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Resumo

Atualmente cerca de 9 milhdes de pessoas séo infectadas e 1,4 milhGes morrem de
tuberculose no mundo. No Brasil, 71 mil novos casos de tuberculose sdo registrados a cada
ano. Como agravante, ha o surgimento de cepas resistentes ou imunes tanto aos tratamentos
de primeira linha (isoniazida e rifampicina) quanto aos mais avancados (combinagdo de
farmacos). Um novo alvo que tem sido considerado contra a tuberculose é a arilamina N-
acetiltransferase do M. tuberculosis (TBNAT). Essa enzima estd envolvida na sintese de
acidos micdlicos, componentes essenciais da parede celular bacteriana, entretanto, sua alta
semelhanca com as NATs humanas torna dificil o planejamento de novos farmacos. Assim,
para atingir-se um nivel de seletividade adequado € necessario caracterizar os residuos de
aminoacidos presentes no sitio ativo da desta enzima que estdo envolvidos no processo de
reconhecimento e ligacdo. Este trabalho teve como objetivo usar ferramentas de
bioinformatica estrutural para avaliar a interacdo de substratos e inibidores conhecidos da
TBNAT visando caracterizar os residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo desta

enzima.
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INTRODUCAO

Atualmente a tuberculose ainda é responsavel por mortes e infec¢cbes no mundo. Cerca de 9
milhGes de pessoas sdo infectadas e 1,4 milhdes morrem de tuberculose no mundo devido a
doenga (WHO, 2012). No Brasil 71 mil novos casos de tuberculose sdo registrados a cada ano
(BRASIL, 2012). Nos ultimos anos, como agravante, hd o surgimento novas cepas resistentes

ou imunes tanto aos tratamentos comuns de primeira linha (isoniazida e rifampicina) quanto
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aos mais avangados (combinacdo de farmacos). Além disso, alguns farmacos para combater a
tuberculose ndo podem ser coadministrados com farmacos usados por diabéticos e para 0
tratamento de HIV. Um novo alvo que tem sido considerado importante contra a tuberculose é
a arilamina N-acetiltransferase do M. tuberculosis (TBNAT) (FULLAN ET AL, 2013;
ABUHAMMAD ET AL, 2012). Essa enzima estd envolvida na sintese de acidos micdlicos,
componentes essenciais da parede celular bacteriana, responsavel pelo crescimento e
desenvolvimento do bacilo. Porém, devida sua alta semelhanca as NATs humanas torna dificil
0 planejamento de farmacos no sentido de que um inibidor projetado para as NATS
bacterianas poderd facilmente inibir as NATs humanas. Para atingir-se um nivel de
seletividade adequado é necessario estudar no nivel atémico a forma como 0s possiveis
ligantes interagem com a molécula alvo. Devido a limitacdes econdmicas e técnicas a
determinacdo experimental da estrutura tridimensional de macromoléculas bioldgicas é
limitada aos recursos disponiveis e caracteristicas intrinsecas da proteina. Assim, métodos
computacionais se apresentam como uma alternativa altamente util na obtengdo de dados

estruturais e conformacionais envolvidos na formacao de complexos ligante-receptor.

METODOLOGIA

Nesse trabalho foram usadas técnicas computacionais para avaliar a interacdo de substratos e
inibidores conhecidos da TBNAT no sentido de caracterizar os residuos de aminoacidos
presentes no sitio ativo da enzima que estdo envolvidos no processo de reconhecimento e
ligacdo. O protocolo estabelecido envolveu técnicas de simulagdo por dindmica molecular
(DM), de docagem molecular e, simulagéo de dinamica molecular, ensemble docking e mapa
de contatos. As simulacdes de DM foram realizadas com campo de forca GROMOS 53A6
(OOSTENBRINK ET AL, 2004) implementado no pacote de programas GROMACS versao
4.5 (LINDAHL ET AL, 2001; VAN DER SPOEL ET AL, 2005). Para a docagem molecular
usou-se o0 programa AutoDock 4.2 através da interface grafica AutoDockTools (MORRIS E
LIM-WILBY, 2008). A técnica de ensemble docking foi implementada internamente com o
uso de filtros, servindo para selecionar somente as configuracdes espaciais dos ligantes que
estavam de acordo com o mecanismo de acdo enziméatica. Como ligantes foram selecionados
moléculas com dados experimentais conhecidos: isoniazida, composto 15 (inibidor
recentemente descoberto através de triagem virtual), acido para-aminossacilico e o &cido
benzoico hidrazida. Cada ligante foi submetido a dez docagens independentes sobre 400

conformacdes da TBNAT extraidas da etapa de producdo das simulagdes por DM. Um mapa



dose contatos mais frequentes foi gerado com o emprego dousa o programa LIGPLOT. para
calcular a energia das ligacBes de todas as conformacdes selecionadas. Essas técnicas séo
aplicadas para 401 frames de uma trajetdria que explora as movimentagdes da TBNAT. Como
ligantes foram selecionados a isoniazida, composto 15, &cido para-aminossacilico e o &cido
benzoico hidrazida. Duas trajetdrias independentes de dindmica molecular foram geradas para
a TBNAT livre, e subsequentemente rodados os processos descritos acima para cada ligante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensemble docking sdo extraidas conformacGes do receptor durante a simulacdo
por dindmica molecular, sendo cada uma dessas conformacdes transientes submetidas a um
calculo de docagem molecular. A aplicacdo do filtro elimina os resultados do ensemble
docking que ndo fazem sentido do ponto de vista do mecanismo proposto para a enzima.
Como pode ser observado na figura 1, somente parte dos 4.000 resultados de docagem para
cada ligante gera configuracdes espaciais onde o ligante estd posicionado para interagir com

residuos do sitio de ligacéo.

Figura 1: Poses selecionadas pelo filtro apos o ensenble docking
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A tabela 1 traz os resultados para a energia média de ligacdo e o nimero médio de
poses selecionadas por conformacgdo da enzima livre na docagem de cada uma dos ligantes.
Pode-se observar que os resultados de energia estdo de acordo com a série de afinidade
experimental, sendo o composto 15 o que apresenta maior afinidade, seguido do &cido para-

aminossalicilico, acido benzoico hidrazida e isoniazida, o substrato com menor afinidade.

Tabela 1: resultado do ensemble docking para cada réplica da simulacdo da TBNAT

Ligante Trajetoria Energia Media dos NUmero medio de
(réplica) Selecionados (kcal/mol)  selecionados por frame
Isoniazida Thnatwtl -4.9 £0.3 04+11
Tbnatwt?2 -4.7 £0.3 0.8 +1.7
Composto 15 Thnatwt1 -7.2 0.5 1.8+2.3
Tbnatwt?2 -7.3 +0.9 2.6 3.0
Acido para- Thbnatwt1 -5.3+0.5 1.1+2.3
aminossacilico
Thbnatwt2 -5.1+0.4 1.2 +25
Acido Thnatwt1 -5.1+0.2 0.3+1.1
benzoico
hidrazida Thnatwt2 -5.2 0.3 0.7 £1.6

CONCLUSOES FINAIS

Cada simulacdo independente apresentou um perfil distinto de interacdo com o0s
ligantes, indicando que o grau de amostragem do sistema deve ser ampliado ou 0 nimero de

conformacdes utilizadas no ensemble docking deve ser aumentado

Embora a ordem de afinidade relativa observada esteja parcialmente de acordo com os
dados experimentais, a diferenca encontrada em termos de AGying €St dentro do limite de erro
do programa de docagem, que é de 2,6 kcal/mol, indicando que o método deve ser

aprimorado quanto a este parametro.
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