

Na primeira parte, o principal objetivo é estudar o modo de ligacdo dos derivados
éteres diarila (EDA) frente a InhA, analisando as modificagdes estruturais dos dominios que
compbem o sitio de ligacdo e a influéncia de moléculas de dgua na interacdo inibidor-InhA.

A seguir, 0s objetivos foram: construir modelos de QSAR-3D dependente do receptor
a partir de uma serie de 39 derivados EDA; identificar quais interacdes sdo mais importantes
para a inibicdo da enzima, buscar novos candidatos a inibidores, utilizando o banco de dados

ZINCPharmer e predizer a poténcia inibitoria dos novos inibidores.
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3. METODOS
3.1. SELECAO DOS COMPOSTOS E DADOS DE ATIVIDADE BIOLOGICA

Neste trabalho, foram selecionados éteres diarila obtidos de diferentes artigos, onde 0s
valores de atividade biol6gica, mensurados como a concentracdo capaz de inibir 50% da
atividade da enzima (ICsp), foram determinados a partir de diferentes concentracdes da
enzima (E) InhA, cofator (NADH) e substrato (S), um &cido graxo com 12 atomos de
carbono, 2-trans-dodecenoil-coenzima A (DD-CoA), andlogo ao substrato natural da InhA
(FREUNDLICH et al., 2009; LI et al., 2014; LUCKNER et al., 2010; PAN et al., 2014;
SULLIVAN et al., 2006).

Para evitar a comparacdo de valores de ICsy obtidos em condi¢Ges experimentais
diferentes, esses valores foram normalizados pela converséo para constante de inibi¢do (Kj),
segundo a Equacéo 5 (CER et al., 2009).

_(Cl50—E/2)
(= Km/S+1) (Eq.5)

A EQ.5 é utilizada para a conversdo de 1Csq de inibidores acompetitivos, visto que 0s
derivados EDA se ligam lentamente no mesmo local que o substrato no complexo enzima-
cofator (PARIKH, XIAO, TONGE, 2000). As concentracGes da InhA (E) e do DD-CoA (S)
variam entre 1-100 uM e 25-300 UM, respectivamente, dependendo do método experimental
descrito em cada artigo (FREUNDLICH et al., 2009; LI et al., 2012; LUCKNER et al., 2010;
PAN et al., 2014; SULLIVAN et al., 2006). A constante de Michaelis-Mentem (K, = 29 uM)
foi determinada para um ensaio contendo enzima (InhA), substrato (DD-CoA) e cofator
(NADH) (SULLIVAN et al., 2006). Finalmente, para realizar uma comparacdo linear das
atividades bioldgicas para esses inibidores, o valor de K; foi convertido para seu
correspondente logaritmo negativo (pKi = —LogK;), expresso em unidade molar (M) (Tabela
2).
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Tabela 2. Estruturas quimicas e valores de atividade bioldgica (pK;) dos éteres diarila
selecionados da literatura e de acordo com as modificages nos anéis A e B.

Estrutura # R pKi (M) Ref.
OH 2 (CH,)sCH; 7,23
o 3 (CH,),CH 7,91
4 (CHp)sCHs 8,11 (SULLIVAN et al., 2006)
6 (CH,);CH; 8,47
R 7 (CH,)15CHs 6,95
OH R 5 CH; 9,86 (LUCKNER et al., 2010)
o 47 CFs 8,04
H 50 N 707 (PAN et al., 2014)
5
OH
o 30 0 7,22
X
[ vo,
Mg = 32 p 7,73
OH
O~ 33 0 8,26
‘ ——NH,
MO 1 = 34 m 6,32
on ] 36 0 6,16
o \
o ne TR
H,C
° 38 P 6,24
39 ) 597 (AM ENDE et al., 2008)
OH o OH !
T 40 m 6,61
‘ NH o)
HsC =
’ 41 p 6,06
o . 42 0 5,83
N
W/fj ™ :NW 43 m 6,27
HsC >
’ 44 p 7,43
CHs
J 45 0 6,23

S
e ‘ /J 46 p 6,93
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Tabela 2. Estruturas quimicas e valores de atividade bioldgica (pK;) dos éteres diarila
selecionados da literatura e de acordo com as modificagdes nos anéis A e B. (Continua¢&o).

Estrutura # R pKi (M) Ref.
8 Cl 6,16
9 CH; 6,30
10 CHo,(ciclo-hexil) 7,17
oH o 11 CH,CH 7,13
o 12 (CH,),CHs 7,25
13 (CHy)3CH;s 7,48
- /©/ \@u 14 CH,CH(CHs), 7,23
15 (CHy),CH(CH,), 7,42
16 CH,CH(CH3)C,Hs 7,09
17 CHa(2-piridil) 7,78
OH Cl
jepe!

19 CHy(4-piridil) 7,34

R CN
oH al 20 0-CH3-Ph 6,09
o 21 m-CHs-Ph 6,26
22 CH,Ph 7,51
R “ 24 (CH,);Ph 7,52
on 51 R=2-CHj, 4-NO, 7,43
o 52 R=2,6-CH, 5,93

MQ/ \@R 53 R=2,6-Cl 7,20 (PAN et al., 2014)

HC 54 R=2-F, 6-CN 7,13
° 55 R,=2-F, 6-ClI; 7,23
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Tabela 2. Estruturas quimicas e valores de atividade bioldgica (pK;) dos éteres diarila
selecionados da literatura e de acordo com as modificagdes nos anéis A e B. (Conclus&o).

Estrutura # pK; (M) Ref.
OH
© /N‘ 25 5,28
HaC NN
5
OH
0.
= |N 26 7,06
H,C N
5
OH
(0)
2 27 7,29 (AM ENDE et al., 2008)
H4C N
5
OH
(0] N
\(/ | 28 5,42
H4C N
5
OH
0. N
% | 29 6,56
H,C X
5 N
OH CN
(0]
Z SN 56 6,92
H,C N |
5
OH CN
NP~ | 57 6,41 (PAN et al., 2014)
H,C SV
5
OH NH,
58 7,06
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3.2. OBTENCAO DAS ESTRUTURAS CRISTALOGRAFICAS DA INHA

Para os estudos de docagem molecular e analise comparativa das estruturas
cristalogréficas dos complexos InhA-cofator-inibidor, as estruturas 3D, obtidas por difracéo
de raios-X da InhA complexada com cofator (NAD+ ou NADH), um substrato mimético e 10
inibidores (derivados EDA), foram selecionadas no banco de dados Protein Data Bank (PDB)
do Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB, BERMAN et al., 2000). Os
respectivos PDBs IDs e valores de resolucdo (R, A) sdo: 2AQ8 (R=1,92A) (OLIVEIRA et al.,
2006); 1BVR (R=2,80A) (ROZWARSKI et al., 1999); 2X23 (R=1,81A) (LUCKNER et al.,
2010); 2B35 (R=2,30A), 2B36 (R=2,80A), 2B37 (R=2,60A) (SULLIVAN et al., 2006); 3FNF
(R=2,30A), 3FNG (R=1,97A), 3FNE (R=1,98A), 3FNH (R=2,80A) (FREUNDLICH et al.,
2009); 40IM (R=1,85A) (PAN et al., 2014); e 40XY (R=2,35A) (LI et al., 2014).

3.3. OBTENCAO E PREPARO DOS LIGANTES

As estruturas 3D dos ligantes (cofator, substrato mimético e inibidores) foram
extraidas dos seus respectivos complexos com a InhA de acordo com os seguintes codigos
PDB ID: NAI (cofator NADH na forma reduzida; 1,4-diidronicotinamida adenina
dinucleotideo), THT (substrato mimeético; trans-2-hexadecenoil-(N-acetil-cisteamina)-
tioéster), 5PP (ATVO03; 2-fenoxi-5-pentil-fenol), 8PS (ATVO06; 2-fenoxi-5-octil-fenol), TCU
(ATVO05; 5-hexil-2-(2-metil-fendxi)fenol), JUS (ATV50; 2-(2-ciano-fenoxi)-5-hexil-fenol),
1TN (ATV30; 2-(2-nitro-fendxi)-5-hexil-fenol), TCL (ATVO08; triclosano, 5-cloro-2-(2,4-
dicloro-fenoxi)fenol), JPL (ATV10; 2-(2,4-diclorofendxi)-(5-(ciclohexil-metil)-fenol), 8PC
(ATV17; 2-(2,4-diclorofenoxi)-5-(piridin-2-ilmetil)fenol); JPM (ATV22; 5-benzil-2-(2,4-
diclorofenodxi)fenol) e JPJ (ATV23; 2-(2,4-diclorofenoxi)-5-fenetil-fenol) (Figura 14).

Para os calculos de docagem molecular e simulacdo de dindmica molecular,
considerou-se o cofator na sua forma reduzida (NAI), visto que essa é a forma usada nos
ensaios bioldgicos (AM ENDE et al., 2008; FREUNDLICH et al., 2009; LUCKNER et al.,
2010; PAN et al., 2014; SULLIVAN et al., 2006).

As estruturas 3D dos derivados éteres diarilas ATV30 e ATV10 (AM ENDE et al.,
2008; FREUNDLICH et al., 2009) foram corrigidas devido a discordancias com os dados
experimentais publicados. No inibidor ATV30, o grupo pentila foi corrigido para hexila, e no

ATV10, o grupo 1,5-dien-1-il-metila foi corrigido para ciclo-hexil-metila.
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As estruturas 3D dos demais 47 inibidores éteres diarilas foram construidas a partir do
inibidor ATV08, extraido do complexo 2B35, usando o programa Spartan versdao 10
(Wavefunction, Inc.) (DEWAR et al., 1985). A seguir, esses ligantes foram submetidos a uma
analise conformacional sistematica, em busca da conformacao mais estavel, usando o método
semi-empirico RM1 (ROCHA et al., 2006). As conformacGes mais estaveis para cada ligante
tiveram suas cargas atbmicas parciais calculadas pelo método DFT/B3LYP, usando a funcéo

de base 6-31+G(d), disponivel no programa Spartan.
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Figura 14. Estruturas 2D do cofator (NAI), substrato mimético (THT) e dos inibidores éteres
diarilas que estdo co-cristalizados com a enzima InhA e disponiveis no PDB.
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3.4. DOCAGEM MOLECULAR

Para as simulacbes de docagem molecular, utilizou-se o programa MVD, um
algoritmo de busca heuristico que combina algoritmos de evolucao diferencial e de predicéo
de cavidade (THOMSEN, CHRISTENSEN, 2006). Para a enzima, 0s tipos de atomos e as
ordens de ligacdo dos aminoacidos foram corrigidos automaticamente no mddulo “Import
molecules/Preparation”, sendo a regido de ancoramento dos inibidores restrita a uma esfera de
15A de raio centrada na cavidade do sitio de ligacio (X: -21,21; Y: -9,83; Z: -31,21),
abrangendo o substrato e o cofator. Os inibidores e o cofator (NADH) foram importados para
0 programa MVD de forma que as cargas parciais ndo fossem recalculadas, além disso, as
ligagbes rotaciondveis detectadas automaticamente foram mantidas flexiveis. Durante 0s
experimentos de docagem molecular, as moléculas de agua e os ions foram excluidos.

O sitio de ligacéo (cavidade) foi detectado usando o algoritmo de predicdo de cavidade
baseado em rede (grid), disponivel no MVD. Apos a identificacdo da cavidade, a busca por
solugdes (poses) foi realizada utilizando a funcdo de busca MolDock SE (simplex evolution),
que é usada quando o ligante apresenta muitas ligacdes rotacionaveis (>7). Para a utilizacéo
desse algoritmo de busca, foram definidos os valores das seguintes variaveis: tamanho da
populacdo (150), niumero maximo de interacdes (2000), fator de escalonamento (0,50) e
probabilidade de mutacgéo (crossover) (0,90).

Para a classificacdo das poses, utilizou-se duas funcbes de pontuacdo: MolDock e
Rerank. A pontuacdo MolDock é calculada como o somatdrio dos potenciais lineares por
partes (PLP) das energias de interacdes intramoleculares (Einra) € intermoleculares (Einter). A
pontuacdo Rerank usa uma combinagdo ponderada dos termos usados na pontuacdo MolDock,
calculando a energia estérica por um potencial de Lennard-Jones (LJ12-6).

A habilidade do programa MVD de predizer o modo de ligacdo observado
experimentalmente do inibidor dentro do sitio ativo da enzima foi avaliada por redocagem
(re-docking), i.e., comparou-se a pose obtida pelo programa com os dados experimentais. A
redocagem é considerada bem sucedida quando a melhor solucéo obtida pelo programa possui
um desvio da raiz média quadratica (RMSD) menor do que 2A em relagio & pose observada
por difracdo de raios-X (FEHER, 2006).

O protocolo descrito anteriormente foi utilizado na docagem molecular, sendo

executadas 100 corridas independentes, com cada corrida retornando, no minimo, cinco
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solugdes, que sdo reclassificadas de acordo com a pontuacgdo de Rerank para determinar qual

pose é predominante no sitio ativo.

3.5. DINAMICA MOLECULAR (DM)

Apds a analise das estruturas cristalograficas dos complexos holoenzima (InhA-
NADH) e holoenzima-substrato (InhA-NADH-THT) e a selecdo da melhor pose para cada
inibidor por docagem molecular, realizou-se simulagcdes de DM, utilizando o programa
GROMACS 4.5 (BERENDSEN, VAN DER SPOEL, VAN DRUNEN, 1995; PRONK et al.,
2013; VAN DER SPOEL et al., 2005) com o campo de forga OPLS/AA (KAMINSKI et al.,
2001).

Para os ligantes (NADH, THT e inibidores éteres diarilas) foram criados arquivos de
topologia (.itp) e coordenadas (.pdb), utilizando o programa AnteChamber PYthon Parcer
InterfacE (ACPYPE). O programa MKTOP (RIBEIRO, HORTA, DE ALENCASTRO, 2008)
foi utilizado para a correcdo de parametros de topologia ndo determinados pelo ACPYPE.
Nessa etapa, as cargas atdmicas parciais foram calculadas utilizando o método AM1-BCC
(JAKALIAN, JACK, BAYLY, 2002), implementado no ACPYPE (WANG et al., 2004,
2006). A parametrizacdo dos inibidores e do cofator € necessaria porque o campo de forcgas
utilizado nas simulacGes de DM apresenta parametros apenas para 0s aminoacidos padroes
existentes nas proteinas.

Os complexos holoenzima (InhA-NADH) e holoenzima-ligante (THT ou derivados
éteres diarilas) foram inseridos e centralizados dentro de uma caixa periddica triclinica e
solvatados com moléculas de agua do tipo SPC/E. A seguir, cada complexo foi neutralizado
com seis ions sodio. Os sistemas foram simulados em condi¢6es periodicas de contorno para
eliminar possiveis efeitos de superficie indesejaveis (NAMBA, SILVA, SILVA, 2008).

A seqguir, os sistemas foram submetidos a etapas de minimizacéo de energia, usando 0s
algoritmos de maximo declive com restricdo de posi¢do para os ligantes/substrato e cofator
(steepest descent position restrained — stpr) e critério de convergéncia de 1000 kJ.mol™.nm™,
seguido por maximo declive sem restricdo de posicdo, e gradiente conjugado (conjugate
gradient - cg) até uma energia de 100 kJ.mol*.nm™.

Na etapa de termalizacdo dos complexos minimizados, os sistemas foram submetidos
a duas simulacGes de DM, considerando as posigdes restritas para todo o sistema, exceto para

as moléculas de agua, temperatura de 300 K e pressdo de 1 bar. Na primeira simulacéo, foram
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considerados constantes o numero de particulas, o volume e a temperatura (conjunto canénico
ou ensemble NVT). Na segunda etapa, o sistema foi considerado isotérmico-isobarico
(temperatura e presséo constantes ou ensemble NPT).

As simulacGes de DM descritas anteriormente permitem que o0s atomos do sistema
alcancem velocidades compativeis com o equilibrio térmico. Além disso, a restricdo da
posicdo dos atomos da enzima e dos ligantes permite que as moléculas de agua se organizem
de forma otimizada ao longo da superficie da proteina, formando, assim, camadas de
solvatagdo mais estruturadas.

No controle da temperatura, utilizou-se o termostato V-rescale (BUSSI, DONADIO,
PARRINELLO, 2007) e no controle da pressdo, utilizou-se o barostato Parrinello-Rahman
(PARRINELLO, RAHMAN, 1981). Além disso, todas as ligaces que envolvem atomos de
hidrogénio no complexo foram congeladas usando o algoritmo LINCS (Linear Constraint
Solver; HESS et al., 1997). As interacdes eletrostaticas a longa distancia foram tratadas
utilizando o algoritmo PME (Particle-Mesh Ewald) (DARDEN, YORK, PEDERSEN, 1993;
ESSMANN et al., 1995) e o raio de corte aplicado para as interagdes de van der Waals e de
Coulomb foi de 1nm.

Apos a termalizacdo do sistema, realizou-se simulacdes de DM durante 20 e 40 ns,
considerando o ensemble NPT, sem qualquer restri¢do, usando tempo de integracédo de 2 fs e
um raio de corte para as interacdes a longa distancia de 10 A. As simulacdes de DM foram
finalizadas quando os valores médios de RMSD dos atomos de carbono-a da cadeia principal
da proteina e dos atomos dos ligantes/substrato, exceto os atomos de hidrogénio, nédo

variavam mais do que 1,5 A e 1,0 A, respectivamente, durante 5 ns.

3.6. ANALISE DAS SIMULACOES POR DINAMICA MOLECULAR

Ap0s a obtencdo das trajetdrias das simulag6es por dinamica molecular, utilizou-se de
diferentes programas para a analise desses resultados. A andlise de RMSD, das populac6es
(cluster) ao longo da simulacdo por DM, a extracdo de estruturas médias das trajetorias, a
andlise das distancias entre os atomos dos inibidores/substrato, proteina e cofator e a variacao
dos angulos diedros da proteina (¢, vy, y1 € y2) foram realizadas pelos mddulos g_rms,
g_cluster, trjconv, g_dist, e g_angle, respectivamente, disponiveis no programa GROMACS
4.5 (BERENDSEN, VAN DER SPOEL, VAN DRUNEN, 1995; PRONK et al., 2013; VAN
DER SPOEL et al., 2005).
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Para a analise das ligacGes hidrogénio, foi utilizado o modulo g_hbond, disponivel no
GROMACS 4.6, associado ao programa hbmap2grace (GOMES et al., 2009). O programa
Visual Molecular Dynamics (VMD) foi utilizado para visualizacdo e elaboragdo de figuras
referentes as estruturas dos sistemas (HUMPHREY, DALKE, SCHULTEN, 1996). Os
graficos de variacdo de RMSD e nimero de clusters formados ao longo das simulag¢fes foram
construidos no programa Grace (STAMBULCHIK, 1996). O gréfico da flutuacdo do desvio
da raiz média quadratica (FRMSD) 3D, ou gréafico de salsicha, foi construido no programa
MOLMOL (KORADI, BILLETER, WUTHRICH, 1996). O célculo do tempo médio das
ligacGes hidrogénio ao longo da simulacéo e do tempo médio dos contatos hidrofébicos foram

realizados utilizando um script desenvolvido durante a tese, empregando a linguagem Python.

3.7. MAPA FARMACOFORICO, TRIAGEM VIRTUAL E PROPRIEDADES
ADME/TOX

Apos a avaliacdo das principais interacfes entre os derivados éteres diarilas e a
holoenzima (InhA-cofator), selecionou-se 10 dos 57 inibidores, devido a similaridades
estruturais, onde as estruturas 3D foram alinhadas, utilizando o servidor PharmaGist
(SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2008) para criar uma hipétese farmocoforica.

ApoOs a determinacdo das caracteristicas essenciais que possam contribuir para a
interacdo ligante-receptor, realizou-se a triagem virtual de novos ligantes, utilizando o banco
de dados ZINC no servidor ZINCPharmer (KOES, CAMACHO, 2012). Para restringir o
nimero de candidatos que possam satisfazer a hipotese farmacoforica, aplicou-se pre-filtros
baseados nas caracteristicas dos 10 inibidores selecionados. Essas restricdes sao: numero
méaximo de conformacdes a ser avaliado para cada candidato (10), RMSD méaximo da
hipdtese farmacoférica (1,0 A), variacdo da massa molecular (300£100 Daltons), nimero de
ligacGes rotacionaveis (3 a 7) e numero maximo de candidatos selecionados (100) (KOES,
CAMACHO, 2012).

A partir do nimero maximo de 100 candidatos selecionados no servidor
ZINCPharmer, removeu-se todos 0s compostos que apresentam centros de quiralidade. Os
candidatos restantes foram submetidos a calculos de docagem molecular, seguindo 0 método
descrito anteriormente, sendo selecionados 0s compostos que tiveram consenso nas

pontuacdes de MolDock e Rerank.

50



Para os candidatos selecionados no estudo de docagem molecular, calculou-se as
propriedades farmacocinéticas: coeficiente de particdo 1-octanol/agua (cLogP), no servidor
Molinspiration (“Molinspiration”, [s.d.]); solubilidade em &gua (LogS), massa molecular
(MM) e area de superficie polar topoldgica (TPSA) no servidor OSIRIS Property Explorer
(“OSIRIS Property Explorer”, [s.d.]). No servidor OSIRIS Property Explorer, também foram
calculadas as seguintes propriedades toxicologicas: mutagenicidade, tumorgenicidade, efeitos
irritantes e efeitos reprodutivos.

3.8. QSAR-3D RD: CONJUNTOS DE TREINAMENTO E TESTE

Para o estudo do QSAR 3D DR, o conjunto de dados contendo os 39 compostos foi
dividido em um conjunto de treinamento com 31 compostos, incluindo o mais e 0 menos
ativo; e um conjunto de teste com 8 compostos, representando, aproximadamente, 20% do
namero total de compostos.

A divisdo dos compostos nos conjuntos de treinamento e teste utilizou o método
supervisionado de Kennard-Stone, onde 0s compostos que apresentam alta dissimilaridade em
relacdo as variaveis independentes sdo separados como conjunto de teste (SNAREY et al.,
1997). Portanto, quatro banco de dados foram criados a partir do critério de corte por
variancias BDA (variancia > 0,001), BDB (variancia > 0,005), BDC (variancia > 0,01) e BDD

(variancia > 0,05) das variaveis independentes.

3.9. CONSTRUCAO DOS MOLDELOS DE QSAR-3D

Apos a selecdo do BD que apresenta a melhor distribuicdo dos compostos do conjunto
teste, garantindo a diversidade estrutural e de atividade biologica para os dois conjuntos,
realizou-se a construcdo de novos banco de dados com novos cortes por variancia (0,03, 0,06,
0,09 e 0,12), considerando a variancia da atividade biol6gica para os compostos do conjunto
treinamento.

A seguir, esses novos BD contendo os dados de variaveis independentes em conjunto
com os seus correspondentes valores de atividade biolégica foram submetidos ao programa
Wolf, a fim de obter equacdes de QSAR-3D.

Inicialmente, foram geradas populagdes de 600, 800 e 1000 equag0es, contendo quatro

varidveis independentes selecionadas randomicamente do banco de dados. Em seguida,
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empregando a técnica GFA-PLS, efetuou-se 50000, 100000 e 500000 operacdes de
cruzamento (crossover) com probabilidade de mutacdo de 100 %. Para filtrar os dados, optou-
se por trés componentes principais para a analise por PLS. O fator de suavizac¢do (smoothing-
factor), responsével pelo ajuste do nimero de variaveis independentes, foi variado em 0,1, 0,5
e 1,0.

Utilizando esse conjunto de configuracdes, o programa Wolf gerou 270 modelos de 3
a 10 termos (variaveis independentes), selecionando-se aquelas que o nimero maximo de
termos por equacdo ndo foi superior a seis, valor que respeita a razdo de cerca de cinco
compostos do conjunto de treinamento para cada termo incluido na equacdo (KUBINYI,
1993).

3.10. SELECAO DAS MELHORES EQUACOES

As melhores equagdes para cada banco de dados, contendo no maximo seis termos
obtidos por GFA-PLS, foram selecionadas a partir do seu coeficiente de correlacdo (R?)

(Equacéo 6).

2
Z(Yobs - Ypred)

R?=1-— =
Z(Yobs - Yobs)z

(Eqg. 6)

Segundo a Equagdo 6, Yops, Ypred € Yops SA0 as respostas bioldgicas (variavel

dependente) experimentais e preditas e suas médias, respectivamente.

3.11. ANALISE DA CORRELACAO ENTRE OS DESCRITORES

Avaliou-se os coeficientes de correlagdo simples (r) entre as variaveis independentes
(ou descritores) pelo calculo da matriz de correlagcdo cruzada com a finalidade de identificar
se as variaveis estdo intercorrelacionadas. Logo, de acordo com trabalhos recentes de QSAR,
aqueles modelos altamente correlacionados sdo excluidos, evitando, assim, informacdes
redundantes (ARAUJO et al., 2011a, 2011b; LEAL et al., 2015).
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3.12. VALIDACAO EXTERNA DOS MODELOS DE QSAR-3D RD

A capacidade preditiva dos modelos de QSAR-3D foi avaliada a partir do conjunto
teste pela raiz do desvio medio quadratico da estimativa (RMSEE), segundo a Equagdo 7,

onde n é 0 nimero de compostos no conjunto teste.

_Vv 2
RMSEE = \/(Y"”S Yorea) (Eq.7)
n

3.13. ANALISE DOS OUTLIERS E DO DOMINIO DE APLICACAO

Os compostos outliers, i.e. compostos do conjunto treinamento que ndo sdo bem
preditos dentro do espaco quimico avaliado, e os que estdo fora do dominio de aplicacao, i.e.,
0 espaco amostral para o qual o modelo obtido consegue predizer a resposta biologica
(conjunto teste), foram identificados a partir dos valores residuais.

Nesse trabalho, considerou-se outliers ou fora do dominio de aplicacdo todos os
compostos cujo modulo do valor residual é maior do que o dobro do desvio padrdo da
estimativa (SEE), calculado segundo a Equacdo 8, onde n € o nimero de compostos, k é o
namero de termos do modelo e a expressdo (n-k-1) correspondente aos graus de liberdade do

modelo.

SEE = \/Z(Yobs - Ypred)2 (Eq 8)
n—k—1

3.14. CAPACIDADE PREDITIVA DO MODELO

A capacidade de predicdo do modelo foi realizada pela analise dos valores da

correlagdo de Spearman (p), segundo a Equagdo 9, onde d? é a diferenca entre cada
classificacdo de valor correspondente as respostas biologicas experimentais (x) e preditas (y)

para um determinado tamanho de amostra (n).
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A correlagdo de Spearman € classificada como ndo-paramétrica, pois ndo considera as
frequéncias das variaveis, sendo que, em geral, valores de p proximos de |1,0] indicam uma
perfeita correlagéo entre o valor experimental e o predito.

63 d?

p = 1—m (qu)
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. DADOSBIOLOGICOS

Considerando os cinco artigos (AM ENDE et al.,, 2008; FREUNDLICH et al., 2009;
LUCKNER et al., 2010; PAN et al., 2014; SULLIVAN et al., 2006), 79 derivados éteres
diarilas foram testados frente a enzima InhA, sendo que 17 ndo tiveram sua atividade
bioldgica expressa em 1Cso, resultando em 62 compostos ativos.

Nos experimentos de 1Csy, sS40 usadas concentragdes iniciais fixas do substrato
mimético, do cofator na forma reduzida (NADH) e da enzima InhA, e a concentracdo dos
inibidores séo variadas com o intuito de inibir a transferéncia do hidreto do cofator para o
substrato, resultando no cofator na sua forma oxidada (NAD+).

A falta de normatizacéo das concentragdes do substrato mimético, NADH e InhA pode
induzir a interpretacGes equivocadas da poténcia do inibidor. Por exemplo, ATV05 apresenta
ICso de 5,3 ou 50,3 nM, dependendo da concentracdo da InhA, 10 e 100 nM, respectivamente
(LUCKNER et al., 2010) ou ATV26, que para a mesma concentracdo da InhA, 100 nM,
apresenta valores de 1Cso discrepantes 236+31 nM (AM ENDE et al., 2008) e 19012 nM
(PAN et al., 2014).

A conversdo dos valores de 1Cso para pK; tem como objetivo eliminar a influéncia das
diferentes concentracGes do substrato mimético, NADH e InhA durante a comparacao das
poténcias desses inibidores. Ao utilizarmos a Eq. 5, descrita na secdo anterior, que € referente
a compostos acompetitivos, observamos que o valor de 1Csyp médio para seis compostos €
menor do que a metade da concentracdo da InhA utilizada no experimento, resultando em 56
compostos.

Para facilitar a compreensédo da relacdo estrutura-atividade, 0s compostos com valores
de pK;< 6,26 foram considerados inativos, visto que abaixo desse valor, a enzima pode estar

saturada pelo composto.
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4.2. ANALISE DAS ESTRUTURAS CO-CRISTALIZADAS COM HOLOENZIMA
(InhA-NADH)

A enzima InhA apresenta um grande numero de estruturas co-cristalizadas sem
(holoenzima) e com substrato (substrato-holoenzima) e com diferentes inibidores (inibidor-
holoenzima) (KUMAR, SOBHIA, 2013), disponiveis no banco de dados Protein Data Bank
(PDB) (Tabela 3).

Neste trabalho, 12 complexos da InhA foram utilizados: um da holoenzima (2AQ8, R=
1,92A), um substrato-holoenzima (1BVR, R= 2,80 A) e 10 EDA-holoenzima cujos codigos
PDB sdo: 2B35 (R=2,30 A), 2B36 (R=2,80 A), 2B37 (R=2,60 A) (SULLIVAN et al., 2006),
3FNF (R=2,30 A), 3FNG (R=1,97 A), 3FNE (R=1,98 A), 3FNH (R=2,10 A) (FREUNDLICH
et al., 2009), 40IM (R=1,85 A) (PAN et al., 2014), 40XY (R=2,35 A) (LI et al., 2014) e
2X23 (R=1,81 A) (LUCKNER et al., 2010). Os complexos co-cristalizados com inibidores da
classe EDA foram selecionados ap0s conversdo dos seus respectivos valores de 1Csg para pK;,
uma vez que alguns compostos apresentavam atividade bioldgica dentro do intervalo de
confianca das medidas experimentais, dificultando a determinacdo do valor de pK;.

Para facilitar a analise no sitio de ligacdo do substrato, ele foi dividido em oito
dominios: al¢a-4 inferior (LLP-4, residuos: Ser94-Pr099), alca-4 mediana (MLP-4, residuos:
GIn100-11e105), alca-4 superior (ULP-4, residuos: Asn106-Asp110), alca-5 (LP-5, residuos:
Phel149-Alal57), hélice-a-5 superior (UAH-5, residuos: Tyr158-Lys165), hélice-a-6 (AH-6,
residuos: Leul97-Val203), alca-6 (LP-6, residuos: Gly204-Gly208), e hélice-a-7 (AH-7,
residuos: Glu209-Arg225). A Figura 15 mostra esses dominios usando a estrutura
cristalografica do complexo substrato-holoenzima (InhA-NADH-THT) (PDB ID: 1BVR).
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Tabela 3. Cddigos das estruturas 3D disponiveis no Protein Data Bank, da InhA na forma
livre (Apo) ou co-cristalizada com ligantes, resolucdo e mutagoes.

Estrutura  PDBID R(A) Mutagdo | Estrutura PDBID R (A) Mutacio
Apo 2IED 2,14  S94A 1P45 2,60 -
ATRM 1,80  ----- 2B35 230 -
2AQ08 1,92 - 2B36 2,80 -
2AQH 2,01 V21I 2B37 260 -
2AQlI 2,20 T471 2X22 210  -----
2AQK 2,30 S94A 2X23 181 -
30EW 220 ----- 3FNE 198  -—---
NADH 30EY 2,00 E266T 3FNF 230 -
30F2 2,00 D266T 3FNG 197 -
4DQU 245 DI48G | oo i SFNH 280 -
4ADRE 240  ----- 40HU 1,60  -—--
4ADTI 1,90  S94A 40IM 1,85 -
4TRN 1,95  --m AOXK 1,84 -
Substrato yp\p 99 e AOXN 229  eoeme
mIimetico
1ENY 220 - 40XY 2,35 -----
NAD+ 1ENZ 2,70 S94A 40YR 230 -
5CPB 2,00 A215] 5C0OQ 2,30 A203V
171D 2,70  ----- 5CP8 2,40 A215I
21DZ 200  ----- 5CPF 3,41 A215I
2I1EQ 2,20 V21lI Fenil piridina 4R9R 290  -----
INH-NAD 21EB 2,20 S94A 4R9S 3,20 -----
2NV6 190  ----- 4UVD 182 -
2PR2 250 e 46-dimetil- — 4uvE 199 e
pirimidin-2-
4TRO 140 - ila AUVG 1,92 -
ETH-NAD  2HOI 2,20  —— AUVH 1,89 -
PTH-NAD  2NTJ 250  —— AUVI 1,73 e
P44 2,70 16-diidro  4DOR 2,75 -
2NSD 1,90  --—--- piridazina ADOS 1,64  -----
4COD 240  ----- 4BGE 2,25 S94A
40XM 2,20 ----- Piridomicina 4BGlI 2,09 S94A
Amidas 4TRJ 1,73 - 4Bl 195 -
4TZK 162  ----- oL 4BQP 189 -
ATZT 1,86 - Metil tiazol 488R 205 e
4U0J 162  -----
4U0K 190  -----
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Figura 15. Representacdo 3D da estrutura da InhA (enoil-ACP redutase do Mycobacterium
tuberculosis) ligada ao cofator (NADH; laranja) e ao substrato mimético (THT, azul) (PDB
ID: 1BVR), e uma visao proxima do sitio de ligacdo, mostrando as estruturas secundarias dos
dominios.

Ao compararmos as estruturas holoenzima (2AQ8) e substrato-holoenzima (1BVR)
(Figura 16), observa-se uma aproximacdo dos dominios AH-6/LLP-4 e LP-6/MLP-4 na
2AQ8 e um afastamento destes mesmos dominios na 1BVR. Os dominios AH-6/LLP-4
funcionam como um portdo, permitindo que o sitio de ligacdo adquira uma conformacéo
aberta ou fechada, como descrito para outros inibidores da InhA (KUMAR, SOBHIA, 2013,
2014). A movimentacdo dos dominios LP-6/MLP-4 funciona como uma tampa, permitindo o
fechamento do sitio de ligacdo acima do anel nicotinamida. A importancia dessa
movimentacdo para a InhA ainda ndo foi relatada, sendo descrita para as enzimas homdlogas
EcFabl e FtuFabl ligadas ao triclosano (MEHBOOB et al., 2010; STEWART et al., 1999).

Para avaliar se os residuos destas regifes realmente apresentam alta mobilidade,
avaliou-se o fator de temperatura normalizado para a cadeia principal (C,) da InhA (Figura
16). Na holoenzima, observa-se uma alta mobilidade nas regibes MLP-4 (principalmente do
residuo Met105) e LP-6 (principalmente dos residuos Ala206 e Leu207). No complexo
1BVR, a presenca do substrato estabiliza a regido MLP-4 e aumenta a mobilidade das regides
AH-6 e LP-6, sendo as maiores variacGes nos residuos Alal98 e Ser200. Em ambos 0s
sistemas (2AQ8 e 1BVR), as regides LP-5 e UAH-5 apresentam baixa mobilidade,

provavelmente, por seus aminoacidos estarem menos expostos ao  solvente.
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Supreendentemente, a regido AH-7 apresentou baixa mobilidade, apesar dos aminoécidos

estarem expostos ao solvente e proximo a uma regido de alta desordem.

== ]1BVR ==——2AQ8

Figura 16. (A) Sobreposicdo das estruturas 3D dos complexos 2AQ8 (vermelho) e 1BVR
(azul). (B) Grafico do fator de temperatura (fator-B) para 2AQ8 (vermelho) e 1BVR (azul).
As caixas retangulares destacam as regifes dos C, dos aminoacidos que compdem o sitio de
ligacdo do substrato.

Os 10 complexos contendo os 10 derivados EDA (Tabela 2 e Figura 14) ligados a
holoenzima foram divididos em dois grupos de acordo com as caracteristicas dos compostos.
O grupo | contém compostos em que os substituintes alquila estdo ligados ao anel fenoxila
(anel B) e o grupo Il contém os derivados que apresentam atomos de cloro ligados nas
posicdes 2 e 4 do anel B.

Ao analisarmos o grupo | (Figura 17), observa-se que o complexo 2X23, que contém
o ligante mais ativo (pK; = 9,86), é a Unica estrutura que apresenta a regido LP-6 ordenada
como uma hélice-a, sendo que os residuos Gly204 e Gly205 apresentam valores de fator-B
normalizados negativos (-1,16 e -1,24, respectivamente), provavelmente, devido a interac6es
por ligacdo hidrogénio que deixam esses residuos ordenados, diminuindo, assim, a
mobilidade. Os residuos Gly208-Glu210 apresentam fator-B normalizado maior do que 1,0
(1,01, 1,41 e 1,34, respectivamente), indicando alta mobilidade desses residuos.

O complexo 2B37, que contém o segundo composto mais ativo (pK; = 8,47), apresenta
uma falha na sua estrutura 3D, ocasionada pela falta de dados sobre as posi¢des atdmicas dos
aminodacidos da regido AH-6, provavelmente devido a alta mobilidade desses residuos.

No complexo 2B36, contendo o terceiro composto mais ativo (pK; = 7,91), a regido
AH-6 apresenta valores de fator-B normalizados acima de 1,0, indicando alta mobilidade,

como consequéncia, a estrutura secundaria € totalmente perdida.
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No complexo 40XY, a inspecdo visual dos dados cristalogréaficos obtidos do PDB
mostrou diferentes conformagfes para as cadeias laterais dos residuos Ser152, 11202, Val203
e Arg225, resultando em valores baixos do fator-B normalizado. Apesar disso, esses residuos
podem apresentar alta mobilidade. Outros residuos que apresentam alta mobilidade sdo
Met105 e os da intersecdo entre LP-6 (Ala206-Gly208) e AH-7 (Glu209-GIn216),

No complexo 40IM, os residuos GIn100-Asn106, Ser152, Argl53, Thr196-Gly208
apresentaram diferentes conformagdes com baixos valores de fator-B normalizado, exceto
para Gly205 e Leu207 (LP-6) e Gly208 e Glu209 (AH-7), que apresentam alta mobilidade.

Ao analisarmos o grupo B (Figura 18), todos os complexos, com exce¢do do 2B35,
apresentam estrutura secundaria em hélice-o. para Gly204-Ala206 da regido LP-6 e uma
regido em alca compreendendo os residuos Gly205 até Ala21l na regido AH-7. Ao
analisarmos o fator-B normalizado, observa-se que as regides dos dominios AH-6, LP-6 e 0
inicio de AH-7 (Glu209-GIn216) apresentam valores maior do que 1,0, ou seja, esses residuos
apresentam alta mobilidade. Para 2B35, observa-se 0 mesmo comportamento descrito para
2B37, sendo que a falha da estrutura 3D da proteina compreende os residuos Leul97 ate

GIn216, o que também pode indicar a alta desordem dos dominios AH-6, LP-6 e parte de AH-

B —2B36 ——2X23 40IM  ——40XY 2837

2 22 42 62 82 102 122 142 162 182 202 222 242 262

£7%

Figura 17. Sobreposicdo das estruturas 3D dos complexos 2B36, 2X23, 40IM, 40XY e
2B37 (A) e seus respectivos graficos do fator de temperatura (fator-B normalizado) (B). As
caixas retangulares destacam os C, dos aminoacidos que compdem o sitio de ligacdo do
substrato.
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B ——3FNH ——3FNE 3FNF =——3FNG 2B35

‘°jf \1 |

22 42 62 82 102 122 142 162 182 202 222 242 262

Figura 18. Sobreposu;ao das estruturas 3D dos complexos 3FNH, 2FNE, EFNF, 3FNG e
2B35(A) e seus respectivos graficos do fator de temperatura (fator-B normalizado) (B). As
caixas retangulares destacam os C, dos aminoacidos que compdem o sitio de ligagdo do
substrato.

Em conjunto, a anélise realizada para os dois grupos mostra que 2X23, 40XY e 40IM
apresentam alta ordenacdo (fator-B normalizado entre -1,0 e 1,0) da regido AH-6, sugerindo
que o portdo formado por LLP-4/AH-6 encontra-se fechado. Para 3FNH, 3FNE e 3FNG, o
dominio AH-6 apresenta alta mobilidade (fator-B normalizado < -1,0 ou > 1,0), mesmo com
0s dominios LLP-4/AH-6 proximos, sugerindo que, apesar do portdo estar fechado, a alta
movimentacdo de AH-6 expde a cavidade ao solvente.

O comportamento de abertura e fechamento de LLP-4/AH-6 é descrito na literatura
para inibidores da InhA pela andlise do fator-B (KUMAR, SOBHIA, 2013), sendo que nao foi
discutida a manutencdo ou perda da estrutura secundaria ou o aumento da flexibilidade dos
dominios LP-6, AH-6 e o inicio da AH-7.

4.3. DOCAGEM MOLECULAR
4.3.1. VALIDACAO DO PROTOCOLO DE DOCAGEM (REDOCAGEM)

Antes de realizar a docagem dos derivados EDA na enzima InhA, avaliou-se a
habilidade do programa em predizer a conformacdo e orientacdo pelo método de redocagem.
Portanto, os complexos 2X23, 40IM e 3FNE foram selecionados devido a alta resolucdo do
cristal (R < 2,0R). O complexo 3FNG também apresenta R < 2,0A, porém ele foi descartado
porque o grupo R do ligante obtido no arquivo PDB (R = ciclo-hexa-1,5-dien-ilmetila) é
diferente do descrito no experimental (R = ciclo-hexilmetila).

Os complexos selecionados apresentam o cofator oxidado (NAD+), porém, na

sobreposicdo dos complexos 2AQ8 (holoenzima) e 1BVR (substrato-holoenzima), observa-se
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que tanto NAD+ quanto NADH apresentam poses (conformacgédo/orientacdo) similares,
principalmente, proximo & regido do grupo nicotinamida, por isso, na etapa de redocagem,
considerou-se o cofator reduzido.

A Tabela 4 mostra os resultados de redocagem para os ligantes TCU, 8PC e JUS:
RMSD e nimero de ligagdes rotaciondveis (nLRot) dos ligantes, energia de interacdo ligante-
cofator (ELig-napn), ligante-enzima (ELig-inna) € ligante-residuos (Eiig-res) > 5,0 Kcal/mol.

De acordo com a Tabela 4, todos os valores RMSD sdo menores do que 2,04,
indicando que o programa foi capaz de identificar a pose observada experimentalmente para
cada complexo. Quando comparamos os valores de RMSD e o numero de ligacbes
rotacionaveis (NLigRot), observa-se que o programa apresenta boa predicdo para o ligante
8PC, sendo que ele é o que apresenta menor liberdade rotacional (NLigRot = 4). No caso dos
ligantes TCU e JUS, o aumento dos valores de RMSD esta relacionado ao aumento da
liberdade rotacional (NLigRot = 7 e 8, respectivamente). Os valores encontrados durante a
etapa de redocagem validam o protocolo de docagem, uma vez que valores de RMSD
inferiores a 2,0A sdo considerados aceitaveis (KONTOYIANNI, MCCLELLAN, SOKOL,
2004).

Tabela 4. Codigos PDB dos ligantes e valores de pK; (M) utilizados na redocagem, valores de
RMSD (A), nimero de ligacdes rotacionaveis (nLRot) dos ligantes, energia de interacio
ligante-cofator (Erignapn), ligante-enzima (Eiiginna) €  ligante-residuos  (Ejigres) >
5,0Kcal/mol.

Cadigo

(DK RMSD nLRot EpignaoH ELig-inha Elig-res
5,55 (Gly96), -5,57 (Phed?),
.y -13,81(Phel49), -23,27 (Tyr158),
(9,86) 0,91 7 -50,63 -117,88  -9,21 (Met161), -9,77 (Alal198),
! -9,27 (Met199), -6,61 (11€202),
-9,03 (Val203)
76,93 (Gly96), -5,85 (Phed?),
8PC 119,57 (Phel49), -22,46 (Tyr158),
778 004 4 ©L63 11375 550 (Met161), -11.21 (Ala198),
-13,85 (Met199)
76,71 (Gly96), -5,43 (Phed?),
1Us 115,91 (Phe149), -17,50 (Tyr158),
(7.07) 1,55 8 -51,92 -115,08  -9,84 (Met161), -6,70 (Pro193),

-12,69 (Ala198), -11,95 (Met199),
-6,81(11e202), +1,09 (Glu209)
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A Figura 19 apresenta as poses dos ligantes observadas no cristal sobrepostas a
melhor pose obtida na redocagem, onde € possivel observar que as maiores variagdes ocorrem

no substituinte do anel A.

TCU (2X23) 8PC (3FNE) JUS (401M)
}oﬁ}i W,
B O & - S o
)\{_""" ‘L > n F\ "*ﬁ \{ﬁ ();Nk_‘-f"l Q\ N 0a
o-u,sr ‘{‘A:f‘/&(i‘( ‘h’@‘& ﬁ "*7‘“‘,1 ':LJ [‘/V( {
- NADH NADH NADH
Metl61
Tyr158
Phe149 Phe97
Gly96
GI 209 AIa198
u
Va I203 le202 Met199

Figura 19. Sobreposicdo da melhor pose para os derivados TCU, 8PC e JUS obtidos na
redocagem (verde) e das poses cristalograficas no sitio de ligacdo (cinza) da holoenzima dos
complexos 2X23, 3FNE e 40IM e as principais interagdes entre a holoenzima (InhA-NADH)
e 0s compostos TCU, 8PC e JUS, respectivamente.

Para avaliar a preferéncia dos dominios que cada ligante interage, avaliou-se as
energias de interacdo entre os ligantes, cofator e os residuos do sitio de ligacdo (Tabela 4 e
Figura 19).

O composto TCU (mais ativo) é o que apresenta a menor energia de interacdo com o
cofator e a melhor energia de interacdo com Tyr158, sendo que ele apresenta maior interacdo
com os residuos do dominio AH-6 (Alal98, Met199, 11e202 e Val203), o que diminuiria a
mobilidade dessa regido. Para 8PC, o0 substituinte —CH, (2-piridinil) aumenta,
significativamente, a energia de interacdo com o dominio LP-5 (Phe149), mantendo a energia
de interacdo com Tyrl58 similar ao observado no composto mais ativo. O aumento da
interacdo com o dominio LP-5 resulta numa maior aproximacéo do cofator e uma diminuicéo
das interaces com o dominio AH-6 (Alal98 e Met199), provavelmente, resultando no
aumento da mobilidade dessa regido. O composto JUS (menos ativo) apresenta a maior

energia de interacdo com o cofator, com diminuicdo da energia de interagdo com Tyr158 e o
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dominio AH-6, quando comparado com ATV05 (Alal98, Met199 e 11e202). Além disso, este
composto apresenta intera¢6es hidrofobicas desfavoraveis para Gly219 (regido AH-7).

De fato, intera¢fes com residuos pertencentes aos dominios LP-5 (Phel49-1a157),
UAH-5 (Tyrl58 e Met161), AH-6 (Alal98, Met199, 1l1e202 e Val203) e AH-7(Leu218 e
Trp222) séo importantes para a inibigdo da enzima (FREUNDLICH et al., 2009; SULLIVAN
et al., 2006). A partir desses resultados de redocagem foi possivel observar a diminuicdo da
interacdo com o cofator e 0 aumento da interacdo com a Tyrl158, que s@o importantes para a
atividade bioldgica, enquanto que interacdes fortes com residuos da regido AH-6 podem
aumentar a mobilidade dos residuos, consequentemente, alterando a sua estrutura secundaria.

Portanto, o complexo 2X23 foi escolhido para a etapa de docagem molecular por ser o
complexo com o composto mais ativo do banco de dados deste trabalho, apresentando o sitio
de ligacdo do substrato bem definido, com baixa variacdo do fator-B normalizado, quando
comparado com 3FNE e 40IM. Alem disso, outras desvantagens de 3FNE e 401M sdo alta
mobilidade dos residuos que compdem o sitio ativo, resultando em baixa confiabilidade nas

solucgdes obtidas durante a etapa de docagem.

4.3.2. DOCAGEM MOLECULAR DOS DERIVADOS ETERES DIARILAS

A docagem molecular dos compostos ativos descritos neste trabalho visa encontrar o
melhor modo de ligagcdo dos inibidores no sitio ativo da enzima, usando a holoenzima do
complexo 2X23. No programa MVD, detectou-se a cavidade do sitio de ligacdo com um
volume de 111,10A% que engloba o ligante de referéncia e uma regido préxima ao dominio
AH-7 (Figura 20) (THOMSEN, CHRISTENSEN, 2006).
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Figura 20. Representacdo 3D do sitio de ligacdo e da cavidade onde foi realizada a docagem
molecular.

Na Figura 20, podemos observar que a cavidade se estende da regido acima do grupo
nicotinamida do cofator até a regido compreendida entre os dominios LP-5 e AH-7. Para a
escolha da pose, avaliou-se as solucdes de acordo com o valor de energia de interacdo com a
holoenzima pelas pontuacdes MolDock e Rerank.

Ao avaliarmos os compostos ATVO04, ATV06 e ATVO07, as solugbes obtidas
apresentam boa sobreposicdo no nucleo comum (Figura 21). Além disso, observamos que o
menor valor de energia de interacdo com a holoenzima tanto pela pontuacdo MolDock quanto
pela Rerank indicam a mesma solucdo, sendo, portanto, a pose preferencial para esses

compostos (Tabela 5).

’%ﬁ% i

A ‘ B

Figura 21. Sobreposicdo das cinco solucdes obtidas por docagem molecular para cada
composto: ATV04 (A); ATV06 (B); ATVO07 (C).
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Tabela 5. Valores das pontuacdes MolDock e Rerank (Kcal/mol) obtidos para as cinco
solugdes para cada um dos compostos ATV04, ATV06 e ATVO7.

4 ATV04 ATV06 ATVO7
MolDock  Rerank |[MolDock Rerank |MolDock Rerank
00  -151,83 -115,77 | -167,39 -128,57 -194,41 -148,03
01  -151,28 -113,26 | -160,59 -119,72 -193,57 -146,63
02 -147,50 -108,51 | -159,32 -118,01 -192,42 -146,09
03  -143,33 -106,54 | -154,78 -114,42 -192,41 -144,94
04  -141,38 -106,27 | -153,93 -94,92 -191,07 -144 57

A maioria dos compostos em que o anel B ndo é substituido, monossubstituido,
dissubstituido ou o anel B é heteroaromatico apresenta a mesma conformacdo e orientacao
dentro do sitio ativo, interagindo, principalmente, com Tyr158 e NADH e com os dominios
LP-5 (Phel49, Prol56 e Alal57), UAH-5 (Metl61) e AH-6 (Alal98, Met199, 11e202 e
Val203) (Figura 22).

Para ATV44 e ATV19, observamos que o modo de ligacdo desses compostos é
diferente dos demais da classe EDA. No caso do ATV44, a presenca do anel aromatico
isoxazol ligado ao anel B impede que ele interaja com os residuos préximos aos dominios
LLP-4 e LP-6, alterando a orientacdo dentro do sitio de ligacdo de forma que o anel A ocupe
essa regido (Figura 22).

No caso do ATV19, a presenca do grupo 4-piridina no anel A e do grupo ciano no anel
B, introduz duas regifes na molécula capazes de interagir com a holoenzima como aceptor de

ligacdo hidrogénio, resultando em dois modos de ligacédo distintos (Figura 22).

Ao analisarmos as poses obtidas pela pontuacdo MolDock, o inibidor estd mais
deslocado para as regides AH-7 e LP-5, onde a interacdo por ligacdo hidrogénio ocorre entre
0 anel 4-piridina e a Tyr158 (O-H...N) e com o0 cofator (O-H...N). No caso da solucéo obtida
pela pontuacdo Rerank, observamos que o anel 4-piridina realiza interagdes por ligacao
hidrogénio com GIn214 (N-H...N), enquanto o grupo ciano interage por ligagdo hidrogénio
com o cofator (O-H...N). Portanto, as duas poses serdo avaliadas pelo método de dinamica
molecular a fim de identificar alteracdes no sitio de ligacdo que possam indicar o modo de

ligacdo prioritario.
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Figura 22. Modo de ligacdo dos EDA. (A) Compostos sem substituintes no anel B,
monossubstituidos, dissubstituidos e heteroaromaticos; (B) ATV44; (C) ATV19 (Moldock);
(D) ATV19 (Rerank).
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4.4. ESTUDOS POR DM

O estudo de docagem molecular foi importante para observar a conformacdo e
orientacdo dos inibidores dentro do sitio de ligacdo quando a enzima esta na sua forma
fechada. Infelizmente, ndo foi possivel determinar diferencas entre as interacdes que possam
ser correlacionaveis com a atividade biologica dos inibidores, por isso, estudos de DM foram
realizados com o intuito de avaliar o comportamento das poses obtidas para 0s complexos

InhA-NADH-inibidor em funcéo do tempo de simulacgéo.

4.4.1. ANALISE COMPARATIVA DA HOLOENZIMA (2AQ8) E DA
HOLOENZIMA-SUBSTRATO (1BVR)

Como a movimentacgdo da cadeia lateral influencia a pose, iniciamos o estudo de DM

comparando duas estruturas cristalogréaficas, uma onde a enzima apresenta uma conformacao
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fechada sem o ligante (2AQ8) e outra onde a enzima apresenta uma conformacéo aberta com
0 substrato mimético (1BVR).

A estabilidade estrutural dos complexos 2AQ8 e 1BVR foi avaliada de acordo com a
variacdo do RMSD durante o tempo de simulacdo. Recentemente, diversos estudos de DM
com a InhA tem demonstrado que tempos de simulacdo entre 5 e 50 ns sdo suficientes para
obtencdo de dados significativos sobre a movimentagcdo de cadeias laterais (GAO, YANG,
ZHU, 2010; KAMSRI et al., 2014a, 2014b; KUMAR, SOBHIA, 2013; NTIE-KANG et al,,
2014; PUNKVANG et al., 2010; YANG et al., 2011). Nesses estudos, em geral, 0s autores
consideram a sistema estavel quando o RMSD da cadeia principal da proteina alcan¢a um
valor constante.

Ap0s obter as trajetorias (Figura 23), a cadeia principal, o cofator e o substrato foram
agrupados usando o algoritmo Gromos (DAURA et al., 1999), usando o valor de RMSD
obtido como valor de corte. Nesta analise, a estrutura que apresenta mais vizinhos € definida
como o centro do cluster, portanto, a interacdo ligante-receptor pode ser relacionada com
poucos modos de ligacéo.

No caso da cadeia principal, RMSD < 1,5 A resulta em um baixo ndmero de
agrupamentos tanto para a holoenzima (5 grupos) quanto para o holoenzima-substrato (3
grupos), onde o cluster mais populoso contém mais de 80% das conformacdes (88,4% e
88,6%, respectivamente).

Ao compararmos as estruturas médias de 2AQ8 e 1BVR (Figura 23), observa-se a
perda da estrutura secundaria dos dominios AH-6 e AH-7 na presenca do substrato mimético,
que também é resultado da aproximacdo do grupo nicotinamida da ligacdo dupla (C=C) do

substrato (Figura 23).
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Figura 23. Grafico de RMSD para os complexos 2AQ8 e 1BVR com suas respectivas
representacdes do cluster mais populoso para os 5ns finais de simulagéo.

Para avaliar a mobilidade estrutural da proteina no cristal e na estrutura media obtida
por DM, comparamos o0s valores de fator-B obtido por difracdo de raios-X (experimental) e
calculado. O complexo 2AQ8 apresenta uma alta estabilidade nos residuos (C,) mais internos
do sitio de ligacdo do substrato, enquanto os residuos Pro107-Aspl110, e Glu209, Glu210,
Ala213 e GIn216 apresentam maior mobilidade devido a exposicao ao solvente (Figura 24).

A presenca do substrato no sitio de ligacdo (1BVR) diminui a mobilidade do dominio
ULP-4, quando comparado com a holoenzima, mas aumenta a mobilidade do dominio LP-6 e
da regido inicial de AH-7 (Glu209-Ala213), devido ao alto grau de liberdade conformacional
do THT (Figura 25).

Para avaliar a mobilidade na auséncia e na presenca do substrato, calculou-se a
diferenca do fator-B entre os complexos holoenzima e holoenzima-substrato, sendo que na
auséncia de substrato, os residuos Pro107-Phel09 apresentam maior mobilidade, enquanto
que os dominios LP-6 e a regido inicial de AH-7 adquirem alta mobilidade quando o substrato

esta ligado (Figura 26).
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Figura 24. Gréfico da variacdo do fator-B experimental e calculado para o complexo 2AQ8.
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Figura 25. Grafico da variacdo do fator-B experimental e calculado para o complexo 1BVR.
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Figura 26. Grafico da diferenca de variacdo do fator-B calculado para o complexo 2AQ8 e
1BVR. Os retangulos mostram as regides que comp&em o sitio de ligacao.

A analise do RMSD espacial (Figura 27) mostra que o aumento da mobilidade na
presenca do substrato ocasiona a desnaturacdo parcial do dominio AH-6 que assume uma
conformacédo helice-3;p (Leul97-Ser200), enquanto o dominio AH-7 apresenta desnaturacéo
parcial entre Glu209-11e215. No complexo 1BVR, o substrato mimético THT parece

influenciar na mobilidade de LP-6 e AH-7 sem alterar a estrutura secundaria de AH-6.
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Figura 27. Grafico do RMSD espacial para os 5ns finais de simulacdo dos complexos (A)
2AQ8 e (B) 1BVR. Vermelho = hélice-a; ciano = folhas-f; cinza = al¢a.

A maior mobilidade da intersecdo entre LP-6 e AH-7 (Gly204-1le215), que parece
funcionar como uma tampa, aumenta ou diminui a exposi¢do dos residuos cataliticos (Lys165,
Phel49 e Tyr158) e do grupo nicotinamida do cofator, facilitando ou dificultando o acesso de
solvente ao sitio de ligacdo. Esse comportamento foi descrito para as enzimas homdlogas
EcFabl-NADH-TCL e FtuFabl-NAD-TCL (MEHBOOB et al., 2010; STEWART et al.,
1999), enquanto que para a InhA, existe uma divergéncia se a abertura/fechamento do portdo
formado pelas regides LLP-4/AH-6 esta correlacionada as formas aberta e fechada da enzima
(KAMSRI et al., 2014a; KUMAR, SOBHIA, 2013, 2014; PAN et al., 2014).

Para monitorizar a abertura/fechamento do portdo (LLP-4/AH-6) e da tampa (MLP-
4/LP-6) que caracteriza os diferentes estados conformacionais da enzima, foram medidas as
distancias interatbmicas entre os atomos de C, dos pares Phe97/Alal98 (LLP-4/AH-6) e
Ile105/Ala206 (MLP-4/LP-6) durante os 5ns finais de simulacdo, que estdo representados
sobrepostos na Figura 28. As distancias entre LLP-4/AH-6 e MLP-4/LP-6 sdo menores na
holoenzima (9,71 A e 7,19 A, respectivamente) do que no complexo substrato-holoenzima
(14,95 A e 10,06 A, respectivamente), indicando uma conformacéo fechada para o complexo
InhA-NADH, onde a tampa protege a cavidade de ligacdo do substrato. No caso do complexo
INhA-NADH-THT, observamos uma conformacdo aberta que deixa o substrato exposto a
interac6es com o solvente devido a distancia entre os dominios MLP-4 e LP-6.

Ao analisarmos as estruturas médias para os clusters mais populosos dos complexos

holoenzima e InhA-NADH-substrato, o InhA-NADH apresenta quatro interacoes por ligacéo
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hidrogénio, sendo que duas moléculas de agua realizam interacdo por ligagdo hidrogénio

reforcada por carga com Lys165 por um tempo de persisténcia > 90% (Figura 28).

Figura 28. Representacdo das estruturas médias para os clusters mais populosos dos
complexos 2AQ8 (A) e 1BVR (B), destacando a triade catalitica e as moléculas de &gua numa
visdo frontal (C) e ap6s um giro de 180° (D).

Na presenca do THT (Figura 28), observamos cinco moléculas de agua interagindo
com a proteina por ligacdo hidrogénio, sendo que duas moléculas de dgua proximas a Lys165
apresentam o mesmo comportamento descrito na holoenzima, com tempos de persisténcia
também superiores a 90% do tempo de simulagdo. Além disso, observamos ligacOes
hidrogénio mediadas por agua entre os residuos Leu207 e Gly208 (95 e 89%,
respectivamente) e Gly221 e Asp223 (89 e 94%, respectivamente), responsaveis pela alta
mobilidade descrita na analise do RMSD espacial, resultando na perda da estrutura secundéaria
de AH-7.

Outro fato interessante é que o cofator altera sua conformagdo na presenca do
substrato, assumindo uma conformacdo dobrada, diferente da conformacdo estendida
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observada na holoenzima, indicando que esta mudanca conformacional favorece a
aproximacao do grupo nicotinamida da ligacdo dupla (C=C) do substrato, arranjo espacial que
ird favorecer a transferéncia de um hidreto para a ligacdo dupla do substrato mimético.

Ao analisarmos a Figura 29, observamos que os residuos Phel49 e Tyrl58
apresentam alteracdes conformacg6es importantes na auséncia (2AQ8) ou presenca (1BVR) do
substrato ligado no sitio de ligacdo. O residuo Phel49, segundo ROZWARSKI e
colaboradores (1999), tem a funcdo de limitar a cavidade hidrofobica, forgando o substrato
mimético a assumir uma conformagdo em “U”, além de controlar a entrada de moléculas do
solvente na cavidade. O residuo Tyr158, é responsavel pela estabilizacdo do enolato proposto
como intermediario formado logo ap6s a etapa de transferéncia de hidreto, deslocando ~60°
para fora do sitio de ligacdo na presenca do substrato (ROZWARSKI et al., 1999).

De fato, o residuo Phel49 realiza uma tor¢céo de aproximadamente 45°, permitindo que
0 substrato realize uma interacdo hidrofobica do tipo sigma-pi, além de aumentar o volume da
cavidade, acomodando melhor substratos com cadeia alifatica maiores. Além disso, a
mudanca conformacional permite que uma molécula de agua interaja com a Metl55 por
ligacdo hidrogénio (84% de persisténcia), localizada no dominio UAH-5 (Figura 29).

No caso da Tyrl58, ela realiza um movimento de saida da cavidade de ligagéo,
permitindo que o substrato se acomode préoximo ao cofator. Esse movimento foi descrito
primeiro por ROZWARSKI e colaboradores (1999) e depois por SHIRUDE e colaboradores
(2013), como sendo fundamental para 0 aumento da atividade biologica. Portanto, avaliou-se
a distribui¢do dos angulos diedros ¢ (Phi; Ci.1-Ni-C;-Ci), v (Psi; Ni-Cqi-Ci-Ni+1), 1 (Chil; N;j-
Co-Cp-Cy) e x2 (Chi2; C,-Cy-Cy-Cs1) dos residuos Phel49 e Tyr158 (Figura 29).

Para o residuo Phel49, observamos que a presenca do substrato promove
deslocamento da cadeia principal, permitindo que o plano do anel aroméatico adquira uma
orientacdo perpendicular ao C, (y2), evitando colisdes estéricas com a cadeia principal da
proteina. Esse deslocamento provoca um aumento da mobilidade dos residuos que compde o
dominio UAH-5, provavelmente, devido a troca da interacdo na ligacdo hidrogénio entre
Met155(0) e Tyrl58(N), com 71% de persisténcia, por outra entre Met155 e uma molécula
do solvente (Met155-HOH, 84,2%).

A perda da interacdo via ligacdo hidrogénio entre Met155-Tyr158 pode ser notada
pelo aumento da mobilidade do diedro ¢ da Tyr158, onde esse angulo de torcéo passa a variar
de -90° a -150° aproximadamente. No caso do diedro w, esse angulo passa de

aproximadamente, -30° para +30° indicando a saida da cadeia secundaria da Tyrl58 do
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interior da cavidade para a periferia. Essa mudanca de conformagdo é acompanhada pela
perda da ligacdo hidrogénio com Met161 (80,0%), sendo substituida pela interacdo por
ligacdo hidrogénio com o substrato (87%). Para os diedros y; e y2, Observamos pequenas
diferencas na disposi¢do da cadeia lateral, onde para y; existe uma disposi¢do de ~90° tanto
na holoenzima (87,0°) quanto na substrato-holoenzima (75,4°). No caso do diedro yx», a
interagdo com o substrato promove diminui¢do do valor de y, de 57,8° para 35,4°, forcando a
cadeia lateral a assumir uma conformacéo quase eclipsada com a cadeia principal, que seria

desfavoravel devido as colisoes estéricas.
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Figura 29. Representacdo grafica da mobilidade dos residuos Phel49 e Tyrl58 considerando
os diedros ¢, v, y1 € x2 nos complexos 2AQ8 (verde) e 1BVR (laranja).

De fato, as movimentacdes de Phel49 e Tyrl58 sao criticas para a interacdo ligante-
enzima, sendo que o aumento do sitio de ligacdo favorece um maior nimero de contatos entre
o ligante e a enzima, porém, a saida da Tyr158 ¢é desfavoravel estericamente, apesar de manter
uma interacao via ligacdo hidrogénio que se contrapde a interacdo desfavoravel.

Os sistemas holoenzima e holoenzima-substrato séo exemplos onde diversos fatores

podem influenciar na afinidade da enzima, como perda de estrutura secundéaria, aumento de

75



interacbes com o solvente e movimentagdes desfavoraveis, principalmente, aquelas

relacionadas ao residuo Tyr158.

4.4.2. ANALISE DAS MODIFICACOES ESTRUTURAIS NAS SIMULACOES DE
DM PARA HOLOENZIMA-INIBIDORES

Nas simulacdes de DM dos sistemas holoenzima-inibidores, foram utilizadas como
estruturas de partida os complexos dos EDA com as coordenadas da InhA, obtidas do
complexo 2X23, que contém o composto mais ativo da série. Portanto, uma analise preliminar
comparando este complexo com a holoenzima revelou que enzima, cofator e inibidor
estabilizam antes dos primeiros 10ns, sendo que os critérios estabelecidos s6 foram
alcangados apds 25ns de simulagéo (Figura 30).

Ao analisarmos a estrutura média obtida nos ultimos 5ns de simulacdo, observamos a
manutengdo da estrutura secundaria dos dominios AH-6 e AH-7, onde as distancias médias
referentes entre os dominios LLP-4/AH-6 e MLP-4/LP-6 foram 9,12 e 6,16A,
respectivamente, indicando que o complexo apresenta uma conformacdo similar a da
holoenzima, ou seja, fechada.

A seguir, comparou-se a mobilidade dos residuos do complexo InhA-NADH-ATV05
pela diferenca do fator-B calculado entre os complexos 2AQ8 e 2X23 (Figura 31),
demonstrando que as regifes que compdem o sitio de ligacdo estdo mais estabilizadas do que
na holoenzima, exceto na intersecdo LP-6/AH-7, na qual o Gly212 apresenta mobilidade
moderada. Esta estabilidade pode ser verificada quando avaliamos o RMSD espacial do C,,

quando realmente se observa uma mobilidade moderada na intersecdo LP-6/AH-7.
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Figura 30. (A) Grafico de RMSD para o complexo 2X23 (holoenzima-ATV05) durante os
30ns de simulacdo. (B) Estrutura média do cluster mais populoso do complexo 2X23 durante
os 5ns finais. (C) Representacdo do RMSD espacial do complexo 2X23.
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Figura 31. Gréfico da diferenca de variagdo do fator-B calculado para os complexos 2AQ8 e
2X23.
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Portanto, o complexo 2X23 seria a situagdo onde o inibidor possui maior afinidade
pela enzima, por isso, durante o estudo de docagem molecular ndo foi possivel detectar
diferencas importantes, além da orientacdo e conformacgdo no sitio ativo, que pudessem ser
correlacionadas com a atividade bioldgica.

Ao analisarmos as interacdes via ligacao hidrogénio nas estruturas secundérias do sitio
de ligacdo no complexo InhA-NADH-ATVO05, observamos interacbes entre os dominios
ULP-4 e LP-6 (Ile105N...Ala2060) com tempo de persisténcia de 80%. Além disso, a
interacdo por ligacdo hidrogénio entre Glu210N...Gly2040 (74,5%) diminui a mobilidade
dos seis residuos que compde essa volta, justificando a aproximacdo dos dominios MLP-
4/LP-6.

Ao analisarmos a interacdo da enzima com o solvente, observamos a presenca de
moléculas de agua fora da cavidade, o que justificaria a baixa mobilidade dos C, e a
manutencdo das estruturas secundarias de AH-6 e AH-7 (Figura 32).

Figura 32. Representacdo da estrutura média para o cluster mais populoso do complexo
INnhA-NADH-ATV05 (2X23), destacando a triade catalitica e as moléculas de agua, numa
visdo frontal (esquerda) e apds um giro de 90° (direita).

Ao comparamos a movimentacdo da Phel49 nos complexos holoenzima e InhA-
NADH-ATVO05 (Figura 33), observamos que quase ndo ha alteracdo do diedro ¢, visto que a
cadeia principal desse residuo interage fortemente com Aspl48 por ligacdo hidrogénio,
diminuindo a mobilidade desse diedro. No caso do diedro y, o valor do angulo de torcao
passa de 30° para 120° um aumento de cerca de 90° permitindo a interacdo da cadeia
principal da Phel49 com Tyr158 (TyrOH...Phe1490, 87,9%). A variagdo do diedro 2 (de
~50° para -90°), onde o anel aromético adquire uma orientacdo perpendicular ao C,, ocorre

para evitar possiveis colisbes estéricas com a cadeia principal da proteina, como relatado para
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0 substrato. A interacdo por ligacdo hidrogénio entre Phel49 e Tyr158 diminui a mobilidade
dos residuos da alga, além de facilitar a interagdo por ligagdo hidrogénio entre
Tyr158N...Met1550 (79,0%), conferindo mais rigidez ao dominio UAH-5.

No caso dos angulos de tor¢do da Tyrl158, o diedro ¢ passa de -150° para -90°,
adquirindo uma conformacédo ortogonal (~90°), com reducdo da mobilidade, permitindo a
interacdo da cadeia lateral com a cadeia principal de Phe149. O diedro y passa de 30° para -
30°, indicando a saida da cadeia lateral para o exterior da cavidade com a manutengdo da
ligacdo hidrogénio com Met161 (Met161N...Tyr1580, 84,0%). N&o ha alteracdo significativa
na disposicdo das cadeias laterais diedros y1 € 2.
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Figura 33. Comparacdo da mobilidade dos residuos Phe149 e Tyr158 referente aos diedros ¢,
v, %1 € y2 para 0s complexos 2AQ8 (verde) e InhA-NADH-ATVO05 (laranja).

Com o intuito de facilitar a compreensdo das alteracBes que cada inibidor possa
promover na InhA-NADH, utilizou-se o mesmo critério adotado durante o estudo de docagem
molecular, separando as moléculas em grupos e avaliando as modificacdes pontuais que por
ventura possam ocorrer.

Ao compararmos 0s complexos com os inibidores ATV06 (pK; = 8,47 M), ATV04
(pKi = 8,11 M) e ATVO03 (pK; = 7,91 M), que sdo 0s mais ativos dos compostos sem
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substituinte no anel B, observaram-se diferencas significativas entre as estruturas médias para
0S agrupamentos mais populosos (Figura 34).

De fato, o0 aumento da cadeia lateral do substituinte alquila ligado a posi¢édo 5 do fenol
(anel A) induz a perda da estrutura secundaria do dominio AH-6, como no caso do ATV06
(R= octila), enquanto que o inibidor ATV04 (R = hexila) mantém, parcialmente, a estrutura.
No caso do inibidor ATVO03 (R = pentila), apesar do dominio AH-6 ter perdido a estrutura
secundaria, observaram-se interagdes fortes por ligacdo hidrogénio entre 0s residuos
Thr1960...Ser200N (94,6%), Met1990...Val203N (98%), 11e2020...Leu207N (94,4%),

indicando que esta regido mantém uma conformacéo proxima a uma hélice-a.

OH OH OH
\© H,C \© HsC

ATV06 (pK; = 8,47 M) ATV03 (pK; = 7,91 M)

LLP-4/AH-6 d=9,47 LLP-4/AH-6 d=10,83 LLP-4/AH-6 d=9,63
MLP-4/LP-6 d=6,82 MLP-4/LP-6 d=7,83 MLP-4/LP-6 d=7,09
Figura 34. Representacdo da estrutura média para o cluster mais populoso dos complexos

holoenzima-inibidor (ATV06, ATV04 e ATV03), com suas respectivas distancias (d, A) do
portdo (LLP-4/AH-6) e da tampa (MLP-4/LP-6).

Ao analisarmos as distancias medias referentes aos dominios LLP-4/AH-6 e MLP-
4/LP-6 (Figura 34), o sitio de ligacdo encontra-se numa conformacdo fechada, pois os valores
obtidos sdo proximos ao descrito para a holoenzima. Contudo, a diferenca de mobilidade da
holoenzima com o complexo InhA-NADH-ATV06 (Figura 35) mostra que o sitio de ligacdo
apresenta alta estabilidade quando comparado com a holoenzima, exceto para os residuos
Aspl10 e Glu209, enquanto que no complexo InhA-NADH-ATV04, os residuos dos

dominios AH-6 e LP-6 apresentam maior mobilidade do que na holoenzima. No caso do
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complexo InhA-NADH-ATV03, a enzima apresenta maior mobilidade nas regides MLP-4
(101 e 105) e ULP-4 (107-110) (Figura 35).

[

_g_w

5_? |
s

1

)

=3

;{

2

TR [N TR N TR N TR ST N S S S T S o T Ty 1y |

_;lllllllllxl[lll _“llllll[!lllllll _‘;IlllllllllllllIIILIlIIll]IJ

T 95 100 105 110 T 150 155 160 165 ’ 203 210 217 224
— InhA-NADH-ATV06 = InhA-NADH-ATV04 -~ InhA-NADH-ATVO03

Figura 35. Gréafico da diferenca de variacdo do fator-B calculado para entre 0s complexos
2AQ8 e holoenzima-inibidor (ATV06, ATV04 e ATV03). Os retangulos mostram as regides
que compdem o sitio de ligacao.

Ao analisar o complexo holoenzima-ATV06 (Figura 36), observamos ligacOes
hidrogénio mediadas por agua entre o inibidor e os residuos Gly204N (97%), 11e202N
(88,4%) e Met1030 (79%), que sdo responsaveis pela mobilidade de Glu209. E interessante
observar que a interacdo do solvente com Gly204 e 11e202 contribui para a perda da estrutura
secundaria do dominio AH-6, entretanto, a interacdo ligacdo hidrogénio mediada por agua
com Met103 (79%) diminui a mobilidade desta regido. Portanto, a interacdo media por agua
entre 0os dominios LP-6 e MLP-4 diminui a mobilidade da cadeia principal no complexo
holoenzima-ATV06 em comparacdo com a holoenzima, além de manter a conformacédo da
enzima fechada.

A mobilidade do dominio UAH-5 é baixa porque o residuo Asp150 participa de duas
interacdes mediadas por agua: Aspl50-HOH-Argl153 (78% e 91%) e Aspl150-HOH-Ala191
(81% / 95%)).
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Figura 36. Representacdo das interacfes por ligacdo hidrogénio mediadas por agua entre o
inibidor e a enzima no complexo holoenzima-ATV06.

No caso do complexo holoenzima-ATV04, cujo inibidor é andlogo ao composto mais
ativo, observamos a presenca de moléculas de agua no interior do sitio de ligacdo mediando
interacdes por ligacdo hidrogénio com Tyrl580H (98,8%) e Aspl500 (94,4%) e entre
Trpl60N (94,2%) e Glyl020 (82,6%) (Figura 37). Estas interacbes com a agua nao
influenciam na manutencdo ou perda de estrutura secundaria, sendo que nenhuma outra
interacdo relevante foi identifica que pudesse explicar a alta mobilidade dos residuos Gly208,
Glu209 e Glu210.
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Figura 37. Representacdo das intera¢fes por ligacdo hidrogénio mediadas por &gua entre o
inibidor e a enzima no complexo holoenzima-ATV04.

No caso do complexo com o inibidor ATV03, também foram observadas duas
moléculas de solvente, sendo que uma das interaces por ligacdo hidrogénio mediada por
agua é a mesma relatada para o complexo com o inibidor ATV04, envolvendo os residuos
Trpl60N (92%) e Gly1020 (77%), mas com um tempo um pouco menor de persisténcia. A
outra interacdo mediada pelo solvente envolve os residuos cataliticos Tyr1580H (99%) e
Lys165NZ (95,6%), sendo uma interacdo mais forte porque é reforcada por carga (Figura
38).

L
902

Figura 38. Representagdo das intera¢fes por ligacdo hidrogénio mediadas por agua entre o
inibidor e a enzima no complexo holoenzima-ATV03.

A analise do angulo de tor¢do ¢ do residuo Phe149 mostra que todos os complexos

apresentam a mesma estabilidade descrita para o sistema holoenzima, devido as interagdes por
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ligagdo hidrogénio de sua cadeia principal com Asp148 que pertence a estrutura secundéria de
uma folha-p (Figura 39).

No complexo holoenzima-ATVO06, observamos que o diedro w do residuo Phel49
varia aproximadamente 90° enquanto que nos complexos InhA-NADH-ATV04 e InhA-
NADH-ATV03 a variagdo é de aproximadamente 120° indicando uma conformagao
antiperiplanar. A diferenca entre estas conformacgdes facilita a interacdo de Tyr158 com &gua,
sendo que ndo sdo observadas interacOes entre Phel49 e Tyr158 no complexo com o inibidor
ATVO06. Para os diedros y1 e Y2, as alteracbes observadas sdo as mesmas descritas
anteriormente, o anel aromatico da Phel149 adquire uma orientacdo perpendicular ao carbono-
a, facilitando a acomodacdo da cadeia alifatica do inibidor.

No caso dos angulos de tor¢ao ¢ e y da Tyrl58, a auséncia de moléculas de agua
proximas a alca (formada pelos residuos Phel49 e Tyr158) permite que a Tyrl58 realize o
movimento de saida do interior do sitio de ligacdo, visto que as variacfes observadas no
complexo holoenzima-ATVO06 s&o similares as do complexo holoenzima-ATV05. No caso
dos complexos INhA-NADH-ATV04 e InhA-NADH-ATVO03, a presenca de moléculas de
agua mediando interacdes via ligagdo hidrogénio entre Tyr158-Aspl150 e Tyrl58-Lys165,
permite que a Tyrl58 assuma uma posicao intermediaria no sitio de ligagdo, onde uma
conformacdo gauche (-60°) do diedro ¢ favorece a saida desse residuo, enquanto que uma
conformacéo aintiperiplanar (-150°) do diedro ¢ favorece a entrada da Tyr158.

Para os diedros y1 € 2, ndo ha diferencgas significativas na disposicao da cadeia lateral,
evidenciando a importancia nas variacdes dos diedros ¢ ¢ y dos residuos Phel49 e Tyrl58

para a determinacdo da interacdo com o solvente e da posicdo relativa da Tyr158.
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Figura 39. Comparacdo da mobilidade dos residuos Phe149 e Tyr158 referente aos diedros ¢,
w, Y1 € 2 para os complexos 2AQ8 e holoenzima-inibidor (ATV06, vermelho); ATV04, verde

e ATV03, azul).

Para o grupo dos compostos monossubstituidos no anel B, avaliamos ATV33

(pKi=8,26M), que apresenta o grupo amino (doador de densidade eletrbnica por ressonancia),

ATVAT (pKi=8,04 M), que possui o grupo CF3z (um bioisostero do CH3, mas que € retirador

de elétrons por efeito indutivo), e ATV30 (pKi= 7,22 M), que apresenta 0 grupo NO, (um

retirador de densidade eletrénica por efeito indutivo e de ressonancia) (Figura 40).
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Figura 40. Representacdo da estrutura média para o cluster mais populoso dos complexos
holoenzima-inibidor (ATV33, ATV47 e ATV30) com suas respectivas distancias (d, A) entre
0 portdo (LLP-4/AH-6) e da tampa (MLP-4/LP-6).

Ao analisarmos a estrutura meédia do agrupamento mais populoso, todos os complexos
apresentam o dominio AH-6 estavel e as distancias medias referentes aos dominios LLP-
4/AH-6 e MLP-4/LP-6 apresentam valores proximos aos da holoenzima. No complexo InhA-
NADH-ATV33, observamos um interagdo por ligacdo hidrogénio entre Gly205-Gly208
(76%), aumentando a mobilidade da regido Gly205-Ala213, enquanto que no complexo InhA-
NADH-ATV49, ndo ha a formacéo da volta-f, diminuindo a mobilidade da regido Gly205-
Gly208 (Figura 41).

No complexo InhA-NADH-ATV47, ndo foi observada a interacdo por ligacdo
hidrogénio entre os dominios LP-6 e AH-7, no entanto, os residuos Glu209-Ala211
apresentam maior mobilidade do que na holoenzima. Além disso, os dominios MLP-4 e LP-6
interagem por ligagdo hidrogénio (Ilel105N...Ala206, 99%) da mesma forma que no
complexo InhA-NADH-ATVO05, por isso, os dois complexos apresentam valores de distancia
da tampa (MLP-4/LP-6) similares. Para o complexo InhA-NADH-ATV30, observamos a
interacdo por ligacdo hidrogénio entre a cadeia principal dos dominios LP-6 e AH-7
(Gly214N... GIn2040; 97%) e entre a cadeia principal Leu207 e a cadeia lateral de Gly214
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(84%). Apesar da interacdo adicional entre Leu207 e Gly214, ela ndo € suficiente para

diminuir a mobilidade da volta com dez aminoacidos (GIn204-Gly214).
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Figura 41. Gréafico da diferenca de variagédo do fator-B calculado entre os complexos 2AQ8 e
holoenzima-inibidor (ATV33, ATV47 e ATV30). Os retangulos mostram as regides que
compdem o sitio de ligacéo.

Ao analisarmos a interacdo da holoenzima com o solvente (Figura 42), observamos a
presenca de agua no interior do sitio de ligacdo do complexo InhA-NADH-ATV33, onde uma
das moleculas de agua interage com a cadeia principal dos residuos Gly102 (97,2%), Alal57
(98,6%) e Met161 (91,2%) e a outra com a cadeia principal de Ser123 (97,8%) e a cadeia
lateral da Lys165 (99,4%). No caso de InhA-NADH-ATV30, também foram observadas duas
moléculas de agua, a primeira interagindo com Aspl50 (85,8%) e Alal91 (80,6%) e a
segunda interagindo com Ser123 (82,2%) e a cadeia lateral da Lys165 (100%), enquanto que

no complexo INhA-NADH-ATV47, ndo foi observada a entrada de agua no sitio de ligacéo.
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Figura 42. Representacdo das interagdes por ligacdo hidrogénio mediados por agua nos
complexos (A) InhA-NADH-ATV33 e (B) InhnA-NADH-ATV30.

Ao avaliarmos os angulos diedros de Phel49, observamos que todos os complexos
mantém a mesma movimentacao descrita para 0s compostos anteriores, onde destacamos 0
diedro v que mantém a conformacéo eclipsada (~120°) observada na presenca dos inibidores,
impedindo a interagdo do solvente com o LP-5 (Phel49-Alal57) (Figura 43).

No caso dos angulos diedros do residuo Tyr158 no complexo InhA-NADH-ATV33, a
perda da interacdo por ligacdo hidrogénio Tyr158-Metl161 promove a conformacao eclipsada
para o diedro v, indicando que a saida desse residuo ndo ¢é favoravel. No complexo InhA-
NADH-ATV30, a interacdo mediada por agua parece ndo influenciar na conformacao da
Tyr158, visto que o diedro v, proximo de -30°, leva a uma situagdo menos eclipsada do que a
descrita anteriormente. No caso dos complexos InhA-NADH-ATV47 e InhA-NADH-ATV49,
a auséncia de moléculas de dgua nos dominios LP-5 e UAH-5 resulta em uma conformacéo
mais alternada (diedro ), levando a uma situacdo onde a saida da Tyrl58 é favorecida
(Figura 43).

88



Phe149 Diedro ¢

Phe149 Diedro x,

0.1 ——

0.05 —

T

0.l —r——

0,05 —

Tyr158 Diedro ¢

Ol ——7—

0,05

Tyr158 Diedro Y

il Ag&

-180 -120 -60

Figura 43. Comparacdo da mobilidade dos residuos Phe149 e Tyr158 referente aos diedros ¢,
w, Y1 € ¥z para os complexos 2AQ8 (verde) e holoenzima ligado ao ATV33 (A, vermelho),

T T T T T T T T 7

ol L L
-180 -120 -60 0 60 120 180

— InhA-NADH-ATV33  — InhA-NADH-ATV47

ATV47 (B, laranja) e ATV30 (C, amarelo).

Para o grupo dos compostos dissubstituidos no anel B, a variagdo do substituinte na
posicdo 5 do anel A ndo resulta em alta afinidade pela enzima. De fato, a maioria desses
compostos apresenta atividade intermediaria, pK; entre 7,93 a 7,09M. Assim, analisamos 0s
dois compostos mais ativos deste grupo, ATV23 e ATV17, com pK; de 7,93M e 7,78 M,

respectivamente, que apresentam grupos volumosos, contendo anéis aromaticos com um ou
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dois grupos metileno como separador do anel A (Figura 44).
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Figura 44. Representacdo da estrutura média para o cluster mais populoso dos complexos
holoenzima ligado aos compostos ATV23 e ATV17, com suas respectivas distancias (d, A)
do portéo (LLP-4/AH-6) e da tampa (MLP-4/LP-6).

Ao analisarmos as estruturas medias dos clusters mais populosos, observamos que o
INnhA-NADH-ATV23 mantém a estrutura secundaria de AH-6, enquanto que no complexo
INhA-NADH-ATV17, que apresenta um grupo metileno como espacador, ocorre a
desnaturacdo de AH-6. A perda da estrutura AH-6 no InhA-NADH-ATV17 promove a
abertura do sitio ativo, com o afastamento dos dominios LLP-4 e AH-6, enquanto que nos
complexos com 0s compostos mais ativos (ATVO05 e ATV33) a conformacéo fechada do sitio
de ligacdo é mantida.

No caso da mobilidade do C, da enzima, o complexo com ATV23 apresenta baixa
mobilidade dos residuos que compde o sitio ativo, quando comparado a holoenzima, sendo
que ndo foram observadas intera¢6es por ligacdo hidrogénio entre os dominios que justifique
a estabilidade do sitio ativo (Figura 45).

No caso do complexo holoenzima-ATV17, observamos o aumento da mobilidade dos

residuos Met103-Pro107 e Leu207-Glu209, quando comparado a holoenzima, contudo, a

90



estabilidade relativa do sitio ativo ocorre pela perda de interacbes por ligacdo hidrogénio,
principalmente, nas regibes UAH-5 (Tyr158-Met161), AH-6 (197-203) e AH-7 (Glu208-
lle215).
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Figura 45. Gréafico da diferenca de variagdo do fator-B calculado entre os complexos 2AQ8 e
holoenzima ligada a ATV23 e ATV17. Os retangulos mostram as regides que compdem o
sitio de ligacao.

No caso da interacdo da proteina com o solvente, o complexo InhA-NADH-ATV23
ndo apresenta moléculas de agua no interior do sitio de ligacdo, enquanto que no InhA-
NADH-ATV17, observamos que a perda da estrutura secundaria de UAH-5 facilita a
interacdo por ligacdo hidrogénio mediada por agua entre Aspl48-Tyrl58 (81 e 99%,
respectivamente) e Trp160-Met161 (82 e 76%, respectivamente) (Figura 46).
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Figura 46. Representacdo das interacfes por ligacdo hidrogénio mediadas por agua entre o
inibidor e a enzima no complexo InhA-NADH-ATV17.

Ao avaliarmos os angulos diedros do residuo Phel49, observamos a mesma
movimentacdo quando o inibidor esta ligado a InhA e ndo ha interagbes entre o dominio LP-5
com moléculas de agua, no entanto, a presenca de agua mediando as interagdes por ligacao
hidrogénio com os residuos Aspl48 e Tyrl58 ocorre devido a desnaturacdo do dominio
UAH-5 (Figura 47). Neste caso, observamos uma modificagdo significativa na distribuicdo
do diedro y do residuo Tyr158, porque a perda da interacdo por ligacdo hidrogénio da Met161
permite que 0 mesmo assuma uma conformacéo gauche.

Para 0os compostos cujo anel B é um anel heteroaromético, apenas dois compostos
apresentam atividade intermediaria frente a enzima InhA (Figura 48). Ao avaliarmos a
estrutura média do agrupamento mais populoso para os complexos InhA-NADH-ATV26 e
INhA-NADH-ATV27, observamos que a estrutura secundaria de AH-6 é mantida,
apresentando distancias médias similares as descrita para a holoenzima (9,71 A). Contudo,
observamos um afastamento significativo para os dominios MLP-4/LP-6, que é a regido que
forma uma tampa acima do anel nicotinamida do cofator, indicando a abertura da tampa,

expondo o ligante ao solvente.
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Figura 47. Comparacdo da mobilidade dos residuos Phe149 e Tyr158 referente aos diedros ¢,
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Figura 48. Representacdo da estrutura média para o cluster mais populoso dos complexos

holoenzima ligado aos compostos ATV26 e ATV27, com suas respectivas distancias (d, A)
do portdo (LLP-4/AH-6) e da tampa (MLP-4/LP-6).
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Ao analisarmos a mobilidade da cadeia principal (carbono-a) da InhA (Figura 49),
observamos que o complexo com o composto mais ativo (ATV27) apresenta mobilidade
similar a da holoenzima, mostrando uma estabilidade do sitio ativo, enquanto que para o
complexo com ATV26, observamos uma alta mobilidade entre os residuos Ala206-Glu209.

No caso das intera¢fes por ligacdo hidrogénio, as estruturas secundarias do sitio de
ligacdo no complexo INhA-NADH-ATV27 ndo apresentaram interacBes entre 0s dominios
que compde o sitio ativo. No entanto, no complexo InhA-NADH-ATV26, foi observada uma
interag¢do por ligacao hidrogénio entre Glu205N...Gly2110 (78%) que aumenta a mobilidade

dos seis residuos que compde essa volta.
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Figura 49. Gréfico da diferenca de variacdo do fator-B calculado entre os complexos 2AQ8 e
holoenzima ligada a ATV27 e ATV26. Os retangulos mostram as regides que compdem o
sitio de ligacdo.

No caso da interacdo entre a proteina e o solvente, observamos uma molécula de agua
no interior da cavidade do complexo InhA-NADH-ATV26, enquanto observamos trés
moléculas de agua no complexo InhA-NADH-ATV27 (Figura 50).

No complexo com ATV26, ha uma ligacdo hidrogénio mediada por uma molécula de
agua entre as cadeias principais dos residuos Alal91 (99%) e Asp150 (94%), contribuindo
para a perda da interacdo entre Tyrl58 e a cadeia principal de Met155. No complexo com o
composto ATV27, ha interagdes por ligacdo hidrogénio mediada por uma molécula de agua

entre as cadeias principais dos residuos Asp150 (94%) e Argl53 (92%) e a cadeia lateral de
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Arg225 (100%) e uma segunda molécula interage com as cadeias principais dos residuos
Alal91 (96%) e Aspl50 (86%). Estas interacfes também ocasionam a perda da interacéo
entre Met155 e Tyrl58, mas conferem uma rigidez maior ao diminio LP-5, uma vez que
aparece uma interacdo entre Met155N...Pro1510 com alta persisténcia (99%). A terceira
molécula de &gua interage somente com a cadeia secundéria de Lys165 (89%).

Figura 50. Representacdo das interacdes por ligacdo hidrogénio mediadas por moléculas de
agua nos (A) complexos holoenzima-ATV26 e (B) holoenzima-ATV27.

Anteriormente, observamos que o diedro y do residuo Phel49 assume uma
conformacdo eclipsada na presenca do inibidor sem agua, e.g. InhA-NADH-ATV05. Na
presenca de agua, a conformacao altera para anti, e.g., INhRA-NADH-ATV04 (Figura 51).

No caso dos complexos com os compostos ATV26 e ATV27, o diedro v do residuo
Phel49 assume uma conformacdo eclipsada, semelhante ao observado quando ndo héa
moléculas de agua interagindo com o dominio LP-5, entretanto, a presenca de moléculas de
agua mediando interacbes por ligacdo hidrogénio entre os dominios parece ser a razdo da
manutencdo desta conformacao.

Para o diedro y do residuo Tyr158, a conformacao alternada assumida no complexo
com ATV26 indica a saida desse residuo do centro do sitio ativo, além disso, essa

conformacdo se torna favoravel devido a interacdo por ligagdo hidrogénio entre
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Tyr1580H...Phe1490 com um tempo de persisténcia de 88%. No caso do complexo com
ATV27, o diedro y assume uma conformacdo eclipsada, ou seja, o residuo esta mais no centro

do sitio de ligagéo.
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Figura 51. Comparacédo da mobilidade dos residuos Phe149 e Tyr158 referente aos diedros ¢,
w, %1 € x2 para 0s complexos 2AQ8 (verde), holoenzima-ATV27 (A, vermelho) e holoenzima-
ATV26 (B, azul).
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4.4.3. ANALISE DAS INTERACOES POR LIGACAO HIDROGENIO E CONTATOS
HIDROFOBICOS ENTRE A HOLOENZIMA E OS INIBIDORES

A andlise das interacBes por ligacdo hidrogénio e dos contatos hidrofobicos que
ocorrem entre a holoenzima e os inibidores é de crucial importancia para entender as
mudangas estruturais observadas e descritas anteriormente. De fato, diversos autores destacam
a Tyrl58, localizada no dominio LP-5, como responsdvel pela interacdo por ligacdo
hidrogénio, e onze residuos distribuidos pelos dominios LP-5 (Phe149, Met155, Prol56 e
Alal57), AH-5 (Met161), AH-6 (Alal98, Met199, 1le202 e Val203) e AH-7 (Leu218 e
Trp222) como responsaveis pelos contatos hidrofobicos (FREUNDLICH et al., 2009;
SULLIVAN et al., 2006).

Portanto, com o intuito de obter maiores detalhes sobre 0 modo de ligacdo destes
compostos e entender como que essas interacdes atuam na modificacdo da conformacdo do
sitio de ligacéo, identificando residuos que possam realmente contribuir para explicar o perfil
de atividade biologica desta série, o tempo de persisténcia foi avaliado para as interacfes por
ligacdo hidrogénio e os contatos hidrofobicos. No caso dos inibidores, todas as interaces,
independente do tempo de persisténcia, foram monitoradas e reunidas na Tabela 6 de acordo
com os grupos discutidos anteriormente, mantendo a ordem decrescente de atividade
biologica.

O complexo InhA-NADH-ATV05 (conformacdo fechada) apresenta interagdo por
ligacdo hidrogénio com a cadeia principal de Gly96 com persisténcia de 26,5% e interac6es
hidrofobicas com os dominios MLP-4 (Met103, 92%) e AH-6 (Alal98, 25,2% e 11202,
25,6%).
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Tabela 6. Interac6es por ligacdo hidrogénio e contatos hidrofobicos entre os inibidores e a

holoenzima.
Ligacdo hidrogénio ° Contato Hidrofébico °
a
# Doador Aceptor Tempdo (%) Residuo Distancia Tempo (%) °
05 (9,86) OH Gly96 26,5 Met103 3,49(+0,26) 92
11202 3,80(+0,14) 25,6
Alal98 3,83(20,15) 252
06 (8,47) Lys165 OH 4,8 Met103 3,91(+0,34) 99
Val203 3,57(0,26) 76,7
04 (8,11) OH Phed7 O 4,2 Met161 3,27(x0,31) 97,8
Alal98 3,81(0,19) 2,6
11e202 3,55(%0,30) 30,3
03 (7,91) NADH 043 OH 87,6 Tyrl58 3,20(0,25) 95,4
OH NADH N46 28,3 11e202 3,88(0,13) 3,4
Tyr158 OH 55
33 (8,26) Tyr158 OH 84,6 Tyrl58 3,11(0,26) 100
OH NADH 043 78,0 11e202 3,60(+0,27) 46,5
NH2 NADH 031 44,0
OH NADH N46 34,5
NADH 043 @] 10,6
NH2 NADH 065 3,2
47 (8,04) OH Tyrl58 62,3 Met103 3,71(x0,21) 52,3
OH NADH 043 11,0 Tyrl58 3,85(%0,11) 3,2
Met161 3,67(20,28) 5,8
30 (7,22) Tyrl158 OH 91,4 Met161 3,70(%0,19) 82,4
Val203 3,71(£0,19) 37
23 (7,93) OH NADH 043 21,8 Met103 2,88(+0,25) 100
OH Tyr158 21,4 Met199 3,77(%0,16) 27,2
17 (7,78) OH HOH 98,5 Met161 3,42(+0,32) 92
HOH Tyr158 96,2 11e202 3,74(%0,18) 30,5
HOH Aspl48 76,2
HOH NADH 051 65,29
HOH N1 57,7
HOH Ile194 38
27 (7,29) OH NADH 033 79,8 Met103 3,63(20,27) 53,1
HOH OH 53,3 Tyrl58 3,49(20,29) 81,3
Met98 N1 41,0
Tyr158 OH 28,1
Lys165 HOH 89,0
26 (7,06) Met98 N1 52,1 116202 3,51(20,24) 91,0
OH NADH 040 10,4 Met103 3,30(20,26) 90,0
Lys165 OH 4,8

® Nmero do inibidor (pK;, M). ® Ligac&o hidrogénio (D-H...A) foi mensurada considerando a distancia até 3,5A
e angulo (H-D-A) até 30°. ¢ Valor de corte considerado entre atomos diferentes de hidrogénio e o residuo foi até
4,0 A. ? Tempo de persisténcia (%) considerando somente os ltimos 5ns de simulacéo de DM.
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Para o complexo InhA-NADH-ATVO06 (conformacéo fechada), ocorre uma interagéo
por ligacdo hidrogénio reforcada por carga entre o grupo hidroxila (—OH) do fenol, que é um
aceptor e doador de ligacdo hidrogénio neutro, e o grupo amino protonado (-NHs") da
Lys165, que é o doador de ligacdo hidrogénio carregado positivamente, com baixo tempo de
persisténcia, porém, com maior estabilidade do que uma interacdo de ligacdo hidrogénio
neutra. No caso das interacBes hidrofobicas, o inibidor mantém interagbes com o dominio
MLP-4 (Met103, 92%), enquanto que com o dominio AH-6, ha forte interacdo com Val203
(76,7%), que pode ser a responsavel pela desestabilizacdo das ligacGes hidrogénio que
compbe AH-6, ocasionando a perda da estrutura secundaria.

No caso do complexo InhA-NADH-ATVO04, a interacdo por ligacdo hidrogénio do
grupo hidroxila do fenol com a cadeia principal de Phe97, mesmo que por um curto periodo
de tempo (4,2%), promove o afastamento dos dominios LLP-4/AH-6, influenciando no tempo
de persisténcia da interacdo hidrofébica do dominio AH-6 com o inibidor (Alal98, 2,6% e
[1e202, 30,3%), consequentemente, mantendo a sua estrutura secundaria. Além disso,
observamos a interacdo com o dominio UAH-5 (Metl161, 97,8%) devido ao aumento da
cavidade de ligacdo, enquanto que a interacdo hidrofobica com o dominio MLP-4 deixa de ser
observada.

No complexo InhA-NADH-ATV03, o grupo hidroxila do fenol interage por ligagcdo
hidrogénio, principalmente, com NADH (043, doador, 87,6%; N46, aceptor, 28,3%) e,
ocasionalmente, com Tyr158 (OH, doador, 55%). De fato, a Tyrl58 estd associada a
interacdo hidrofobica (95,4%), enquanto que a interacdo com o dominio AH-6 ocorre
ocasionalmente (11202, 3,4%).

Para os inibidores monossubstituidos, todos apresentam interacdo por ligacdo
hidrogénio do grupo hidroxila do fenol com Tyrl58 com alto (ATV33, 84,6% e ATV30,
91,4%) ou médio (ATV47, 62,3% e ATV49, 59,7%) tempo de persisténcia. Para 0 composto
mais ativo, observa-se a possibilidade de interac6es hidrofobicas, preferencialmente, com
Tyrl58 (100%), enquanto que os demais compostos realizam interacbes com os dominios
ULP-4 (Met103) e UAH-5 (Met161), sendo que as interagdes hidrofébicas com o dominio
AH-6 apresentam média ou baixa persisténcia.

Para o complexo InhA-NADH-ATV23 (conformacdo fechada), o inibidor realiza a
mesma interacdo por liga¢do hidrogénio com NADH (21,8%) e Tyr158 (21,4%), mas ambos
com baixa persisténcia durante os ultimos 5ns de simulagdo. Por outro lado, o inibidor

ATV23 realiza intera¢6es hidrofobicas com Met103 (100%), provavelmente, porque o grupo
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fenetila possui uma maior liberdade conformacional, permitindo um arranjo do tipo sanduiche
que compreende Met103, Tyr158 e o grupo fenetila.

Para InhA-NADH-ATV17 (conformagdo aberta), existem duas ligagcdes hidrogénio
mediadas por &gua, uma composta pelo grupo hidroxila do fenol (-OH...HOH, 98,5% ), o
grupo carboxilato do Aspl148 (HOH...Asp148, 76,2%) e Tyrl58 (HOH...Tyr158, 96,2%), e
outra de menor intensidade, do grupo nicotinamida do NADH (HOH...NADH, 65,29%), do
atomo de nitrogénio da piridina (HOH...N1, 57,7%) e a cadeia principal de 1le194
(HOH...1le194, 38%). Embora a interagdo HOH...Asp148 corresponda a uma ligacao
hidrogénio reforgada por carga, ndo existe nenhuma interacdo entre o inibidor e a enzima.
Além disso, existem contatos hidrofobicos de elevada persisténcia com Metl61 (UAH-5,
92%) e ambos os anéis (fenol e piridina) do inibidor, enquanto que o contato hidrofobico com
[1e202 (30,5%) pode contribuir para o desenovelamento parcial de AH-6.

Para InhA-NADH-ATV27 (conformacdo aberta), o inibidor realiza interacdo por
ligagdo hidrogénio com média persisténcia com NADH (79,8%) e duas interacfes de baixa
persisténcia, uma entre o atomo de nitrogénio da piridina e a cadeia principal da Met98 (41%)
e a outra entre o grupo hidroxila do fenol e a Tyr158 (28,1%). Além disso, observa-se uma
ligacdo hidrogénio com baixa persisténcia entre o grupo hidroxila do fenol (HOH...OH,
53,3%) e Lys165 (NH3"...HOH, 89,0%). Os contatos hidrofobicos ocorrem, principalmente,
entre o grupo hexila e os residuos Met103 (53,1%) e Tyr158 (81,3%).

No caso InhA-NADH-ATV26 (conformacdo aberta), a substituicdo do anel 4-piridina
por 3-piridina intensificou a interacdo por ligacdo hidrogénio com a enzima pelo aumento do
tempo de persisténcia dessa interacdo entre o grupo hidroxila do fenol e a cadeia principal de
Met98 (52,1%) e pela troca de uma interacdo mediada por dgua com a Lys165 por uma
interacdo direta, mesmo com baixo valor de persisténcia (4,8%). Além disso, 0s contatos
hidrofobicos ocorrem, principalmente, entre o anel piridina e a Met103 (90%), enquanto a
I1e202 interage tanto com o anel fenol e a cadeia hexila (91%). A falta de interacdo com o
dominio AH-6 em InhA-NADH-ATV27 promove o afastamento dos dominios MLP-4 e LP-
6, sendo que essa abertura fica mais pronunciada no complexo InhA-NADH-ATV26 devido a

alta interacdo com o residuo 11e202.
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4.5. INTERACOES ESTERICAS E ELETROSTATICAS DOS COMPLEXOS
HOLOENZIMA-INIBIDORES - QSAR-3D DR

45.1. SELECAO DOS COMPOSTOS PARA OS CONJUNTOS TREINAMENTO E
TESTE

Com o intuito de compreender as correlagdes quantitativas entre a estrutura
tridimensional e a atividade bioldgica desta série de compostos, avaliamos a variacdo das
energias de interacdo estérica (Ees) e eletrostatica (Eel) entre inibidor, cofator e residuos que
formam o sitio de ligacéo obtidas durante os Gltimos 5ns da DM, com a variacdo da atividade
bioldgica.

Primeiramente, avaliou-se a distribuicdo dos valores de atividade biologica dos
compostos com pK; > 6,95. Observamos que o composto mais ativo, ATV05 (pKi=9,86M),
possui uma diferenca maior do que uma unidade logaritmica em relagdo ao segundo composto
mais ativo (ATVO06, pKi=8,47M), portanto, 0 ATV05 foi removido do banco de dados que
sera utilizado durante o estudo de QSAR (PERKINS et al., 2003a).

A remocdo de ATVO5 resultou em um conjunto contendo 31 compostos com valores
de atividade biologica variando de 8,47 até 6,95, ou seja, a variagdo entre 0S compostos mais
¢ menos ativos ¢ menor do que duas unidades logaritmicas (ApK; = 1,52). Tanto a diferenca
relatada para o composto ATVO05, quanto a descrita para o conjunto total, influenciam
diretamente na qualidade do modelo estatistico a ser obtido para esta série de compostos.
Portanto, inclui-se no banco de dados mais nove compostos com pK; variando entre 6,93 M
até 6,23 M, resultando numa variacdo de pK; (entre o mais e menos ativo) de 2,21. No caso
dos compostos que possuem pK; abaixo de 6,23 M, a ndo inclusdo deles no banco de dados é
devido aos valores de ICs, estarem na magnitude de micromolar, i.e., esses compostos inibem
a enzima por saturacao do sitio ativo. Portanto, considerou-se 39 compostos para realizar o
estudo QSAR-3D DR.

Neste trabalho, 0 método de Kennard-Stone foi utilizado para a sele¢cdo dos compostos
para 0S conjuntos de treinamento e teste, onde 0Ss compostos que apresentam alta
dissimilaridade em relacdo as variaveis independentes (descritores) sdo separados como
conjunto de teste (SNAREY et al.,, 1997). A aplicacdo de um método supervisionado €
necessaria, pois existe uma grande quantidade de compostos com valores préximos de

atividade inibitoria. Portanto, realizou-se a constru¢do de quatro bancos de dados (BD),
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utilizando como critério de cortes as variancias (0,001, 0,005, 0,01 e 0,05) das variaveis
independentes (Figura 52 e 53).

A partir do BD total, contento 184 variaveis independentes, o corte por variancia
>0,001 gerou um banco de dados contendo apenas 140 descritores (BDA), sendo que o0s
compostos que apresentam alto coeficiente de dissimilaridade estdo agrupados entre o0s
valores de pK; 6,32 M (ATV34) e 7,93 M (ATV23) (ApK;=1,61). No banco de dados com
corte de variancia >0,005 (BDB), observamos que 0 conjunto teste apresenta a maioria dos
compostos distribuidos entre valores de pK; de 6,92 M (ATV34) e 826 M (ATV33)
(ApKi=1,94).

9.0 9.0

1: Treinamento 1: Teste
85 - Var.= 0,001 o 85
8.0 o 8.0 =

2 e
7.5 7.5 %
X
7.0 7.0 X
»x

6.5 6.5

¢ X
6.0 6.0

60 65 70 75 80 85 90 60 65 70 75 80 85 9.0

. 9.0
%07 2: Treinamento 2: Teste
85 - Var. = 0,005 X 85 .
8.0 % xe 8.0 2
X »
75 75
¢ X
7.0 X 7.0 5
P
6.5 6.5
%X X
6.0 6.0

60 65 70 75 80 85 90 g0 65 70 75 80 85 90

Figura 52. Grafico da distribuicdo dos valores de atividade biologica (pK;, M) dos compostos
dos conjuntos treinamento (N=31) e teste (N=8) obtidos pelo método Kennard-Stone com
cortes de variancia de 0,001 (BDA) e 0,005 (BDB).

Nos bancos de dados com corte de variancia >0,01 (BDC) e >0,05 (BDD), observamos
a mesma distribuicdo descrita para BDA, com 0 conjunto teste apresentando 0s compostos
distribuidos entre valores de pK; de 6,92M (ATV34) e 7,93M (ATV23) (ApKi=1,61).
Portanto, o0 BDB apresenta a melhor distribuicdo dos compostos do conjunto teste,
favorecendo a diversidade estrutural dos compostos selecionados e evitando possiveis
problemas durante a etapa de validacdo dos modelos de QSAR devido ao favorecimento de

uma regido especifica.
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Figura 53. Grafico da distribuicdo dos valores de atividade biologica (pKi, M) dos conjuntos
treinamento (N=31) e teste (N=8) obtidos pelo método Kennard-Stone com cortes de
variancia de 0,01 (BDC) e 0,05 (BDD).

4.5.2. AVALIACAO DOS BANCOS DE DADOS

A partir do BDB (BDB-A01), que apresenta os descritores com variancia >0,005,
construiram-se quatro novos bancos de dados com novos cortes de variancia de 0,03 (BDB-
B02), 0,06 (BDB-B03), 0,09 (BDB-B04) e 0,12 (BDB-B05), considerando a variancia da
atividade bioldgica para os compostos do conjunto treinamento.

As melhores equacdes de QSAR para cada banco de dados avaliado, contendo até 6
termos, que é 20% do nimero de compostos do conjunto treinamento, foram obtidas usando o
programa Wolf, variando fator de ajuste (0,1, 0,5 e 1,0), o0 nimero de operacdes de
cruzamento (50000, 100000 e 500000) e o tamanho das populacdes iniciais (600, 800 e 1000),
mantendo a taxa de mutacdo em 100%, totalizando 27 corridas por banco de dados.

Essas equacdes foram selecionadas a partir dos valores do coeficiente de determinagédo
(R?), sendo avaliados quanto & poténcia predita, seus respectivos valores residuais para 0s
conjuntos de treinamento e de teste, a presenca de compostos outliers, o dominio de aplicacéo

e a capacidade preditiva para novos compostos (Tabela 7).
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Tabela 7. Melhor equacédo para cada banco de dados (BDB-AO01 a BDB-AO05) com 0 nimero
total de variaveis independentes, nimero de termos selecionados, coeficiente de determinacéo
(R?), erro padrio da estimativa (SEE), raiz do desvio médio quadréatico da estimativa
(RMSEE) e a correlagdo de Spearman (p).

Equacdo Descritores Termos R?> SEE RMSEE p

A01 132 6 0,70 0,27 1,17 0,82
AQ2 117 6 0,59 0,32 0,34 0,67
A03 106 6 0,56 0,33 0,36 0,71
A04 100 6 0,59 0,32 0,34 0,67
A05 90 6 0,57 0,32 0,31 0,66

4.5.3. ANALISE DAS EQUACOES DE QSAR-3D

Diversos trabalhos de QSAR publicados (ARAUJO et al., 2011b; LEAL et al., 2015;
LIU et al., 2011) discutem a capacidade preditiva das equacbes de QSAR através de
parametros estatisticos de validacdo cruzada (q°) ou o célculo de R? através da origem (ROY,
KAR, 2014; TROPSHA, 2010). A validagdo cruzada consiste na remo¢do de compostos do
conjunto treinamento, gerando um novo modelo e as propriedades dos compostos omitidos
sdo preditos, sendo esse processo repetido varias vezes, dependendo do nimero de compostos
do conjunto treinamento. De fato, Golbraikh e Tropsha (2002) demonstraram que um valor
elevado de g® ndo é um critério rigoroso para determinacdo da capacidade preditiva do
modelo, indicando que outros testes estatisticos aplicados ao conjunto teste seriam mais
confidveis para esta avaliacdo.

Neste contexto, diversos autores relatam a importancia da avaliacdo do conjunto teste
utilizando o conceito de R? (GOLBRAIKH, TROPSHA, 2002; ROY, KAR, 2014), sendo que
em todas as abordagens a soma dos residuos ao quadrado do conjunto teste é avaliada em
funcdo da diferenca da atividade pela média do conjunto treinamento. Nessa abordagem, se 0s
valores preditos do conjunto teste forem iguais a média do conjunto treinamento, Rzpredzo,
entretanto, se os valores preditos forem diferentes dos utilizados durante o ajuste do modelo,
Rzpred<0, 0 que pode ocasionar interpretacdes equivocadas a cerca do modelo avaliado
(ALEXANDER, TROPSHA, WINKLER, 2015).

Nesse trabalho, ndo serdo avaliados os termos estatisticos g° ou Rzpred para determinar

a capacidade preditiva do modelo, mas sim os valores de RMSEE do conjunto teste. Portanto,
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a equacdo BDB-AO01 ndo sera avaliada visto que RMSEE >1,0, indicando uma alta diferenca

entre os valores preditos e observados.

4.5.4. ANALISE DAS EQUACOES BDB-A02 e BDB-A04

Estas equagdes apresentam 6 termos, onde cada um é representado pelo cddigo de trés
letras do residuo de aminoacido selecionado acompanhado do cédigo, correspondente a
contribuicdo de energia estérica (Coulomb, C) ou eletrostatica (Lennard-Jones, LJ), ou ndo ter

cddigo, correspondendo a soma das duas contribuices (Tabela 8).

Tabela 8. Melhores equacdes selecionadas para BDB-A02 e BDB-A04

BDB Equacio

A2 pK; = 6,198 -0,0804Phe149LJ +0,058Met155 +1,016Alal64C
+0,278Leul97L.J-0,06411e202LJ -0,19311e215LJ

AO4 pK; = 6,195 +1,023Ala164C -0,081Phel149LJ +0,277Leul97LJ

-0,06411e202LJ +0,058Met155 -0,19611e215

A Tabela 8 mostra que apenas um termo, que aparece nas duas equagdes, representa a
energia individual de Coulomb (Alal64C), trés termos, que também aparecem nas duas
equacOes, representam a energia individual de Lennard-Jones (Phel49LJ, Leul97LJ e
[1e202LJ) e um termo, também presente nas duas equacdes, representa o somatorio das duas
contribuicdes (Met155). A principal diferenca entre estas duas equacdes € presenca do residuo
Ile215 que é representado no modelo A02 pela energia da contribuicdo individual de Lennard-
Jones (Ile215LJ), e no modelo A04 pelo somatorio das energias de Coulomb e Lennard-Jones
(11e215).

Para avaliar se as Eq. A02 e Eq. A04 apresentam informacdes similares quanto as
interacdes com a holoenzima, avaliamos a matriz de correlacdo cruzada dos descritores destas

equacoes (Tabela 9).
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Tabela 9. Tabela da matriz de correlagdo cruzada dos descritores das Eq. A02 e AO4.

Phel49LJ Met155 Alal64C Leul97LJ 11e202LJ 11e215LJ 1le215
Phel49LJ 1,00
Met155 -0,30 1,00

Alal64C 0,29 -0,38 1,00
Leul97Ld  -0,12 -0,13 -0,14 1,00
11e202L.J -0,39 0,20 -0,34 0,24 1,00
I1e215LJ 0,08 0,19 0,24 -0,10 -0,48 1,00
I1e215 0,08 0,19 0,24 -0,10 -0,47 1,00 1,00

De acordo com a Tabela 9, os termos 1le215 e [le215LJ estdo fortemente
correlacionados, pois apresentam uma correlagdo maior do que |0,70| (r=1,00), indicando que
esses termos contribuem com o mesmo tipo de informagéo nas duas equagdes. Portanto, a Eq.
A02 foi selecionada para futuras analises, pois ela descreve que a contribuicdo de Lennard-
Jones é preponderante para o residuo 1le215.

Para avaliar a contribuicdo de cada termo para a poténcia predita dos compostos,
avaliou-se o sinal do coeficiente de cada termo da equacéo, visto que para aumentar o valor de
pKi predito, os termos com coeficientes de sinal positivo (Met155, Alal64C e Leul97C)
deverdo apresentar valores de energia de interagdo positivos, enquanto que os de sinal
negativo (Phel49LJ, 11e202LJ e 1le215LJ) deverédo apresentar valores negativos de energia de
interacéo.

Portanto, ao considerarmos a energia média referente aos compostos do conjunto
treinamento (Figura 54), podemos agrupar os termos em dois grupos: i) termos com energias
de interagdo média menor do que |5,0] KJ/mol (Alal64C, Leul97LJ e lle215LJ) e; ii) termos
com energias de interacdo média maior do que |5,0] KJ/mol (Phel49LJ, Met155 e 11e202L)).
Em geral, os compostos do conjunto treinamento interagem fortemente com residuos dos
dominios UAH-5 (Phel49 e Metl55) e LP-6 (1le202), entretanto, a energia de interacao
ponderada mostra uma compensacdo da importancia desses residuos, onde o0s residuos

Phel49, 11e202 e Ile215 contribuem para 0 aumento da poténcia predita.
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Figura 54. Energias de interacdo médias dos residuos selecionados da Eq. A02 para o
conjunto treinamento e as energias de interacdo ponderadas. O grafico foi truncado em -
4,0KJ/mol. O valor de energia media referente aos termos Phe149LJ, 11e202LJ e Met155 é de
-12,42, -10,34 e -9,16 KJ/mol, respectivamente.

No caso dos compostos mais (ATV06) e menos (ATV21) potentes (Figura 55),
observamos que 0 mais ativo apresenta interacdes fortes com Phel49 e 1le215, provavelmente
devido a presenca da cadeia alquila ligada ao anel A, enquanto que 0 menos ativo apresenta
menor interagdo com esses dois residuos. Além disso, observamos, também, que as interac6es
com os residuos Leul97 e Metl55 contribuem negativamente para a poténcia predita,
possivelmente induzindo mudancas conformacionais tanto no cofator (Leul97) e no dominio
UAH-5.
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Figura 55. Representacdo dos residuos selecionados na Eq. A02 para ATV06 (A; mais ativo)

e ATV21 (B; menos ativo). Verde = interacdo por Coulomb; Vermelho =

interacdo por

Lennard-Jones e Laranja = somatério das interacBes. (C) Grafico das energias de interacdo
ponderadas para a holoenzima-ATV06 e holoenzima-ATV21.
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4.5.5. ANALISE DA EQUACAO BDB-A03

A Eg. AO3 apresenta 0 mesmo numero de termos da Eq. A02, onde um termo
representa a energia individual de Coulomb (Alal64C), quatro termos representam a energia
individual de Lennard-Jones (Phel49LJ, Met155LJ, Prol56LJ e Alal98LJ) e um termo
representa o somatorio das duas contribuicdes (Leul97).

Ao compararmos as Eq. A02 e A03, observamos a manutencao dos residuos Alal64 e
Phel49, mantendo o mesmo tipo de interagdo descrito anteriormente, enquanto para 0S
residuos Met155 e Leul97, as interacdes consideradas sdao a de Lennard-Jones e o somatorio
das energias de Coulomb e Lennard-Jones, respectivamente.

A analise das energias medias referentes aos compostos do conjunto treinamento
(Figura 56) possibilitou a divisdo dos termos em dois grupos: i) termos com energias de
interacdo média menor do que |5,0] KJ/mol (Prol56LJ, Alal64C e Leul97) e; ii) termos com
energias de interacdo média maior do que [5,0] KJ/mol (Phel49LJ, Metl155LJ e Alal98LJ).
Entretanto, ao avaliarmos as energias de interacdo ponderada, observamos que os coeficientes

favorecem os termos do segundo grupo, aumentando o peso deles dentro da Eq. A03.

pKi = 6,598 —0,097Phe149L)J +0,095Met155L) —0,072Pro156L)
+0,999Ala164C +0,494Leul97 —0,058Ala198L)

2.00 4

®m Energia Média ® Energia Ponderada

1.00

0.00 T T
Phel149L) L Prel56L) Alal64C l“7 98LJ
-1.00
-2.00
-3.00
-4.00

Termos da Equagao

Energia (KJ/mol)

Figura 56. Energias de interacdo médias dos residuos selecionados na Eq. AO3 para o
conjunto treinamento e as energias de interacdo ponderadas. O grafico foi truncado em -
4,0KJ/mol. O valor de energia média referente aos termos Phe149LJ, Met155LJ e Alal98LJ €
de -12,42, -8,63 e -9,08 KJ/mol, respectivamente.

Devido a presenca de dois termos proximos espacialmente, i. e., Leul97 e Alal98,

avaliamos a matriz de correlagdo cruzada entre as variaveis independentes (Tabela 10), sendo
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que estes termos apresentam correlagdo maior do que |0,70| (r=0,84), ou seja, eles trazem

informacGes redundantes para a equagéo, por isso, a Eq.A03 foi descartada.

Tabela 10. Tabela da matriz de correlagédo cruzada dos descritores da Eq. A03.

Phel49LJ Met155LJ Prol56LJ Alal64C Leul97 Alal98LJ
Phel49LJ 1,00

Met155L)  -0,24 1,00
Prol56LJ -0,48 0,61 1,00
Alal64C 0,29 -0,40 -0,17 1,00
Leul97 -0,12 -0,11 -0,13 -0,13 1,00
Alal98LJ -0,18 -0,01 -0,11 -0,23 0,84 1,00

4.5.6. ANALISE DA EQUACAO BDB-A05

A Eqg. AO5 apresenta 0 mesmo namero de termos das equacOes anteriores, onde um
termo representa a energia individual de Coulomb (Val203C), trés termos representam a
energia individual de Lennard-Jones (Thrl62LJ, Leul97LJ e 1le215LJ) e dois termos

representam o somatorio das duas contribuicoes (Lys165 e 11e202) (Figura 57).

pKi=6,104 + 0,958Val203C + 0,509Thr162LJ + 0,346Leu197L) —
0,128l1le215LJ - 0,046Lys165 — 0,0951le202
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Figura 57. Energias de interacdo médias entre os residuos selecionados da Eq. A05 para o
conjunto treinamento e as energias de interagdes ponderadas. O grafico foi truncado em -
4,0KJ/mol. O valor de energia média referente aos termos Lys165 e 11e202 é de -7,80 e -9,47
KJ/mol, respectivamente.

A analise das energias médias referentes aos compostos do conjunto treinamento
possibilitou a divisdo dos termos em dois grupos: i) termos com energias de interacdo média
menor do que [5,0] KJ/mol (Val203C, Thr162LJ, Leul97LJ e 1le215LJ) e; ii) termos com
energias de interagdo media maior do que |5,0] KJ/mol (Lys165 e 11e202). Quando avaliamos

as energias de interacdo ponderada, observamos que os coeficientes da equacdo favorecem os
110



termos do segundo grupo, aumentando o peso deles dentro da Eg. A05. Além disso, o termo
Val203C foi o Unico cuja energia de interagdo media foi positiva, indicando uma interacéo
desfavoravel para o complexo holoenzima-inibidor, no entanto, ela contribui para aumentar a
atividade predita.

Ao compararmos as energias ponderadas dos compostos mais (ATV06) e menos
(ATV21) ativos (Figura 58), observamos que a presenga de um grupo alquila ligado ao anel
A do composto ATVO06 favorece as interacbes com o0s residuos 1le215, situado no dominio
AH-7, e Lys165, situado no dominio UAH-5. Como 0 composto mais ativo € mais volumoso
do que ATV21, ele interage mais com o residuo Val203, que desestabiliza o complexo. No
entanto, essa interacdo desfavoravel é compensada pelas interacdes citadas anteriormente com
os residuos Ile215 e Lys165. Provavelmente, essa maior interacdo desfavoravel com Val203
justificaria a perda da estrutura secundaria do dominio AH-6, discutida no tépico sobre DM.
No caso do composto menos ativo, a interagdo com o residuo Leul97 contribui negativamente
para a poténcia predita, possivelmente, a interacdo com esse residuo force a mudanca

conformacional do cofator.
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Figura 58. Representacdo dos residuos selecionados na Eq. A05 para ATV06 (A; mais ativo)
e ATV21 (B; menos ativo). Verde = interacdo por Coulomb; Vermelho = interacdo por
Lennard-Jones e Laranja = somatorio das interagdes. (C) Grafico das energias de interacao
ponderadas para a holoenzima-ATV06 e holoenzima-ATV21.

4.5.7. ANALISE DOS RESIDUOS DAS EQUACOES BDB-02 E BDB-05

A capacidade preditiva das equacdes selecionadas pode ser analisada pelo valor
residual (pKiexp - PKipred) Calculado tanto para o conjunto teste quanto para o conjunto
treinamento, como discutido anteriormente. Portanto, na Tabela 11 e 12 estdo descritos 0s
valores de atividade experimental (pKiexp) € predita (pKiereq) € 0S Vvalores residuais para o
conjunto treinamento e teste, segundo as Eq.A02 e Eq.A05, respectivamente. Os graficos
comparativos entre os valores de pKiexp € pKipreq d0S cOnjuntos treinamento e teste para as Eq.

A02 e A05 sdo mostrados nas Figuras 59 e 60, respectivamente.
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Tabela 11. Valores da atividade bioldgica experimental (Exp), predita (Pred) e os residuos
(PKiexp - pPKipreg) dos compostos da classe das EDA, utilizando a Eq. A02. Os compostos do

conjunto teste estdo sublinhados.

ATV pKiexp  PKipred Residuo |ATV pKigxp PKipred  Residuo
2 7,23 7,26 -0,03 27 7,29 6,66 0,63
3 7,91 8,06 -0,15 29 6,56 7,04 -0,48
4 8,11 7,53 0,58 30 1,22 7,29 -0,07
6 8,47 8,23 0,24 32 7,73 7,48 0,25
7 6,95 7,02 -0,07 33 8,26 7,49 0,77
9 6,3 7,13 -0,83 34 6,32 7,44 -1,12
10 7,17 7,41 -0,24 40 6,61 6,82 -0,21
11 7,13 7,46 -0,33 43 6,27 6,32 -0,05
12 7,25 7,10 0,15 44 7,43 7,35 0,08
13 7,48 7,06 0,42 46 6,93 7,21 -0,28
14 7,23 6,96 0,27 47 8,04 7,24 0,80
15 7,42 7,16 0,26 50 7,07 7,81 -0,74
16 7,09 7,39 -0,30 51 7,64 7,54 0,10
17 7,78 7,73 0,05 53 7,4 7,28 0,12
18 7,6 7,22 0,38 54 7,34 6,90 0,44
21 6,26 6,63 -0,37 55 7,44 7,78 -0,34
22 7,51 7,35 0,16 56 6,92 7,39 -0,47
23 7,93 6,92 1,01 57 6,41 6,31 0,10
24 7,52 7,53 -0,01 58 7,06 7,06 0,00
26 7,06 7,58 -0,52
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Tabela 12. Valores da atividade bioldgica experimental (Exp), predita (Pred) e os residuos
(PKiexp - PKipredq) dos compostos da classe das EDA, utilizando a Eq. A05. Os compostos do

conjunto teste estdo sublinhados.

ATV pKiexy PKiprea Residuo  |ATV pKigp PKiprea  Residuo
2 7,23 7,30 -0,07 27 7,29 7,53 -0,24
3 7,91 7,72 0,19 29 6,56 7,13 -0,57
4 8,11 7,39 0,72 30 1,22 7,02 0,20
6 8,47 8,22 0,25 32 7,73 7,37 0,36
7 6,95 7,25 -0,30 33 8,26 7,01 1,25
9 6,30 6,87 -0,57 34 6,32 7,44 -1,12
10 7,17 7,61 -0,44 40 6,61 6,82 -0,21
11 7,13 6,90 0,23 43 6,27 6,69 -0,42
12 7,25 7,25 0,00 44 7,43 7,24 0,19
13 7,48 7,45 0,03 46 6,93 7,38 -0,45
14 7,23 7,50 -0,27 47 8,04 7,38 0,66
15 7,42 7,05 0,37 50 7,07 8,00 -0,93
16 7,09 7,33 -0,24 51 7,64 7,38 0,26
17 7,78 7,93 -0,15 53 7,40 7,08 0,32
18 7,60 7,36 0,24 54 7,34 6,69 0,65
21 6,26 6,36 -0,10 55 7,44 7,32 0,12
22 7,51 7,84 -0,33 56 6,92 7,46 -0,54
23 7,93 7,98 -0,05 57 6,41 6,40 0,01
24 7,52 7,37 0,15 58 7,06 7,31 -0,25
26 7,06 7,45 -0,39
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Figura 59. Grafico dos valores de pK; experimentais versus os valores de pK; calculados para
0 grupo de treinamento e de teste, utilizando a Eq. A02.
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Figura 60. Grafico dos valores de pK; experimentais versus os valores de pK; calculados para
0 grupo de treinamento e de teste, utilizando a Eq. A05.

Considerando a Eq. A02, a analise dos residuos (Tabela 11 e Figura 59) dos
compostos do conjunto treinamento mostra que 71% dos compostos apresentam residuos
menores do que [£0,5|, sendo que nenhum desses compostos apresentou valor residual maior
do que uma unidade logaritmica, indicando uma excelente capacidade preditiva interna. Para
0 conjunto teste, cerca de 37% dos compostos apresentam valores residuais menores do que
|£0,5|, enquanto dois compostos apresentaram residuos maior do que uma unidade logaritmica
(ATV23 e ATV34).

Considerando a Eqg. A05, (Tabela 12 e Figura 60), observamos que cerca de 84,0%
dos compostos do conjunto treinamento apresentaram valores residuais menores do que |+0,5]
e nenhum desses compostos foi classificado como outlier. No caso do conjunto teste, 50% dos
compostos apresentam valores residuais menores do que |+0,5|, enquanto dois compostos
apresentaram residuos maiores do que uma unidade logaritmica (ATV33 e ATV34).

Comparando as Eg. A02 e Eg. A05, observamos que a Eq.A05 é mais preditiva do que
Eqg.A02 devido ao maior nimero de compostos com variagdes residuais menores do que |+0,5|
tanto para o conjunto treinamento quanto para o0 conjunto teste. E interessante observar que
tanto o desvio padrdo (DP) dos residuos do conjunto treinamento, quanto os valores de
RMSEE do conjunto teste foram similares, 0,32 e 0,71 para Eq. A02 e 0,32 e 0,72 para
Eqg.A05, respectivamente, ou seja, a analise somente dos valores de DP e RMSEE indicariam
que ambas as equacdes possuem capacidade preditiva aceitavel, em vez de diferenciar as

equacoes.
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4.5.8. ANALISE DOS OUTLIERS E DO DOMINIO DE APLICAGCAO DA EQUACAO
BDB-05

A confiabilidade da Eq. A05 foi inferida pela determinacdo de compostos outliers, i.e.,
compostos do conjunto treinamento que ndo sdo bem preditos dentro do espaco quimico
avaliado, e do dominio de aplicacdo, i.e., 0 espaco amostral que o modelo obtido é capaz de
predizer a resposta bioldgica, sendo determinado pelo conjunto teste.

Na literatura existem diversos métodos para a determinacdo do dominio de aplicacdo
(ROY, KAR, AMBURE, 2015), sendo o método do intervalo da variavel resposta
amplamente empregado em diversos estudos (ARAUJO et al., 2011b; LEAL et al., 2015;
SOLOMON, SUNDARARAJAN, ABIRAMI, 2009).

Para a Eq.A05 ndo foram detectados outliers no conjunto treinamento, no entanto, 0s
compostos ATV33 e ATV34, pertencentes ao conjunto teste, foram identificados como fora
do dominio de aplicagdo. A Figura 61 mostra a estrutura desses compostos, assim como seus

correspondentes valores de atividade biologica experimental, predita e os valores residuais.

NH,
PKig,, = 8,26 M
pKic,c = 7,01 M
pKiExp_ pKiCaIc = 1!25

NH, pKig, =632 M
pKicyc = 7,44 M
PKig, — PKica =-1,12

ATV34

Figura 61. Estruturas quimicas, valores de pK; experimentais, preditos e valores residuais dos
compostos ATV33 e ATV34.

Ao avaliarmos as energias de interacdo ponderada para cada termo da equagédo
(Figura 62), os residuos 11e202 e Val203 influenciam significativamente a poténcia dos
compostos ATV33 e ATV34, respectivamente. Para ATV33, o produto da interacdo (-
10,35KJ/mol) com o seu respectivo coeficiente (-0,095) para o residuo 11e202 contribui para o
aumento da poténcia predita. Para ATV34, o produto da interacdo (+0,84 KJ/mol) com o seu
respectivo coeficiente (+0,958) para o residuo Val203 contribui para o aumento da poténcia
predita, sendo assim, a interagdo por Coulomb com esse residuo seria desfavoravel para a

interacdo com a holoenzima.

116



=20 HATV33 mATV34 mConjunto Treinamento
1.00
0.80
0.60 -
0.40 -

0.20 -

Energia (KJ/mol)

0.00 | T T T T - T
020 Val203C T.2L| Ll?LI lle215L)  Lys165 lle202

-0.40 -

Termos da Equagdo

Figura 62. Grafico das energias de interacdo ponderadas para a holoenzima-ATV33,
holoenzima-ATV34 e para 0 conjunto treinamento.

De fato, € possivel que os residuos selecionados no modelo ndo descrevam bem a
atividade destes compostos, uma vez que para ATV33 foi relatada anteriormente a alta
interacdo hidrofobica com Tyr158 (d=3,11(+0,26) A; persisténcia=100%) e ATV34 apresenta
uma alta interacdo hidrofobica com Met103 (3,11 (+0,26)A; persisténcia=99,2%), o que
resultaria numa interacdo de Lennard-Jones de -14,24 e -12,26 KJ/mol, respectivamente.
Portanto, a Eq.AO05 teria uma aplicabilidade restrita, onde compostos que apresentam

interacdes hidrofébicas com alta persisténcia ndo teriam sua poténcia bem predita.

4.5.9. CAPACIDADE DE PREDICAO DA EQ. A05

Os topicos anteriores tiveram como proposta avaliar a capacidade preditiva dos
modelos obtidos pela analise dos valores residuais da atividade bioldgica, avaliacdo dos
compostos outliers e o dominio de aplicacdo. Entretanto, é ideal que os modelos de QSAR
capturem o maximo de correlac@es entre as variaveis independentes (conjunto treinamento) e
a atividade biol6gica (ALEXANDER, TROPSHA, WINKLER, 2015).

Em geral, a capacidade de classificacdo do modelo pode ser determinada pela analise
dos valores de p, onde valores proximos de 1,0 indicam uma perfeita correlacao entre o valor
experimental e o predito. No caso da Eq.A05, ela apresenta um 6timo poder de classificacdo
(p=0,66) e com uma boa precisdo nos valores de atividade predita (RMSEE = 0,31),

indicando que esta equacdo captura bem a tendéncia entre os valores experimentais e preditos.
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4.5.10. PREDICAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DO COMPOSTO ATV19

Neste trabalho, o composto ATV19 foi excluido da composicdo dos conjuntos
treinamento e teste devido a incerteza no modo de ligacdo na holoenzima, uma vez que duas
solugdes foram obtidas durante o estudo de docagem molecular.

A Figura 63 mostra a estrutura 2D do composto ATV19 e os modos de ligacdo
obtidos por DM, partindo das soluc¢des obtidas no estudo de docagem molecular, com suas
respectivas atividades biologicas calculadas a partir da Eq.A05 e 0s respectivos residuos.

OH Cl
(@)
N7 N
XN

ATV19
pKi=7,34 M

LN N i’-‘f‘\" \'\\ ’
PKipreq - 6,25 (1,09)

Figura 63. Estrutura quimica de ATV19 e os modos de ligacdo obtidos por DM com seus
respectivos valores de pK; calculados e os residuos entre parénteses.

De acordo com a Figura 63, no modo de ligacdo I, o anel 4-piridina esta localizado
proximo ao cofator, enquanto que no modo de ligacdo Il, o anel B assume essa posicdo. Ao
analisarmos as poténcias preditas, observamos que a Eq. A05, é capaz de discriminar os dois
modos de ligacdo, uma vez que o residuo encontrado para 0 modo de ligacdo | € maior do que
uma unidade logaritmica, enquanto que o residuo para o0 modo de ligacdo Il é préximo de
zero, indicando que o modo de ligacdo Il dever ser o mais provavel. Além disso, 0 modo de
ligagdo Il do composto ATV19 e semelhante a maioria dos compostos da série, no qual o anel

B esta localizado préximo aos dominios LLP-4 e AH-6.
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4.6. PROPOSTA DE NOVOS CANDIDATOS A INIBIDOR DA INHA

4.6.1. TRIAGEM VIRTUAL

A partir das informacdes obtidas pelo estudo de QSAR, utilizou-se 0 composto mais
ativo utilizado para a obtencdo da Eq. A05 (ATV06) e 0 mais ativo desta série (ATV05) para
construir um mapa farmacoforico, no intuito de selecionar compostos que possam interagir
com os residuos Val203, Thr162, Leul97, 1le215, Lys165 e 11e202 (Figura 64). A utilizacao
desse método permite a selecdo de moléculas com funcBes quimicas diferentes, mas que
apresentem complementaridade em relacdo ao receptor-alvo (RICHMOND et al., 2006;
YANG, 2010).

Lys165

@
ATVO06 | |oy197

le215 | | Val203 | lle202 @ Aromético

@ Lligacdo de hidrogenio
(Doador/Aceptor)

© Hidrofdbico

Figura 64. Mapa farmacoférico destacando os residuos selecionados pela Egq. A05 e as
caracteristicas principais desejaveis para os candidatos a inibidores da enzima InhA.

Apos a contrucdo do mapa farmacoforico, realizou-se a triagem virtual utilizando o
servidor ZINCPharmer (http://zincpharmer.csb.pitt.edu), aplicando os pré-filtros descritos
anteriormente, retornando 100 moléculas. Desse total, removeram-se todos 0s compostos que
apresentavam centro de quiralidade, resultando em 32 candidatos. A seguir, aplicou-se o
método de docagem molecular, onde foram selecionados 0s compostos que tiveram consenso
nas pontuaces MolDock e Rerank, resultando em 10 candidatos.

Para a analise das propriedades ADME/Tox, selecionou-se quatro compostos que
apresentaram orientacdo e interacdo por ligacdo hidrogénio semelhantes aos compostos
ATVO05 e ATV06 (Figura 65).
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Figura 65. Estruturas quimicas dos compostos ZINC 00525651 (ZINC51), ZINC 04026219
(ZINC19), ZINC 91102429 (ZINC29) e ZINC16597733 (ZINC33) selecionados por triagem
virtual.

Para os candidatos selecionados ap0s o estudo de docagem molecular e 0s compostos
ATV06 e ATVO05, calculou-se as propriedades ADME/Tox (Tabela 13), mostrando que esses
compostos apresentam menor lipofilicidade (cLogP) quando comparados ao composto mais
ativo.

Os candidatos ZINC51, ZINC33 e ZINC29 apresentam melhor solubilidade em agua,
enquanto que o candidato ZINC19 tem solubilidade comparavel a do composto ATV05. O
parametro de topologia da area de superficie polar (TPSA) esta relacionado a permeabilidade
por transporte passivo em membranas, sendo assim, os candidatos ZINC51 e ZINC33
apresentaram valores, aproximadamente, duas vezes maiores do que o do composto de
referéncia, enquanto o candidato ZINC29 foi aproximadamente 1,5 vezes maior.

Com relacdo a predicdo de toxicidade (Tabela 13), o programa OSIRIS localiza
fragmentos dentro da molécula, que indica um potencial risco de toxicidade. No caso dos
candidatos ZINC29, ZINC51 e ZINC33, a presenca da subunidade orto-hidréxi-fenila pode
formar benzoquinonas, através de um processo radicalar (AVENDANO, MENENDEZ, 2008;
FRAGA, BARREIRO, 2006), sendo esse fragmento responsavel pelo efeito tumorigénico,
enquanto que o composto ZINC19 apresentaria efeito téxico reprodutivo devido o fragmento

naftila (Figura 66).
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Tabela 13. Compostos selecionados apds a triagem virtual e docagem molecular.

Risco de toxicidade Biodisponibilidade
# MUT TUM IRR EP HBD HBA PM cLogP LogS TPSA
ATV05  +++  +++ ++ +++ 1 2 284 5,63 -5,54 29,46

ATV06  +++  +++  +++  +++
ZINC51 +++  +++  +++ ++
ZINC19 +++ ++ +++ e+t
ZINC33 +++  +++  +++ ++ 257 2,74 -3,19 58,56
ZINC29 +++  +++  +++ ++ 4 283 3,12 -3,52 49,77

2 298 6,2 -5,74 29,46
5 314 2,88 -3,61 64,99
3 304 4,08 -5,17 46,53
4

PNNR R

+ = ndo toxico; ++ = levemente toxico; +++ = altamente toxico; MUT = Mutagénico; TUM =
tumorigénico; IRR = irritante; EP = efeito reprodutivo; HBD = Doador de ligacdo hidrogénio;
HBA = Aceptor de ligagdo hidrogénio; MM = massa molar; cLogP = coeficiente de
lipofilicidade calculado; LogS = coeficiente de solubilidade; TPSA = topologia da area de

superficie polar.
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Figura 66. Destaque dos fragmentos que estdo associados a efeitos carcinogénicos (ZINC51,
ZINC33 e ZINC29) e reprodutivos (ZINC19).

4.6.2. SELECAO DOS COMPOSTOS OBTIDOS POR TRIAGEM VIRTUAL PARA
ESTUDOS DE DINAMICA MOLECULAR

Ao analisarmos as estruturas quimicas dos compostos selecionados por triagem
virtual, observamos que eles estdo compreendidos em trés grupos: (a) amidas (ZINC33 e
ZINC19); (b) chalconas (ZINC19) e (c) 1,5-benzodioxepina (ZINC51).

O grupo aril-amida estd presente em diversos compostos avaliados contra a TB

contendo ndcleos heteroaromaticos, e. g. pirazinamida e seus analogos (BISPO et al., 2012;
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LIMA, BISPO, SOUZA, 2011) e 2-tiofeno (DE SOUZA et al.,, 2008b) ou derivados
salicilamidas (PARASKEVOPQULOS et al., 2015) (Figura 67).
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H N OH O CFs
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\ T \ .
0 o} N
CIM=119pM 2N AM=2uM
PH=68 pH=6,8

Figura 67. Derivados aril-amidas descritos na literatura com suas respectivas atividades
antimicobacterianas e o pH do teste in vitro.

No caso das salicilamidas, a atividade in vitro frente ao M. tuberculosis foi
determinada por incubacao do bacilo com cada derivado por um periodo de 14 a 21 dias, onde
a CIM encontrada varia de 2 pM até 1000 uM (KRATKY, VINSOVA, STOLARIKOVA,
2012; PARASKEVOPOULOS et al., 2015; WAISSER et al., 2003).

O mecanismo de acao proposto por LEE et al. (2013) para os derivados salicilamidas,
consiste na hidrolise da hidroxila fendlica, formando o ion carboxilato que é eliminado do
bacilo. A seguir, esse ion é protonado, retornando para o interior do bacilo, acidificando seu
citoplasma. No entanto, essa proposta desconsidera dois pontos importantes: (i) a
possibilidade de que amidas secundarias podem ser mais resistentes a clivagem por enzimas
pirazinamidase/nicotinamidase, possibilitando a interacdo com diversos alvos celulares
(LIMA, BISPO, SOUZA, 2011; RUEDA et al., 2014; ZHANG, MITCHISON, 2003) e (ii)
devido a similaridade com a PZA, podemos supor que a hidrolise proposta por LEE et al.
(2013) aconteca na ligacdo amida, sendo facilitada pela ligacdo intramolecular entre a
hidroxila fendlica e a carbonila, gerando o anion do acido salicilico, que atuaria como o anion
do acido pirazinico, carreando H* para dentro do bacilo (LIMA, BISPO, SOUZA, 2011), e
uma amina aromatica, que pode gerar danos tanto ao bacilo quanto as células humanas devido

a formacéo de espécies reativas de nitrogénio (MA et al., 2013) (Figura 68).
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Figura 68. Produtos da hidrolise grupo aril-amida e 0s seus respectivos mecanismos de acao.

O grupo das chalconas é considerado precursor das classes de produtos naturais
flavondides e isoflavondides, sendo que apresentam atividade para diferentes alvos
biologicos, e. g. anti-HIV, anti-cancer, doencas subtropicais como filariose e malaria, inibicéo
da producdo de biofilmes e anti-TB (MAHAPATRA, BHARTI, ASATI, 2015; SINGH,
ANAND, KUMAR, 2014).

Com relacdo a atividade anti-TB, diversos estudos relatam a atividade bioldgica de
chalconas sem especificar um alvo especifico (HANS et al., 2010; LI et al., 2015; LIN, 2002;
SIVAKUMAR et al., 2007; VENTURA et al., 2015), sendo que, recentemente centenas de
moléculas foram avaliadas frente a proteina tirosina fosfatase A do M. tuberculosis
(MtbPtpA) e proteina tirosina fosfatase humana (HumPtp) (CHIARADIA et al., 2008, 2012),
uma enzima envolvida em diversos processos regulatorios, como metabolismo, apoptose e
resposta imune (Figura 69) (ZHOU et al., 2010).
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Figura 69. Derivados chalconas descritos na literatura com suas respectivas atividades
biologicas frente a proteina tirosina fosfatase do MTB (MtbPtpA) e humana (HumPtpA
humana).

O grupo 1,5-benzodioxepina (Figura 70) é amplamente encontrado compostos
presentes em produtos marinhos (DREVERMANN et al., 2007; HUGEL et al., 2008) e como
intermediario na preparacdo de analogos de isoflavondides encontrados em Trifolium
pratense, encontrada na Europa, e Cordyla africana (AITMAMBETOV, GRISHKO,
KHILYA, 1993), encontrada nas éreas central e sul da Africa (AITMAMBETOV,
TLEGENOV, TOKHTYBAEVA, 2006).

Contudo, esse arcabouco molecular é pouco explorado quanto a sua agéo
farmacoldgica, sendo encontrado em composto com acdo anti-cancer (LUO et al., 2013), anti-
HIV (LIU et al., 2010) e antagonistas de receptores muscarinicos do tipo M3 (SONDA et al.,
2007).
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Figura 70. Grupo 1,5-benzodioxepina e alguns compostos com propriedades olfativas,

isoflavonoide e com atividade anti-HIV.

Portanto, devido a possibilidade do grupo aril-amida atuar por um mecanismo
inespecifico e com a possibilidade de gerar espécies toxicas para células humanas, os
compostos ZINC33 e ZINC19 nédo foram avaliadas por DM, enquanto os compostos ZINC19

e ZINC51 foram selecionados para analise por DM.
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4.6.3. ANALISE POR DINAMICA MOLECULAR DO COMPOSTO ZINC19

Ao avaliar a estabilidade do complexo holoenzima-ZINC19 durante 30ns de simulagao
(Figura 71), observamos uma variagdo do RMSD da cadeia principal da InhA de,
aproximadamente, 0,25nm, sendo que a partir de 20ns ocorreu uma estabilizagdo da
movimentacdo dos a&tomos da InhA. No caso do RMSD dos dtomos diferentes de hidrogénio
do cofator, a variacdo da estrutura de partida foi de, aproximadamente, 0,15nm, estabilizando

apos 0s 5ns iniciais, enquanto 0 RMSD do ZINC19 permanece estavel durante o tempo de

simulag&o.
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Figura 71. Grafico de RMSD para os complexos holoenzima-ZINC19 durante 30ns de
simulacédo de DM.

Ao compararmos a mobilidade da cadeia principal (carbono-o) entre a holoenzima
(2AQ8) e a holoenzima-ZINC19 (Figura 72), observamos uma maior mobilidade dos
residuos que compde o dominio MLP-4 (Gly104-GIn106), LP-6 (Gly204-Gly208) e a regido
inicial de AH-7 (Glu209 e Glu210), o que indica a desestabilizacdo do sitio de ligacdo. Essa
tendéncia pode ser observada quando analisamos a distancia dos dominios LLP-4/AH-6 e

MLP-4/LP-6 (Figura 73), onde observamos a conformacdo aberta.

Com a abertura da cavidade, observamos a entrada de moléculas de dgua préximo aos
dominios LP-5 e UAH-5, realizando interacfes por ligacdo hidrogénio entre os residuos
Aspl50-Alal91 (N...HOH e HOH...O, 86,4 e¢ 90,6%, respectivamente) e Tyr158-Aspl48-
Phe149 (OH...HOH, HOH...OD2 e HOH...O, 85,2, 82,6 ¢ 76,6%, respectivamente) (Figura
74).
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Figura 72. Grafico da diferenca de variacdo do fator-B calculado para o complexo 2AQ8 e
holoenzima-ZINC19. Os retangulos mostram as regides que compdem o sitio de ligacao.

eH ZINC19

LLP-4/AH-6 12,47
MLP-4/LP-6 10,81

Figura 73. Comparacéo das estruturas obtidas pelo (A) estudo de docagem molecular e (B) a
estrutura média do cluster mais populoso obtido nos 5ns finais de simulacgdo e a distancia dos
dominios LLP-4/AH-6 e MLP-4/LP-6.
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Figura 74. Representacdo da estrutura média para o cluster mais populoso do complexo
holoenzima-ZINC19, destacando as moléculas de agua presentes no interior do sitio de
ligacéo.

Ao avaliarmos a movimentacdo do residuo Phel49, tanto na holoenzima quanto no
complexo holoenzima-ZINC19 (Figura 75), observamos que a faixa de variacdo do diedro ¢
diminui quando comparado com a holoenzima, indicando a restricdo do carbono-o dentro do
sitio ativo, enquanto que o deslocamento dos diedros y e y, de aproximadamente 60° e 150°,
respectivamente, favorece o acesso de moléculas de agua ao dominio LP-5.

No caso do residuo Tyrl58, as variacdes de cerca de 90° e 60° dos diedros ¢ e v,
respectivamente, contribuem para a saida desse residuo de dentro do sitio de ligacdo. Alem
disso, essa mudanca conformacional da Tyr158 € favorecida pela ligacdo hidrogénio mediada

por &gua descrita anteriormente.

128



D InhA-NADH

. InhA-NADH-ZINC19

Phe149 Diedro ¢ Phe149 Diedro Y

Phe149 Diedro x,
T 77— XM T T T B Bt
— InhA-NADH
— InhA-NADH-ZINC19
005 - osp- - 0051 T 105 - -
A \ | A
L 1k | 1 i | L
' f\ Al ) /\
pEacMe 0 e 1w T 0 oy glone e o ddle Neslf) ol A LN L N
180 4120 60 0 60 120 180 -180 -120 60 O 60 120 180  -I180 -120 -60 0 60 120 180 -180 -120 60 0 60 120 180
Tyr158 Diedro ¢ Tyr158 Diedro Y Tyr158 Diedro x; Tyr158 Diedro x,
0T T T L2 e S E e A S S 01— 77— T
0050 - 005 f‘ 7 o005t 05 E
A
L J F \ . / ] L
/ |\ If \
/ iy il J \
1 1N t ol : o A R LI L] Ol M| A |

0 L 0 L L
J80 120 60 0 60 120 180 180 <120 60 0 60 120 180 Qi ntGT G 60 120 is0 Js0 120 60 0 60 120 180

Figura 75. Representacdo grafica da mobilidade dos residuos Phe149 e Tyr158 referente aos
diedros ¢, w, y1 € y2 para holoenzima (verde) e holoenzima-ZINC19 (laranja).

4.6.4. ANALISE POR DINAMICA MOLECULAR DO COMPOSTO ZINC51

Ao avaliar a estabilidade do complexo holoenzima-ZINC51 durante 40ns de simulacao
(Figura 76), observamos uma variacgdo do RMSD da cadeia principal da InhA de
aproximadamente 0,25nm, sendo que a partir de 10ns ocorreu uma estabilizacdo da
movimentacdo dos atomos da InhA. No caso do RMSD dos atomos diferentes de hidrogénio

do cofator e do ZINC51, eles atingem a estabilidade logo nos primeiros 5ns de simulagéo.
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Figura 76. Grafico de RMSD para os complexos holoenzima-ZINC51 durante 40ns de
simulacédo de DM.

Ao compararmos a estrutura obtida pelo estudo docagem molecular e a estrutura
média do cluster mais populoso dos ultimos 5ns finais da simulagéo (Figura 77), observamos
a manutencdo da estrutura secundaria de AH-6 e a perda da estrutura secundaria do inicio de
AH-7 devido a formacdo de uma interacdo por ligacdo hidrogénio entre Leu207 e Glu210
(Leu207N...Glu2100, 84,0%). A interagdo entre os residuos Leu207 e Glu210 resulta em
uma volta com quatro residuos, permitindo a interagdo por ligacdo hidrogénio entre a
interse¢do LP-6/AH-7 e o dominio MLP-4 (Gly208N...Gly1040, 72,1%). Essa interacdo por
ligacdo hidrogénio entre dominio influencia no fechamento do sitio de ligacdo, onde a tampa
(MLP-4/LP-6) e o portdo (LLP-4/AH-6) apresentam distancias similares ao complexo

holoenzima e ao complexo holoenzima-ATVO05 (6,06 e 8,33 A, respectivamente).
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H.C P ZINC 51

Phel49

LLP-4/AH-6 8,33
MLP-4/LP-6 6,06
Figura 77. Comparacéo das estruturas obtidas pelo (A) estudo de docagem molecular e (B) a

estrutura média do cluster mais populoso obtido nos 5ns finais de simulacéo e a distancia dos
dominios LLP-4/AH-6 e MLP-4/LP-6.

Considerando a interacdo entre o sitio de ligacdo com moléculas de dgua, observamos
que o fechamento da tampa aprisiona quatro moléculas de agua que interagem com oS
residuos GIn100 (HOH...OE1l e NE2...HOH, 96,6 e 85,4%, respectivamente), Trpl160
(N...HOH, 97,0%) e Metl61 (N...HOH, 92,0%) e uma molécula de agua fora da cavidade,
mediando interagdes via ligacao hidrogénio entre os residuos Glyl04 (N...HOH, 72,1%) ¢
Ile105 (N...HOH, 83,0%) (Figura 78).
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- Y

Figura 78. Representacdo do sitio de ligacdo mostrando as moléculas de agua dentro (A) e
fora (B) da cavidade.

A presenca dessas moléculas de agua dentro da cavidade de ligacdo ndo influencia na
mobilidade dos residuos LP-5 (Phel49-Alal57) e UAH-5 (Tyrl58-Lys165) quando
comparado com a holoenzima (2AQ8), enquanto que a interacdo com a agua fora da cavidade
aumenta a mobilidade do residuo 1le105. No caso do residuo Glyl04, a mobilidade do
carbono-a ¢ comparavel a holoenzima devido a interagdo por ligagdo hidrogénio com a

intersecdo LP-6/AH-7 (Figura 79).
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Figura 79. Gréafico da diferenca de variacdo do fator-B calculado para entre os complexos
2AQ8 e holoenzima ligada a ZINC51. Os retangulos mostram as regides que compdem o sitio
de ligacéo.

Ao avaliarmos a movimentacdo do residuo Phel49, tanto na holoenzima quanto no
complexo holoenzima-ZINC51 (Figura 80), observamos que o diedro ¢ apresenta 0 mesmo
deslocamento em ambos os sistemas, indicando a manutencao da posi¢cdo do carbono-o dentro
do sitio ativo, enquanto que o diedro y indica a mobilidade do dominio LP-5. A variacdo do
diedro y2, onde o0 anel aromatico adquire uma orientacdo perpendicular ao carbono-a, ocorre
para evitar possiveis colisdes estéricas com a cadeia principal da proteina, como relatado
anteriormente.

No caso dos angulos de torcdo da Tyrl58, o diedro ¢ diminui sua mobilidade,
enquanto o diedro y; assume uma conformacdo mais eclipsada (~120°), possivelmente, as
mudancas desses diedros estdo relacionadas a interacdo por ligacdo hidrogénio reforcada por
carga com a cadeia secundaria de Lys165 (Lys165NZ...Tyr1580H, 93,6%). As variacdes
conformacionais do residuo Tyr158, principalmente dos diedros ¢ e 1, favorecem a saida

desse residuo de dentro do sitio de ligacao.
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Figura 80. Representacdo grafica da mobilidade dos residuos Phe149 e Tyr158 referente aos
diedros ¢, w, x1 € y2 para holoenzima (verde) e holoenzima-ZINC51 (laranja).

134



4.6.5. ANALISE DAS INTERACOES POR LIGACAO HIDROGENIO E CONTATOS
HIDROFOBICOS DOS COMPLEXOS HOLOENZIMA-ZINC19 E
HOLOENZIMA-ZINC51

A Tabela 14 reine as principais interagdes por ligagdo hidrogénio e os contatos
hidrofébicos para os compostos ZINC19 e ZINC51. O complexo holoenzima-ZINC19
(Figura 81, conformagdo aberta), apresenta interacdes por ligacdo hidrogénio
preferencialmente com o cofator com um alto tempo de persisténcia (99,2%), enquanto o

contato hidrofobico ocorre com Tyr158 com baixo tempo de persisténcia (37,7%).

Tabela 14. Interagdes por ligacao hidrogénio e contatos hidrofobicos entre a holoenzima e os
compostos ZINC19 e ZINC51.

Ligacdo hidrogénio ° Contato Hidrofébico °
ZINC? Tempo ] N Tempo

Doador Aceptor (%) ¢ Residuo  Distancia (%) ¢

19 02 NADH 070 99,2 Tyr158  3,70(+0,21) 37,7
04 HOH 97,4 Tyrl58  3,73(z0,16) 77,5

51 HOH GIn1000E1 96,6 Alal98  3,88(x0,10) 11,2
Met98N 05 46,9 1e202  3,20(x0,22) 100

Tyr1580H Ol 37

% Cadigo do inibidor. ® Ligacao hidrogénio (D-H...A) foi mensurada considerando a distancia (D...A) até 3,5A e
angulo (H-D-A) até 30°. © Valor de corte considerado entre atomos diferentes de hidrogénio e o residuo foi até
4,0 A. ? Tempo de persisténcia (%) considerando somente os Gltimos 5ns de simulagdo de DM.

Figura 81. Representagdo 3D das principais interagdes no complexo holoenzima-ZINC19.
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Comparando esse perfil de interagdes com os complexos em que as enzimas
apresentaram conformacdo aberta, e.g., holoenzima-ATV27 e holoenzima-ATV26, a
preferéncia por interagir com o cofator e o baixo numero de contatos hidrofobicos indicam
que o composto ZINC19 teria baixa afinidade pela InhA.

No complexo holoenzima-ZINC51 (Figura 82, conformagdo fechada), observamos
um maior nimero de interagdes por ligagdo hidrogénio com a proteina, destacando a intera¢ao
com a cadeia principal de Met98 (N...05, 46,9%), pois ela mimetiza a interagdo observada
para ATV0S5 (OH...Gly960, 26,6%), que é o composto mais ativo da classe dos EDAs. Além
disso, as interacdes hidrofobicas ocorrem com os dominios UAH-5 (Tyr158, 77,5%) ¢ AH-6
(Ala198, 11,2% e 11e202, 100%), destacando que a interagdo com AH-6 também ocorre no

complexo holoenzima-ATV05, sendo com maior intensidade na presenca de ZINCS51.

GIn100

".  Tyr158"

Figura 82. Representagdo 3D das principais interagdes no complexo holoenzima-ZINCS51.
Portanto, a partir das comparagdes realizadas com o complexo holoenzima-ATVOS e

também observando outros complexos com a conformacao fechada, e.g., holoenzima-ATVO06,

podemos pressupor que ZINC51 apresentaria boa afinidade pela enzima InhA.
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4.6.6. PREDICAO DA POTENCIA BIOLOGICA DOS COMPOSTOS ZINC19 E
ZINC51

Cada um dos compostos foi avaliado utilizando a melhor equagéo obtida pelo estudo
de QSAR3D (Eg. A05) e suas poténcias bioldgicas foram preditas (Tabela 15). Na Figura 83

estdo descritas a contribui¢do de cada residuo, bem como sua média ponderada.

Tabela 15. Valores de pK; (M) preditos para os compostos ZINC19 e ZINC51 de acordo com
a Eq.A05.

ZINC pKipred
19 7,43
51 8,00

Como esperado, o composto ZINC19 apresentou um menor valor de poténcia predita
do que ZINC51. Esse fato se deve, primeiramente, a conformacéo aberta observada durante o
estudo de DM, resultando numa baixa interagdo com o0s residuos pertencentes aos dominios
AH-6 (Leul97 e Val203) e UAH-5, principalmente, o residuo Lys165. No caso do ZINC51,
devido a conformacdo fechada do sitio ativo, ele apresenta uma maior energia de interagédo
com os dominios AH-6 e UAH-5. Apesar da energia de interacdo por Coulomb com o residuo
Val203 ser desfavoravel, ela é compensada pelo aumento da energia de interacdo com
Leul97, bem como a manutencdo da interacdo com 11e202. Além disso, durante o estudo das
interacdes dos compostos que apresentam conformacéo fechada, duas ou mais interacdes com
residuos do dominio AH-6 favorecem a manutencdo da estrutura secundaria, enquanto que
interacdes fortes com um residuo desse dominio favorecem o aumento da mobilidade desta

regido, resultando na abertura do sitio ativo com a perda da estrutura secundaria.
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Figura 83. Energias de interacdo dos residuos selecionados da Eq. A05 para 0s compostos
ZINC19 e ZINC51 e as energias de interagdes ponderadas. O grafico foi truncado em -
4,0KJ/mol. O valor de energia para ZINC19 referente ao termo 11e202 é de -16,22 KJ/mol e
para ZINC51 referentes aos termos Lysl65 e 11e202 é de -14,49 e -13,97 KJ/mol,
respectivamente.

138



5. CONCLUSOES

Neste trabalho, realizamos a docagem molecular de diversos compostos da classe
EDA, sendo possivel observar que alguns complexos apresentaram diferencas estruturais
referentes aos ligantes e a prépria enzima, apesar da resolucdo do cristal ser menor do que
2,5A. Durante o estudo de docagem observamos do estado de oxidacio do cofator, uma vez
que durante o ensaio bioldgico utiliza-se o cofator na forma reduzida (NADH), enquanto na
obtencdo do cristal, a enzima é saturada com o cofator na forma oxidada (NAD+). Como o
objetivo do trabalho é avaliar as possiveis interacdes que acontecem durante 0 ensaio
bioldgico, optou-se por utilizar o cofator na forma reduzida.

Além disso, foi possivel identificar que para alguns complexos, a conformacéo do sitio
ativo encontrava-se fechada ou aberta, indicando a flexibilidade que a proteina pode
apresentar mesmo para substéncias similares. Portanto, identificou-se as possiveis poses
comparando as melhores solugbes, utilizando o MVD, classificadas por duas funcdes de
pontuacédo diferentes: MolDock e o Rerank.

Ao aplicar esse método, somente o0 ATV19 apresentou solucdes bem pontuadas pelas
funcdes de pontuacdo MolDock e o Rerank com conformacéo e orientagédo diferente dentro do
sitio ativo. Ademais, ao avaliarmos as interaces por ligacdo hidrogénio e os contatos
hidrofobicos, ndo foi possivel determinar interacbes que pudessem diferenciar a poténcia
biologica dessa classe de compostos.

A partir das poses selecionadas durante o estudo de docagem molecular foi possivel
analisar as principais movimentacdes das estruturas secundarias que formam o sito de ligacao,
bem como a influéncia da solvente, em funcédo do tempo.

Em geral, observou-se que a atividade bioldgica da série EDA é influenciada pelos
seguintes fatores: (1) manutencdo da estrutura secundaria de AH-6 e a desnaturacéo da por¢do
inicial de AH-7 (Glu209-GIn214), (2) abertura/fechamento AH-6/LLP-4 (portdo) e LP-
6/MLP-4 (tampa), (3) movimentacao dos residuos Phel49 e Tyr158 e (4) presenca de dgua no
interior da cavidade.

A desnaturacdo da estrutura secundaria de AH-6 aumenta a exposic¢do da cavidade ao
solvente, mas ndo foi observado relacdo da perda da estrutura secundaria com a abertura do
portdo AH-6/LLP-4. Entretanto, a desnaturacdo da porcdo inicial de AH-7 (Glu209-GIn214),
aumenta a mobilidade do dominio LP-6, facilitando o afastamento dos dominios LP-6 e MLP-

4. Portanto, 0s compostos mais ativos tendem a manter o sitio de ligagdo na sua conformacédo
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fechada, com a diminuicdo da atividade biolégica dos compostos, observamos conformacées
intermediérias para o sitio de ligacdo, principalmente com o aumento de mobilidade dos
dominios LP-6 e a porcéo inicial de AH-7. Além disso, a presenca de grupos doadores de
elétrons por efeito indutivo ou de ressonancia ligados ao anel B parece influenciar na
manutenc¢do da conformacéo fechada do sitio de ligacéo.

Com relagdo a movimentagdo dos residuos Phel49 e Tyrl58, observa-se que a
movimentacao de Phe149 ocorre para facilitar a interacdo com grupos hidrofébicos ligados ao
anel B dos derivados EDA, enquanto que a movimentacdo de saida do residuo Tyr158 visa
aumentar o espaco do sitio de ligacdo para acomodar melhor o ligante.

Finalmente, a interacdo dos dominios com o solvente pode estar associado ao aumento
da mobilidade dos residuos, mas também podem auxiliar na estabilizacdo da proteina,
principalmente quando moléculas de agua medeiam interagfes hidrogénio com mais de trés
residuos.

Neste trabalho, foram construidos e avaliados modelos de QSAR-3D dependente do
receptor (DR) de uma série de 39 inibidores éteres diarila da enoil-ACP redutase do M.
tuberculosis (InhA). A selecdo do conjunto treinamento e de teste foi realizado utilizando o
método supervisionado de Kennard-Jones, resultando em um banco de dados onde o conjunto
teste foi bem distribuido comparando com a variacdo de atividade biologica do conjunto
treinamento. A seguir, cinco banco de dados foram submetidos a uma abordagem que
combina minimos quadrados parciais e algoritmos genéticos, disponiveis no programa Wolf,
para obter equacGes de QSAR 3D DR. As variaveis nesse estudo sdo as energias de interacdo
estéricas (Lennard-Jones) e eletrostaticas (Coulomb), calculadas entre cada ligante, cofator e
os residuos da InhA gue compdem sitio de ligacao.

O melhor modelo foi a Eq. A05 (R*= 0,57, SSE = 0,32, RMSEE = 0,31, p = 0,66), no
qual a energia de interacdo estérica e também a soma das contribuicdes estéricas e
eletrostaticas sdo mais importantes que a contribuicdo da energia eletrostatica para a relacéo
estrutura-atividade, indicando que residuos hidrofébicos do sitio ativo da InhA sejam mais
relevantes que as polares na interacdo com esta série de inibidores. Analisando os termos da
Eqg. A05, observamos que a interacdo com o dominio AH-6 (Leul97LJ, 11e202 e Val203C) é
importante para a atividade desses inibidores. Adicionalmente, o0 modelo Eg. A05 auxiliou na
identificacdo da pose que estaria relacionada com a atividade bioldgica de ATV19, mostrando
gue esse composto segue a tendéncia dos outros compostos, onde o anel B esta proximo do

cofator.
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Para a identificacdo de novos inibidores que possam atuar frente a InhA, utilizamos os
compostos mais ativos (ATVO05 e ATV06) para a construcdo de um mapa farmacoférico que
possa interagir com os residuos identificados durante o estudo de QSAR-3D. Apés a
identificacdo de 100 novos candidatos a inibidores, aplicou-se o método de docagem
molecular para identificacdo das poses, sendo selecionado 4 compostos que apresentaram
modo de ligacdo semelhante aos compostos ATV05 e ATV06. Dentro desse total, dois
compostos foram selecionados pertencentes as classes chalconas (ZINC19) e 1,5-
benzodioxepina (ZINC51), realizando a seguir os estudos de DM.

Para o composto ZINC19, observamos a manutencdo da estrutura secundaria de AH-6,
no entanto, a conformacdo do sitio ativo encontra-se aberta, com afastamento dos dominios
AH-6/LLP-4 e LP-6/MLP-4. No caso do composto ZINC51, também observamos a
manutencdo da estrutura secundaria de AH-6, sendo que a conformacdo do sitio ativo
encontra-se fechada.

Ambos 0s compostos apresentam a saida do residuo Tyr158, permitindo a acomodagéo
deles dentro do sitio ativo, além disso, observamos que para o composto ZINC51, existe
moléculas de agua mediando interacdes via ligacdo hidrogénio com a enzima. De fato, a
predicdo da atividade bioldgica, utilizando o modelo AQ5, gerou bom resultado para ZINC51,

indicando que ele seria um bom candidato para inibir a InhA.
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6. PERSPECTIVAS

e Sintese dos compostos ZINC19 e ZINC51

e Testes da atividade enzimatico e frente ao bacilo M. tuberculosis

e Testes de citotoxicidade

e Proposicdo de modificacdes estruturais melhorando as caracteristicas farmacocinéticas e
toxicolégicas mantendo o arcabouco chalcona e 1,5- benzodioxepina;

e Simulagdes por DM com enzimas mutantes;
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