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            RESUMO

 

A tuberculose é uma doença infectocontagiosa responsável por cerca de 1,3 milhão de mortes

anualmente  a  nível  mundial. Apesar  do  aparecimento  de  cepas  multirresistentes  de

Mycobacterium  tuberculosis (Mtb),  desde  a  década  de  80  se  observa  uma  lacuna  no

desenvolvimento  de  novos  antimicrobianos.  Com o advento  da  bioinformática  e  biofísica

molecular computacional, tornou-se possível, a partir de um alvo molecular preestabelecido,

testar  inúmeros candidatos  a  fármacos,  com destaque para a  predição da energia  livre de

ligação. Nesta dissertação, foram selecionados 14 compostos com conhecida atividade frente

a  enzima  2-trans-enoil-ACP redutase  (InhA,  EC 1.3.1.9)  de  Mtb.  Estas  moléculas  foram

divididas em 3 grupos. Grupo 1: 5 compostos com valores esparsos de energia livre. Grupo 2:

9 compostos com valores similares de energia livre e derivadas do composto Genz-10850.

Grupo  3:  14  compostos  correspondendo  à  união  dos  Grupos  1  e  2.  Amostragens  por

simulações  de  dinâmica  molecular  de  2  ns,  em solvente  explícito,  permitiram estimar  os

valores  da  energia  livre  de  ligação  destes  compostos  com  os  métodos  MM/GBSA,

MM/PBSA, (QM)MM/GBSA, LigScore, DrugScore, AutoDock e SQM. O ranqueamento dos

compostos foi baseado na correlação (R2) entre valores experimentais e estimados de energia

livre. Os resultados apontaram valores de R2  similares entre os métodos testados. Técnicas

mais robustas, como SQM e (QM)MM/GBSA, não obtiveram resultados mais acurados em

comparação àquelas  mais  simples,  como LigScore  e  DrugScore.  No geral,  foram obtidos

valores moderados de correlação (R2 de 0,00-0,80) para o Grupo 1. Os Grupos 2 e 3 exibiram

correlações fracas (R2 <0,40). Apesar dos resultados satisfatórios para o Grupo 1, os métodos

utilizados apresentaram limitações e não foram capazes de predizer e ranquear corretamente

compostos com valores próximos de energia livre e estruturas moleculares similares, como os

do Grupo 2. 

Palavras chave: Enzima InhA, Mycobacterium tuberculosis, receptor flexível, dinâmica 
molecular, energia livre de ligação.



ABSTRACT

Tuberculosis  is  an  infectious  disease  responsible  for  about  1.3  million  deaths  annually

worldwide. Despite the appearance of multi-resistant  strains of Mycobacterium tuberculosis

(Mtb), since the 80´s there is a gap in the development of new antimicrobials. With the advent

of bioinformatics and computational molecular biophysics, became possible to test, from a

established molecular target, numerous molecules, especially associated with the prediction of

binding free energy. In the current dissertation, were selected 14 compounds with recognized

activity against  the enzyme  2-trans-enoil-ACP redutase  (InhA, EC 1.3.1.9) of Mtb.  These

molecules were divided into three groups. Set 1: 5 compounds with distant values of binding

free energy. Set 2: 9 compounds with close binding free energy values and similar molecular

structures (derived from Genz 10850). Set 3: 14 ligands, corresponding to the sum of the set´s

1 and 2. Sampling obtained from molecular dynamics and 2 ns of simulations, in explicit

solvent, allowed to estimate the free energy of bind associated with the methods MM/GBSA,

MM/PBSA, (QM)MM/GBSA, LigScore, DrugScore, AutoDock and SQM. The ranking of the

compounds were based in the correlation (R2) between the predicted and experimental values.

Results showed similar values of  R2  in all tested methods. More accurate methods, such as

SQM and (QM)/MM/GBSA, not obtained better correlations in comparison with simplified

methods, as LigScore and DrugScore. In general, Set 1 obtained a moderate correlation (R2 of

0.00-0.80). Set´s 2 and 3, showed weak correlation (R2 < 0.40). Despite the satisfactory results

of Set 1, the tested methods presented limitations in the ranking of compounds with close

values of experimental binding  free energy and similar molecular structures, as Set 2.

Key words: InhA enzyme, Mycobaterium tuberculosis, flexible receptor, molecular dynamics, 

free energy of binding.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 TUBERCULOSE HUMANA

A tuberculose  (TB)  humana  é  umas  das  doenças  infecciosas  mais  antigas  descritas  pela

comunidade  médico  científica.  Dados  alarmantes  da  Organização  Mundial  de  Saúde  (OMS),

caracterizam  a  tuberculose  como  sendo  a  segunda  doença  infectocontagiosa  mais  prevalente

mundialmente,  com cerca  de  um terço  da  população  global  colonizada.  Dentre  os  indivíduos

infectados, aproximadamente 8,6 milhões deles desenvolvem a TB ativa todos os anos, e em média

1,3 milhão de pessoas morrem anualmente por causa desta doença (OMS 2015).

Uma patologia que acomete pessoas principalmente na faixa etária entre 20 e 49 anos, a TB

pode  apresentar-se  sobre  diferentes  manifestações  clínicas,  que  são  normalmente  associadas  ao

órgão acometido. As manifestações da forma pulmonar contudo são as mais frequentes, visto que o

Mycobacterium tuberculosis tem uma predileção pelo  tecido  pulmonar.  A forma pulmonar  tem

como principal manifestação clínica a tosse seca ou produtiva com expectoração purulenta, com

presença  ou  não  de  sangue  (hemoptise).  Formas  extrapulmonares  ocorrem  principalmente  em

pacientes imunocomprometidos devido a casos associados ao HIV ou tratamentos quimioterápicos.

(San Pedro et al., 2013; Costa et al., 2012).

 Com relação ao tratamento efetivo da TB, é necessário uma associação de diagnóstico precoce

com o uso medicamentoso adequado. O tratamento preconizado pela OMS é a base de potentes

antibióticos (rifampicina, etambutol, isoniazida e pirazinamida) por um tempo médio de seis meses

(OMS  2014).  O  uso  indiscriminado  de  antibióticos,  associado  a  uma  lacuna  importante  na

descoberta de novos antimicrobianos a partir da década de 80, contribuíram para o crescimento e o

ressurgimento da tuberculose nos últimos tempos. Este fato se agrava principalmente nos países

subdesenvolvidos e em desenvolvimento, como é o caso do Brasil

Por ser o maior responsável pelos casos de tuberculose, o Mtb sempre foi o alvo principal do

estudo  para  o  desenvolvimento  de  drogas  anti-TB.  É  um  bacilo  patogênico  da  família

Mycobacteriaceae descoberto em 1882 por Roberto Koch e comumente chamado de bacilo de Koch

(BK), em homenagem ao seu descobridor. Isolada no ano de 1905, a cepa H37Rv teve seu genoma

sequenciado  somente  em  1998.  O  seu  genoma  completo  possui  4.411.529  pares  de  bases  e

aproximadamente 4.000 genes  (Cole et al.,  1998;  Camus et al., 2002). Na natureza,  depende de

parasitismo para sobreviver,  portanto ele não se encontra em sua forma livre.  As micobactérias

podem  entrar  em  estado  de  dormência,  onde  são  capazes  de  sobreviver  sem  se  dividir.  Esta
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característica  permite  que  elas  continuem  a  colonizar  o  ser  humano  por  longos  períodos,

dificultando  a  sua  erradicação.  Poucos  microrganismos  produzem uma variedade  de  moléculas

lipofílicas  como  o  Mtb.  Este  patógeno  é  capaz  de  produzir  desde  moléculas  simples,  como

palmitato, até ácidos graxos de cadeias longas (ácidos micólicos). Possui em média 250 enzimas

distintas envolvidas no metabolismo dos ácidos graxos, contra apenas 50 na Escherichia coli,  por

exemplo (Glickman et al., 2001).

No  estudo  de  novos  fármacos  contra  a  TB  provocada  pelo  Mycobacterium  tuberculosis,

destaca-se  a  enzima  InhA (2-trans-enoil-ACP  (CoA)  Redutase)  (E.C  1.3.1.9).  A InhA é  um

conhecido alvo molecular, local de ação do antimicrobiano isoniazida. Por se caracterizar em um

alvo de interesse já estabelecido e validado para o desenvolvimento de drogas anti-TB, a InhA

ainda se mostra promissora neste tipo de estudos contra novos alvos moleculares  (Agüero et al.,

2008). 

1.2 A ENZIMA InhA DE Mycobacterium tubeculosis

A enzima InhA, é uma das enzimas participantes da via de síntese de ácidos graxos, a FAS II

(Fatty Acid Synthase). Em micro-organismos, incluindo o Mtb, a FAS divide-se em dois subtipos:

FAS I e FAS II, sendo que a FAS II não se encontra em mamíferos  (Quemard et al., 1995). Esta

exclusividade faz com que as enzimas desta via sejam potenciais alvos para novos inibidores, pois

não interferem com a homeostase do corpo humano. 

Pertencente a família de enzimas SDR´s ou desidrogenases/redutases de cadeia curta, a

InhA é codificada pelo gene  inhA e possui 269 aminoácidos em cada subunidade.  Essa enzima

utiliza substratos derivados 2-trans-enoil-ACP de ácidos graxos de cadeias curtas e longas, sendo

esta uma reação NADH-dependente (utiliza NADH como coenzima). Nesta etapa um íon hidreto

(H-) é transferido da coenzima para o substrato, o que resulta na redução da dupla ligação (entre C2

e C3) do ácido graxo (Figura 1). A InhA utiliza principalmente ácidos graxos de cadeia longa, entre

12-24  carbonos,  como  sendo  precursores  dos  ácidos  micólicos.  A sua  inativação,  sozinha,  é

suficiente para induzir o acúmulo de ácidos graxos saturados e este processo leva a alterações e lise

da parede celular do Mtb (Vilchèze et al., 2000). 
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1.3 ÁCIDOS MICÓLICOS 

A formação da parede celular do Mycobacterium tuberculosis é composta por várias moléculas

complexas.  Predominantemente  podemos  citar  três  delas  atreladas  por  ligações  covalentes:  o

peptideoglicano, o arabinogalactano e os ácidos micólicos (sendo este o componente majoritário da

parede  celular).  Os  ácidos  micólicos  caracterizam-se  por  serem  ácidos  graxos  α-alquil  β-

hidroxilados com um alto peso molecular. São compostos de duas cadeias, uma menor com cerca de

20-24 átomos de carbono e uma cadeia maior com 50-60 átomos de carbono (Barry et al., 1998). No

sistema FAS I todas as atividades enzimáticas são codificadas por um ou dois polipeptídios e são

responsáveis pela produção de ácidos graxos de cadeia pequena (C16-C18) e de cadeia longa (C24-

C26). A via FAS II é composta por quatro enzimas monofuncionais distintas que são responsáveis

pelo  alongamento  da cadeia  de  ácidos  graxos no Mtb.  Primeiro  ocorre  a  condensação de uma

unidade de malonil-AcpM à cadeia do ácido graxo, podendo esta reação ser catalisada por duas β-

cetoacil-ACP sintases, a KasA e a KasB (Schaeffer et al., 2001), resultando na liberação do AcpM e

CO2.  Desta ligação resulta um β-cetoester,  e este grupo ceto é reduzido pela enzima MabA (β-

cetoacil-ACP redutase NADPH-dependente), a um β-hidroxiacil-ACP. Na terceira etapa ocorre uma

eliminação do grupo β-OH, por uma enzima hidroxiacil-ACP desidratase, resultando na formação

de um derivado 2-trans-enoil-AcpM. A etapa final  desta  reação consiste na redução da ligação

dupla do enoil-AcpM pela enzima InhA (Rosado et al., 2012; Kim et al., 2013). Uma representação

esquemática das vias FAS I e FAS II pode ser observada na Figura 2 da página 18.

Figura 1: Reação de redução de um tioéster α,β-insaturado catalisada pela enzima InhA (Mills, 2006).
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Figura 2: Biossíntese de ácidos graxos em Mtb. FAS I sintetiza ácidos graxos numa distribuição bimodal C16-18 e
C24-28, que são removidos do complexo enzimático por uma transacetilase na forma de acil-CoA de cadeia longa.
A enzima FabH, com especificidade pelos produtos de cadeia menor do sistema FASI, catalisa a condensação
desses precursores acil-CoA com o malonil-ACP. O produto é alongado pela FAS II,  resultando em cadeias
carbônicas longas, precursoras da cadeia meromicólica (C50-60) dos ácidos micólicos. Os produtos mais longos do
sistema FASI (C24-26) são utilizados (provavelmente ligados à CoA) como substrato na formação da cadeia α dos
ácidos micólicos (Figura adaptada de Schroeder et al., 2005).
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1.4 A ESTRUTURA DA InhA

Existem hoje no Banco de Dados de Proteínas (PDB) até o presente momento 68 estruturas de

InhA de Mtb resolvidas por cristalografia de proteínas. Dentre estas, se encontram estruturas tanto

em sua forma selvagem (do inglês wild type) como é o caso da estrutura com o código de entrada

1ENY (Dessen et al., 1995), como também em suas formas mutantes, como é o caso da 2AQK

(Oliveira et al., 2006). A InhA caracteriza-se por apresentar uma topologia onde cada subunidade se

comporta  como  um  domínio  único,  na  topologia  do  tipo  Rossmann  fold,  e em  palavras

esquemáticas, a sua estrutura se parece com uma “cadeira” composta por oito α hélices e sete folhas

β (Dessen et al., 1995) (Figura 3). 

A coenzima se liga entre o espaço composto pelo “encosto” da cadeira e o “assento”, e o sítio

de ligação localiza-se em uma cavidade em cima do “encosto” da cadeira (Dessen et al., 1995). 

A unidade biológica da InhA apresenta-se na forma de um homotetrâmero (Figura 4),  fato este

confirmado pela resolução das primeiras estruturas da enzima e por análises de cromatografia de

exclusão por tamanho.

Figura 3: (A) Estrutura tridimensional da subunidade C da enzima InhA complexada como NADH (cinza) e o análogo
C16 do substrato (lilás) código PDB: 1BVR (Rozwarski et al., 1999) . A figura mostra (B) a topologia que esta estrutura
assume em uma escala de cores que ajuda a identificar a ordem em que ocorrem os elementos de estrutura secundária.
Cada subunidade consiste em um domínio único com o núcleo central do tipo Rossmann fold onde se encontra o sítio
de ligação de NADH.
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1.5 SÍTIO DE LIGAÇÃO AO SUBSTRATO DA InhA

Comparando a InhA com outras enzimas da classe das enoil redutases (ENRs), sua alça de

ligação ao substrato possui um tamanho consideravelmente maior,  o que está  de acordo com a

especificidade da ENR de Mtb de reduzir substratos maiores (Rozwarski et al., 1999). Este motivo

estrutural é composto por duas α hélices transversais (α6 e α7) conectadas por uma pequena alça

sem estrutura secundária definida (Figura 5). Do lado oposto encontram-se duas grandes alças que

compreendem a cavidade para a ligação do substrato no sítio ativo, conhecidas como alças A e B.

Em sua forma biológica a enzima é um homotetrâmero, com sítios ativos separados por grandes

distâncias (aproximadamente 40 Å) e sem evidências que ocorram efeitos de cooperatividade entre

as partes. Por esta razão a unidade monomérica é utilizada como objeto de estudo para simulações

de docagem dos ligantes e dinâmica molecular (Cohen et al., 2011).

Figura 4:  Representação do tipo ribbons do homotetrâmero da InhA, colorido por subunidades: A (verde); B (ciano); C
(amarelo); D (lilás). Código de entrada PDB: 3FNE (Freundlich et al., 2009). 
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Figura 5: Representação do tipo ribbons da cadeia principal da subunidade C destacando o sítio ativo da enzima, código
PDB :1BVR (Rozwarski et al., 1999). Alças A e B mostradas em roxo e verde, o NADH está na cor salmão, e o análogo
do substrato na cor laranja.  Os valores entre parênteses indicam o intervalo de resíduos que formam as estruturas.
Adaptado de (adaptado de Pauli et al., 2011).

O  sítio  de  ligação  ao  substrato  de  cada  subunidade  compreende  um  formato  oval  com

dimensões de aproximadamente 16 Å x 13 Å x 7 Å, compatível com os substratos volumosos que

essa enzima utiliza. Considerando a entrada de ácidos graxos acima de 16 carbonos, por exemplo,

Rozwarski e colaboradores propõem que as hélices α6 e α7 sofrem um movimento de deslocação,

abrindo um espaço para a entrada destes substratos. Isso ocorre devido à mobilidade desta parte da

proteína,  que  é  confirmada  pelas  estruturas  cristalográficas  resolvidas,  onde  os  fatores  de

temperatura nesta região são mais elevados que nas demais porções da enzima. Uma sobreposição

realizada com base em 51 estruturas de InhA de Mtb resolvidas com diversos ligantes mostra as

flutuações na cadeia principal,  especialmente nas regiões das hélices α6 e α7 (Figura  6).  Essa

movimentação é favorecida devido ao fato da alça de ligação ao substrato estar na parte externa do

tetrâmero, não entrando em contato com as outras subunidades.



  22

A primeira estrutura da InhA resolvida e depositada no banco de dados de proteínas, código

PDB: 1ENY (Dessen,  et  al.,  1995) permitiu  compreender  melhor  o complexo formado entre  a

enzima,  e  seus  ligantes.  A resolução  da  estrutura  de  InhA complexada  com  a  NAD-acetil-

isonicotínico  (Rozwarski  et  al.,  1998) (código PDB: 1ZID)  contribuiu  para  o  entendimento  do

mecanismo de ação da isoniazida em Mtb. Mecanismo este que envolve um ataque ao carbono da

posição 4 do anel nicotinamida do NAD, resultando na formação de um aduto acilpiridina/NAD

(INH-NAD).  Esta  estrutura  provem  base  para  o  desenvolvimento  de  novos  agentes  anti-TB,

inibindo a ação da InhA sem a necessidade da ativação pela KatG (caso da isoniazida) (Pasqualotto

et al., 2003). A Figura 7 mostra a conversão do NAD em INH-NAD e como essas duas estruturas se

ligam no sítio de ligação de NAD da InhA. 

Figura 6: Sobreposição de cinquenta e uma estruturas de InhA de Mtb (2014), demostrando flutuações principalmente
no que diz respeito a alça de ligação do substrato. 
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Com o intuito de se estudar os eventos moleculares e a sua relação com o aparecimento de

resistência  a  fármacos  na  InhA,  Schroeder  e  colaboradores  utilizaram  a  técnica  de  dinâmica

molecular aplicada a enzima InhA selvagem e seus mutantes INH-resistentes (I21V e I16T). Essas

mutações  que ocorrem na alça  rica em glicina  tornam esta  região  da estrutura  mais  flexível  e

diminuem a afinidade do NAD pelo seu sítio de ligação. Como a inibição pelo fármaco isoniazida

depende da ligação covalente ao NAD para formar o aduto, a diminuição desta interação contribui

para o aumento da resistência de Mtb frente a este antibiótico (Schroeder et al., 2005).

1.6 DESENVOLVIMENTO DE CEPAS MULTIRRESISTENTES 

Um  dos  primeiros  fármacos  a  serem  utilizados  como  antibiótico  para  tratamento  da  TB,

escolhido como primeira linha desde 1952 é a isoniazida. A isoniazida é um pró-fármaco ativado

Figura  7: (a) conversão do NAD em  INH-NAD  catalisado pela enzima KatG, adaptado de Rawar et al., 2003; (b)
estrutura da molécula de NAD ligada a InhA, código PDB: 1ENY (Dessen et al., 1995); (c) estrutura da molécula de
INH-NAD ligada a InhA código PDB: 1ZID (Rozwarski et al., 1998). A circunferência em vermelho mostra a posição
onde o grupo  acilpiridina é introduzido na estrutura do NAD formando o aduto. 
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oxidativamente pela enzima catalase-peroxidase codificada pelo gene katG. O mecanismo de ação

desta droga consiste em uma ligação com o NAD+, criando um inibidor competitivo que se liga a

InhA com uma constante de inibição (Ki) de 0,75 nM (Rawat et al., 2003). Além da isoniazida, outro

grupo de fármacos anti-TB, utiliza a inibição da InhA como mecanismo de ação para o potencial

antibiótico.  Este  grupo  é  conhecido  como  as  tioamidas,  representadas  pela  etionamida  e

protionamida. São pró-fármacos que utilizam a mono-oxigenase dependente de flavina (codificada

pelo gene  ethA) para formarem adutos com o NAD. Os motivos da indução de resistência destes

antibióticos tem relação com os genes ativadores das enzimas  ethA e  katG,  e  não com a InhA

diretamente. 

Como inibidor direto da enzima InhA (sem a necessidade de genes ativadores) temos o

triclosano (Mcmurry et al., 1998). Essa molécula possui uma biodisponibilidade baixa, e causa uma

inibição relativamente fraca (Ki  = 0,2 μM), por isso não é utilizada para os fins de tratamento da

tuberculose atualmente. Apesar disso, esta molécula tem sido utilizada como um composto líder no

planejamento de fármacos com base na estrutura (McMurry et al., 1998) e foi testado neste presente

estudo, frente a enzima InhA.

O tratamento padrão de “curta duração” DOTS (Directly Observed Treatment Short Course)

para tuberculose consiste em uma associação de medicamentos. Nos dois primeiros meses se utiliza,

concomitantemente, isoniazida, rifampicina, pirazinamida e estreptomicina (ou etambutol). Ao fim

deste período, por pelo menos, quatro meses adicionais, é utilizada a combinação de isoniazida e

rifampicina  (Ducati et al.,  2006). Devido a esta associação de medicamentos e o longo período

necessário  (seis  meses)  muitos  pacientes  abandonam  o  tratamento,  principalmente  após  o

desaparecimento dos sintomas.  Este fato contribui para o aumento das cepas resistentes a estes

fármacos, pois o tratamento incompleto, permite que algumas colônias de bactérias permaneçam

viáveis no organismo. 

Cepas de TB multirresistentes a fármacos (MDR-TB) ocorrem quando uma cepa de Mtb é

resistente a isoniazida e rifampicina. Em 2007 havia-se estimado a existência de meio milhão de

casos  de  MDR-TB.  No  ano  de  2008,  55  países  haviam  reportado  casos  de  cepas  de  TB

extensivamente  resistentes  a  fármacos  (XDR-TB).  Cepas  XDR são  resistentes  aos  antibióticos

isoniazida,  rifampicina  e  também  as  fluorquinolonas,  e  a  pelo  menos  um  dos  três  fármacos

injetáveis de segunda linha, utilizados nos casos de MDR, como a capreomicina, a canamicina e a

amicacina (Jain et al., 2008). Foi descrito em literatura casos de cepas apresentando resistência total

(TDR-TB)  in  vitro,  tanto  aos  fármacos de  primeira  linha,  como também aos de segunda linha
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(Velayati  et  al.,  2009),  o que corrobora as ações de promoção de saúde,  controle  de infecções

hospitalares e desenvolvimento de novos fármacos contra doenças infectocontagiosas  (Jain et al.,

2008).

1.7 DESENHO RACIONAL DE FÁRMACOS

Estima-se  que  a  indústria  farmacêutica  possui,  em  média,  uma  taxa  de  14  anos  desde  a

identificação até a aprovação efetiva de um fármaco. Os custos associados a identificação de novos

candidatos a fármacos é muito elevado e normalmente a maior parte deste investimento advêm do

período de desenvolvimento (Kapetanovic et al., 2008).

Em  contraste  com  os  métodos  de  desenvolvimento  de  fármacos  tradicionais,  que  são

baseados  em testes  de  tentativa  e  erro  para  ensaios  de  cultura  de  célula  e  modelo  animal,  o

planejamento racional de fármacos começa com a hipótese de modelar moléculas a partir de um

alvo específico. A escolha deste alvo depende majoritariamente de dois fatores. Primeiro o alvo

precisa ser estabelecido e validado. O segundo está relacionado a capacidade do alvo de se ligar a

pequenas moléculas (drugable target).  Através de alvos já conhecidos como é o caso da InhA,

propõe-se o planejamento de moléculas que se “encaixem” neste alvo, levando-se em consideração

propriedades estruturais, físico-químicas e farmacológicas. Pelo fato de testes in silico serem mais

baratos e rápidos quando comparados a testes in vitro, inúmeras moléculas podem ser testadas para

um mesmo  alvo,  podendo  passar  da  casa  dos  milhões  de  compostos  analisados.  Essa  mesma

abordagem  para  ensaios  in  vitro requer  alto  custo  e  tecnologias  automatizadas  de  altíssima

performance (high throughput) (Lechartier et al., 2014). Portanto, para o planejamento racional de

fármacos  o  conhecimento  da  estrutura  tridimensional  das  proteínas  em  questão  é  de  grande

importância (Leach et al., 2007). 

1.7.1 Desenvolvimento de novos fármacos com abordagens in silico

Computadores  são ferramentas essenciais  na química medicinal moderna e são importantes

para  ambos;  descoberta  de  moléculas  bioativas/fármacos  e  desenvolvimento  de  fármacos.  O

acelerado avanço no desenvolvimento  de  computadores  mais  eficientes  e  softwares  com maior

acessibilidade significaram que, muitas operações as quais eram realizadas somente por grupos de

pesquisa especializados (com infraestrutura diferenciada e pesquisadores altamente especializados

em  métodos  computacionais),  agora  podem  ser  conduzidos  em  computadores  pessoais.  O

descobrimento de novas drogas é ainda um desafio para a pesquisa farmacêutica. O planejamento

de fármacos baseado em estrutura representa um papel significativamente importante nesta tarefa e
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agora é parte fundamental da química medicinal. Foi determinado que para vários alvos a estrutura

3D pode ser utilizada para o planejamento de pequenas moléculas capazes de ligar-se fortemente à

proteínas. 

Um dos objetivos das abordagens  in silico é a de desenvolver e aplicar métodos capazes de

predizer  as  interações  entre  proteína  ligante.  Uma maneira  elegante  de  descrever/determinar  o

comportamento  desses  sistemas  moleculares  é  utilizar  métodos  de  química/física  quântica  para

descrever os potenciais de interação entre os átomos do sistema. Essa é uma abordagem bastante

realista,  uma  vez  que  permite  descrever  fenômenos  de  considerável  complexidade  envolvendo

rearranjo  eletrônico,  como  por  exemplo,  a  quebra  e  formação  de  ligações  químicas.  Existem

diversas abordagens em química quântica (diferentes níveis de teoria) e sua aplicabilidade depende

do tipo de problema a ser descrito,  porém, de maneira  geral,  os  métodos quânticos  podem ser

aplicados somente aos sistemas com um número reduzido de átomos (atualmente estimando em

poucas centenas). Quando os sistemas de interesse contém uma grande quantidade de átomos (e

muitas vezes uma grande quantidade de átomos é necessária para descrever de forma realista o

sistema  em  estudo)  pode-se  fazer  uso  de  modelos  mais  simplificados,  como  por  exemplo,  a

mecânica molecular (MM) que faz uso dos campos de força clássicos (force fields ou FF). Os FF

são utilizados por possuírem uma ampla aplicabilidade no planejamento de fármacos baseado em

estrutura, como por exemplo: modelagem comparativa, docagem molecular, dinâmica molecular,

simulação de Monte Carlo entre outros. A dinâmica molecular, por exemplo, pode servir para o

estudo de diferentes aspectos, como (i) a preparação da proteína antes da docagem, para otimizar a

estrutura da proteína e considerar a sua flexibilidade, (ii) auxiliar no processo de refinamento dos

complexos docados, (iii) incluir o efeito de solventes e considerar o encaixe induzido (induced fit),

(iv) calcular a energia livre de ligação proteína-ligante, e (v) fornecer uma classificação de possíveis

ligantes (Alonso et al., 2006). As simulações por DM, quando combinadas com informações obtidas

por  meios  de  técnicas  experimentais,  abrem caminho  para  o  entendimento  do  comportamento

termodinâmico e funcional de processos biológicos (Dessen et al., 1995) .

1.7.2 Predição de energia livre de ligação por métodos in silico

Dentro do vasto campo da bioinformática e dás várias técnicas disponíveis  in silico para o

desenho de fármacos, temos a determinação de energia livre. A medida de energia livre de ligação é

a energia necessária para “separar” dois compostos em ligação. Simbolizada pelo ΔG, consiste em

uma métrica para avaliar a ligação entre duas moléculas, sendo elas macro ou pequenas moléculas

(medidas em kcal/mol) (Kitamura et al., 2014). Os valores de ΔG são inversamente proporcionais,
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por este motivo quanto menor o seu valor (de preferência um valor negativo), mais afinidade um

composto apresenta pelo seu par de ligação, e mais difícil de ocorrer a dissociação voluntária dos

mesmos. Um sistema associado normalmente apresenta uma energia menor, do que a soma das duas

partes, mantendo assim o complexo unido.

O  principal  objetivo  da  predição  de  energia  livre  de  ligação  in  silico  no  que  tange  o

desenvolvimento  de fármacos  e  testes  com novas  moléculas,  advêm dos potenciais  ganhos  em

relação ao tempo e os recursos financeiros investidos. Um robusto método de determinação, em

teoria, tem a capacidade de predizer dentre um grupo de ligantes quais seriam os que fortemente se

ligariam a um alvo específico e ranqueá-los conforme afinidade, para posteriores métodos in vitro

(Ucisik et al.,  2013). Este tipo de abordagem permite que não se pesquise compostos “as cegas”, e

sim de uma forma racional. Associado ao  Drug Design,  a determinação de energia livre permite

predizer os valores de energia livre quando modificados radicais ou átomos em um determinado

composto  de  interesse  (composto  “mãe”).  Deste  modo,  é  possível  avaliar  a  contribuição

positiva/negativa na interação dos grupos adicionados ou removidos.

Existem  variados  métodos  de  predizer  a  energia  livre  de  ligação  in  silico  para  avaliar  a

interação entre o complexo proteína-ligante. Atualmente dispomos de ferramentas que variam desde

simples funções  scoring via web (LigScore) até refinados e consequentemente custosos métodos

computacionais (QM/MM-GBSA) (Genheden et al.,  2015).

No presente trabalho foram utilizados sete diferentes abordagens de determinação de energia

livre  de  ligação  in  silico  sem  calibração  prévia. Foram  avaliados  compostos  com  conhecida

atividade frente a enzima InhA de Mtb. Esta abordagem permitiu atribuir uma correlação entre os

valores  preditos  e  os  valores  experimentais  dos  ligantes,  avaliando  a  acurácia  dos  métodos  e

parâmetros propostos neste estudo.
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2. OBJETIVOS GERAIS

Predizer e comparar computacionalmente os valores de energia livre de ligação entre a enzima

InhA (2-trans-enoil-ACP (CoA)  redutase)  (EC  1.3.1.9)  de  Mycobacterium  tuberculosis  e  seus

ligantes.

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

 Auxiliar  na  compreensão  do  processo  de  interação  proteína-ligante,  com  base  nas

simulações de dinâmica molecular para a proteína InhA de Mtb e seus complexos com 14

compostos.

 Estimar a energia livre de ligação desses complexos por meio dos seguintes parâmetros e

métodos: (i) campos de força, (ii) empíricos, (iii) função scoring baseada em conhecimento

(iv) métodos híbridos e (v) métodos de química quântica.

 Ranquear os compostos conforme os valores de energia livre de ligação in silico e compará-

los com os dados experimentais pela técnica de regressão linear.

 Comparar os parâmetros e metodologias empregadas. 
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3. JUSTIFICATIVA

Podemos  dividir  em  duas  partes  as  motivações  que  norteiam  este  trabalho:  os  avanços

científicos e tecnológicos da descoberta de novos fármacos no Brasil, e o aspecto social, referente

as  medidas  de  saúde pública  e  busca  de  novos  tratamentos  de  doenças  infectocontagiosas  que

acometem a população de uma forma geral.

A tuberculose foi considerada controlada na década de 1980, equivocadamente, especialmente

nos países  desenvolvidos  como Estados Unidos,  Japão e  Europa ocidental.  No ano de 1993,  a

Organização Mundial da Saúde (OMS) declarou um estado de urgência em relação à tuberculose,

chamando  atenção  de  governos,  comunidade  científica  e  sociedade  civil  para  redobrarem seus

esforços no controle desta doença. No ano 2000, todos os 189 estados-membros das Nações Unidas

se  comprometeram  e  assumiram  responsabilidade  por  um  programa  de  metas  chamado

“Desenvolvimento do Milênio”, onde se visou o combate a várias doenças infecciosas, entre elas o

HIV/AIDS, a malária e a tuberculose (Barreira et al.,  2007).

Entre os 22 países responsáveis por 80% do total de casos de TB no mundo, o Brasil  ocupa o

19º  lugar.  Segundo  dados  do  Sistema  de  Informação  de  Agravos  de  Notificação  (SINAN)  do

Ministério da Saúde (MS), a partir do ano de 2009 o Brasil detectou 86% dos seus novos casos.

Devido ao tamanho do país e ao potencial  de disseminação, a TB situa-se entre as doenças de

notificação compulsória no Brasil (Costa et al., 2012).

Podemos citar  entre  as principais causas desta ressurgência dos casos de tuberculose: (i)  o

advento e disseminação da AIDS, (ii) o aparecimento de cepas de Mtb multirresistentes a drogas,

(iii) avanço de técnicas imunossupressoras principalmente em relação ao tratamento de neoplasias e

(iv) problemas habitacionais, sanitários e de saúde em países subdesenvolvidos  (Anderson et al.,

2014).

Além dos problemas citados presenciamos uma lacuna na descoberta de novos fármacos para

combater doenças infectocontagiosas que foram negligenciadas principalmente nas décadas de 80 e

90 (Barreira et  al.,  2007). Com o advento da bioinformática, os esforços estão concentrados na

descoberta de novas moléculas e na pesquisa utilizando compostos já consolidados como fármacos,

porém, para outras patologias de interesse  (Barreira et al., 2015; Harling et al., 2014). Apesar do

tempo e recursos necessários  para o desenvolvimento de novas drogas, visamos promover  uma

melhoria no acesso a tratamentos efetivos em saúde, por meio de ferramentas que auxiliem na busca

de novas moléculas do tipo fármaco contra a tuberculose. 
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As técnicas  de  bioinformática no desenvolvimento  de fármacos tem a capacidade  tanto  de

auxiliar de forma significativa no conhecimento das interações entre alvos e moléculas, e também

através destes estudos reduzir custos, tempo e uso de animais nas pesquisas. Assim como as grandes

empresas  farmacêuticas  possuem  seus  departamentos  de  pesquisa  em  bioinformática,  o  Brasil

começa a avançar nos últimos anos nesta importante área de estudo por meio de parcerias público-

privadas.
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4. METODOLOGIA

A  metodologia  utilizada  nesta  dissertação  foi  descrita  sem  a  ênfase  em  modelos  e

detalhamentos matemáticos, visto que já existe uma vasta bibliografia descrevendo estes métodos

(McCammon  et  al.,  1977;  Karplus  e  Petsko,  1990;  van  Gunsteren  e  Mark,  1998;  Karplus  e

McCammon, 2002; Adcock e McCammon, 2006). Desta forma, o objetivo foi descrever, para cada

técnica  em  questão  as  abordagens  e  parâmetros  utilizados  neste  trabalho  para  permitir  a

confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados obtidos.

4.1 LOCAL DE EXECUÇÃO

As  simulações  e  análises  computacionais  foram  realizadas  no  LABIO  (Laboratório  de

Bioinformática,  Modelagem  e  Simulação  de  Biossistemas),  e  FarmInf  (Laboratório  de

FarmInformática) integrantes do Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia em Tuberculose (INCT-

TB)  da  Pontifícia  Universidade  Católica  do  Rio  Grande  do  Sul  (PUCRS),  localizados  na  Av.

Ipiranga, 6681, prédio 32, sala 602 e prédio 12, Sala 117, respectivamente.

Foi utilizada para este trabalho uma workstation composta de um Intel® CoreTM 16 GB

RAM, i7-3770 CPU @ 3.40 GHz x 4, 2 TB HD e um Intel® CoreTM 16 GB RAM, i7-3770 CPU

@ 3.40 GHz x 4, 2 TB HD.

4.2 O PACOTE DE SIMULAÇÃO AMBER

O AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement) foi desenvolvido primeiramente

pela  equipe  de  pesquisadores  do  grupo  de  Peter  Andrew  Kollman  (Kollman  et  al.,  1995)  da

Universidade  da  Califórnia,  San  Francisco.  Quando  nos  referimos  ao  software  AMBER,  não

estamos  falando  apenas  de  um  programa  único,  mas  sim  de  um  conjunto  de  programas  que

trabalham de  forma combinada  e  que  permitem configurar,  executar  e  analisar  simulações  por

dinâmica molecular.  Parte do pacote AMBER, denominado AmberTools,  é distribuída de forma

independente e  gratuita  (possuindo código aberto).  O AmberTools  inclui  os  programas  tLeap e

antechamber, que foram utilizados nesse trabalho para o preparo dos arquivos de entrada (input

files) necessários para as simulações de dinâmica molecular.  Os principais programas utilizados

nesse trabalho dentro do pacote AMBER e AmberTools foram: 

• tLeap:  preparo  dos  arquivos  de  entrada  para  as  simulações  de  DM (arquivos  contendo

topologias/parâmetros  –.top,  e  coordenadas-.crd).  Inclui  um editor  que permite  construir
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resíduos e manipular moléculas. 

• antechamber: constrói a topologia para pequenas moléculas utilizando os tipos atômicos do

GAFF  e  atribui  as  cargas  parciais  aos  átomos.  O  programa  gera  arquivos  que  são

interpretados no tLeap.

• sqm:  calcula  as  cargas  parciais  utilizando  o  método  AM1-BCC que  são  utilizadas  pelo

antechamber no processo de atribuição de cargas.

• sander:  do inglês  “Simulated annealing  with NMR-derived energy restraints”,  é  um dos

principais programas do pacote AMBER, para executar as simulações de DM. 

• PMEmd: é uma evolução do programa sander, com performance otimizada para cálculos

executados em GPUs (tecnologia que o grupo LABIO tem acesso).

• ptraj / cpptraj: analisa as simulações de DM. Esse programa permite calcular uma série de

propriedades  importantes,  tais  como:  RMSD,  análise  de  ligações  de  hidrogênio,

comportamento de difusão e muitas outras.

• mmGB/PBSA: é o programa que executa os cálculos de energia livre de ligação proteína

ligante com base nas simulações de DM geradas pelo sander/PMEmd.

4.2.1 Programas para visualização e edição de estruturas

A visualização,  manipulação  de  estruturas,  geração  de  imagens  e  filmes  foram realizadas

através dos programas: SwissPdbViewer (Guex et al., 1997), PyMol (DeLano et al., 2002), VMD

(Humphrey et al., 1996) e Chimera (Pettersen et al., 2004).

4.3 OBTENÇÃO E ESCOLHA DOS LIGANTES

Foram selecionados 14 ligantes para os cálculos de predição de energia livre de ligação (ΔG)

por meio de critérios pré estabelecidos: (i) pequenos compostos candidatos a fármacos, (ii) com

valores  de  Ki  calculados  experimentalmente  (iii)  excluindo moléculas  que apresentavam apenas

valores de IC50, como é o caso do ligante GEQ (PDB:1P44), (iv) sendo os ligantes avaliados até

junho de 2015 (PDB).

Destes 14 ligantes, cinco foram retirados do PDB, e tiveram suas estruturas cristalográficas

resolvidas com estes compostos, conforme indicado na Tabela  1. A estrutura molecular de cada

composto (PDB) esta representada na sequência de figuras 9-12.
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Nove compostos (Tabela 2) compreendem moléculas que sofreram modificações derivados de

um composto original (composto “mãe”),  o ligante Genz 10850 (Figura  9).  Estas  modificações

foram propostas por um grupo de pesquisadores da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande

do Sul (PUCRS), ligados ao Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia em Tuberculose (Rotta et

al., 2015).

Tabela 1: Moléculas ligadas a InhA de Mtb, retiradas do Banco de dados de proteínas (PDB). Período de análise entre 
julho de 2014 á julho de 2015.

    Ligante Código (PDB) Referência Resolução

      8PS 2B37 Sulivan et al. 2006 2.6 Å

      TCL 1P45 Kuo et al. 2003 2.6 Å

      TCU 2X22 Luckner et al. 2010 2.1 Å

      5PP 2B36 Sulivan et al. 2006 2.8 Å

      3KX 4R9R Manjunatha et al 2015 2.9 Å

Figura 8: Estrutura molecular dos 5 ligantes retirados do PDB, utilizados neste estudo, frente a enzima InhA de Mtb. A
referência bibliográfica e o código PDB de cada um dos ligantes selecionados está relacionado na Tabela 1. Da esquerda
para  a  direita:  3KX,  8PS,  TCL,TCU e  5PP.  Nesta  imagem  é  possível  observar  as  diferenças  moleculares  entre  as
moléculas testadas.
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Na Tabela 3 estão expostos os resultados de  ΔG dos 14 ligantes de InhA de Mtb escolhidos

para este estudo, calculados com base nos valores experimentais de Ki. Para a conversão de Ki em

ΔG a fórmula utilizada foi: 

             ln(K i)=ΔGligação/RT          (eq.1)

Os valores resultantes desta conversão, foram os pontos de referência utilizados neste estudo,

com o intuito de comparar os métodos computacionais aqui propostos. Partindo destes valores foi

possível medir o índice de correlação entre os resultados preditos e os obtidos experimentalmente

com o auxílio da técnica de regressão linear.

Tabela 2: Modificações propostas para os ligantes derivados do Genz-10850. Adaptado de Rotta et al., 2015.

    Ligante R´ R´´

      2AX H H

      4AX 4-O Me H

      4BX 4-CL H

      4CX 4-F H

      4DX 4-NO2 H

     4FX 3-ME H

     4HX 3-F H

    4IX 2-F H

    4JX 2-F 5-F

Figura 9: Composto Genz-10850, adaptado de Rotta et al., 2015.
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4.3.1 Montagem dos modelos tridimensionais

A montagem dos sistemas utilizados foi baseada nas estruturas de InhA retiradas do PDB,

conforme Tabela 1 para cada composto selecionado (arquivo: proteína.pdb). No caso dos compostos

derivados  do  Genz-10850,  foi  utilizada  a  estrutura  de  InhA cristalográfica  retirada  do  código

PDB:1P44 subunidade C. Apesar da InhA se comportar como um tetrâmero biologicamente, suas 4

subunidades  se  comportam  independentemente,  e  por  esta  razão  a  unidade  monomérica  foi

escolhida para realizar as simulações.

O  desenho  dos  ligantes  que  não  se  encontravam  no  PDB,  foram  concebidos  através  do

programa Avogadro (Hanwell et al., 2012), este sendo uma referência para o desenho de pequenas

moléculas no meio científico da bioinformática. Dentro do próprio Avogadro os compostos foram

parametrizados utilizando o campo de força MMFF94  (Zhu et al., 2014), também indicado para

pequenas moléculas.

4.3.2 Grupos de ligantes

Dos 14 ligantes previamente escolhidos para este estudo, os mesmos foram divididos em três

grupos para melhor avaliar e analisar os resultados obtidos:

Tabela 3: Valores de energia livre de ligação calculados com base nos valores de Ki. Resultados em kcal/mol.

    Ligante ΔGexperimental

      2AX -9.2843

      4AX -7.7832

      4BX -9.1924

      4CX -8.1313

      4DX -8.8052

     4FX -9.1274

     4HX -9.3564

    4IX -8.8333

    4JX -8.0314

    5PP -10.8081

     TCL -6.9012

     TCU -11.0598

    8PS -12.2147

     3KX -8.5369
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• Grupo 1 (TCL, 3KX, 5PP, TCU, 8PS): formam este grupo os 5 ligantes retirados do PDB,

apresentando uma diferença de energia livre experimental que varia do -6.9 kcal/mol até

-12,2 kcal/mol.  A diferença entre o composto de pior resultado e o melhor colocado no

ranqueamento experimental neste Grupo é de -5.3 Kcal/mol (valores esparsos).

• Grupo 2 (4AX, 4AX, 4BX, 4CX, 4DX, 4FX, 4HX, 4IX, 4JX): este grupo é formado pelos 9

compostos  derivados  do  Genz-10850,  devido  a  suas  proximidades  estruturais  e  valores

experimentais de energia livre (-7.78 kcal/mol à -9.31 kcal/mol). A diferença entre o pior e o

melhor colocado neste Grupo é de -1.53 kcal/mol (valores similares).

• Grupo 3: formado pela soma dos Grupo 1 e Grupo 2. A diferença entre o pior composto e o

melhor ranqueado experimentalmente deste Grupo é de -5.3 kcal/mol. Este grupo apresenta

a maior complexidade de predição neste estudo, pois os 14 ligantes estão muito próximos

entre si em relação aos valores experimentais.

O objetivo desta divisão em grupos foi avaliar a acurácia dos diferentes métodos testados frente

a  conjuntos  de  compostos  com complexidades  de  predição  variadas.  Conforme  proposto  pelos

autores deste estudo, foi considerado uma diferença menor que 1,0 kcal/mol entre os compostos do

grupo como de alta complexidade. Comparando-se os grupos testados, o Grupo 1 apresenta uma

média complexidade, e os Grupo 2 e 3 alta complexidade.

4.4 AMOSTRAGEM POR DINÂMICA MOLECULAR

A dinâmica molecular (DM) tornou-se uma ferramenta importante e amplamente utilizada por

químicos, (bio)físicos e biólogos para modelar detalhes microscópicos do comportamento dinâmico

de sistemas diferentes, incluindo gases, líquidos, sólidos, superfícies e aglomerados (Tuckerman   et

al., 2000). A DM é uma evolução da mecânica molecular e nela as equações clássicas de movimento

são resolvidas numericamente. Conhecendo os potenciais que agem sobre os átomos do sistema, é

fácil determinar a força, pelo gradiente do potencial:

(eq.2)

Resultando na equação de movimento de Newton:

(eq.3)
F=m

d2 x

dt2

F=−∇ ν
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Para o estudo da dinâmica de um sistema, ou para uma simulação de dinâmica molecular, a

equação  de  movimento  deve  ser  resolvida  para  cada  partícula.  A  metodologia  da  DM  é

fundamentada nos princípios da Mecânica Clássica e por meio de sua simulação se obtém uma

visão microscópica do comportamento dinâmico de átomos individuais que constituem um sistema,

como  uma  proteína  ou  um complexo  proteína-ligante.  A DM funciona  como  um microscópio

computacional  (Phillips et ., 2009). Em 1977, McCammon e colaboradores realizaram a primeira

simulação  de  DM envolvendo  proteínas.  Esta  simulação  foi  realizada  no  vácuo  e  o  tempo  de

simulação foi de 8,8 x 10-12  s  (McCammon et al.,  1977). Desde então,  a técnica de DM foi se

aprimorando, deixando os sistemas construídos in silico mais realísticos. Este progresso se deve

tanto a avanços na área da química, com o melhoramento dos parâmetros dos campos de força,

quanto  da  computação,  com  o  desenvolvimento  de  máquinas  mais  robustas,  que  permitem  a

realização de simulações mais longas, chegando a 10-9 s e 10-6 s. O ambiente (solvente) em volta da

proteína é  incluído  de  forma explícita  juntamente  a  cofatores,  íons,  substratos  ou ligantes.  Por

exemplo, para uma proteína dimérica, como a glutationa S-transferase (GST), com 434 resíduos de

aminoácidos e 7.346 átomos, incluindo os hidrogênios, foram necessárias 17.098 moléculas de água

para a solvatação do sistema de forma realística (Noberto de Souza et al., 1997). A célula principal

da  simulação  continha  59.642  átomos  (Norberto  de  Souza  et  al.,  1999).  Essas  dimensões

correspondem a uma concentração de proteína equivalente a 0.012M, o que é próximo da condição

de solução diluída  (Tinoco et al., 1998) . 

Como resultado,  uma simulação  por  DM produz  uma sequência  de  fotos  (snapshots)  da

proteína em função do tempo. Esta sequência de fotos constitui o que é chamado de ensemble na

Mecânica  Estatística.  Quando  o  ensemble está  em  equilíbrio,  o  valor  médio  de  parâmetros

termodinâmicos como a pressão,  temperatura,  volume e calor  específico podem ser calculados,

assim como a estrutura média da proteína. A DM é empregada em várias áreas, desde o refinamento

de  estruturas  cristalográficas,  predição  de  estruturas  proteicas  e  avaliação  da  interação  ligante

receptor. 

4.4.1 Dinâmica molecular em GPU

Para o desenvolvimento  deste  trabalho foram necessárias  150 simulações  por  DM. Com o

intuito de acelerar estas simulações e permitir a realização no prazo estipulado de 2 anos, foram

utilizadas GPU´s (graphics processing unit ou unidades de processamento gráfico) como parte do

estudo.  Uma GPU,  é  uma espécie  de  microprocessador  especializado  na  parte  de  gráficos  em

computadores  pessoais,  ou  videogames.  Normalmente  é  utilizada  em  placas  de  vídeo  e  é
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responsável pela execução de cálculos e rotinas que resultam nas imagens exibidas no monitor de

vídeo do computador (Pierce et al., 2012). O uso desta tecnologia permitiu por consequência uma

extensiva busca para o refinamento dos resultados obtidos.

O pacote AMBER14, sofreu algumas modificações referentes as suas versões anteriores  para

aprimorar o uso das GPU´s em simulações. Entre estas melhorias se pode destacar o suporte do

GBSA (utilizado neste trabalho), o aumento de performance de 30% em relação a simulações em

única GPU, e o suporte para as últimas gerações de GPU´s e CUDA 5.0, 5.5. e 6.0 (Case et al.,

2014)

Para realizar a etapa de produção das simulações por meio de dinâmica molecular, o programa

Pmemd  (pacote  AMBER),  foi  o  escolhido  devido  a  sua  capacidade  tecnológica  de   realizar

processos em paralelo (ganho de performance) e principalmente de utilizar processadores gráficos.

4.4.2 Protocolos de DM

A DM consiste em parte primordial para o desenvolvimento desta pesquisa, pois os  snapshots

utilizados pelos métodos de determinação de energia livre de ligação, são derivados desta etapa. É

necessário um cuidado em todas as fases da DM, pois erros acumulados, podem influenciar de

maneira significativa nos resultados preditos. Com base nas recomendações do próprio pacote de

simulações AMBER14 e seguindo protocolos já estabelecidos e validados pelo grupo de pesquisas

LABIO (Norberto de Souza et al., 1999; Schroeder et al., 2005;  Schroeder et al., 2010), a DM foi

dividida em quatro etapas complementares entre si:

•  Preparação dos arquivos de entrada;

• Equilíbrio e minimização;

• Aquecimento do sistema;

• Produção.

4.4.2.1 Preparação dos arquivos de entrada

O preparo dos arquivos de entrada ou  inputs foi realizada através do programa antechamber

(integrante do pacote AmberTools).  Nele é  possível  preparar  tanto os  ligantes  como o receptor

(InhA). A parametrização dos ligantes ocorreu por meio do campo de força GAFF (referência para

pequenas moléculas), utilizando cargas AM1-BCC, padrão do pacote AMBER (Case et al., 2005).

Existem duas formas básicas de solvatação com água quando estudamos biossistemas, uma com

solvente implícito (método Generalized-born) e outra com solvente explícito (na presença de água).

Para realizar simulações em solvente explícito,  foi escolhido o método de  grid (caixa de água)
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entorno do complexo (proteína-ligante).  O modelo de água escolhido foi  o  TIP3P (transferable

intermolecular potential 3P)  (Mark et al., 2001),  com um tamanho de  grid de 10Å, considerado

ótimo para o estudo da interação proteína-ligantes (Figura 10) (Case et al., 2005; Cohen et al., 2011;

Genheden et al., 2015). 

Em  relação  às  cargas  totais  do  sistema,  grids que  possuem  menor  ou  o  maior  potencial

eletrostático,  podem ser  estabilizados  utilizando  contra  íons  como Na+ ou  Cl−.  O intuito  deste

trabalho foi o de realizar as simulações, com complexos de carga zero. Para este fim, a carga total

do NADH foi considerada -2, pois os dois grupos fosfatos estão desprotonados. A carga da enzima

InhA foi considerada -4 devido à diferença entre aminoácidos de caráter ácido e básico. Somando os

valores do receptor e do NADH a carga formal do complexo estudado (InhA+NADH) foi de -6.

Para neutralizar, foram adicionados seis íons sódio (Na+), resultando na carga formal esperada igual

a zero.

Estabelecidos estes parâmetros gerais, foi obtido um sistema total de aproximadamente 36.500

átomos, dependendo do tamanho do ligante testado, pois os ligantes não possuem o mesmo número

de átomos. Este sistema é formado pela enzima InhA, o cofator NADH, o ligante escolhido, seis

íons  sódio,  águas  cristalográficas  (em média  de  20-26  dependendo  da  estrutura  cristalográfica

Figura 10: InhA de Mtb código PDB 1P44 envolto pela caixa de água TIP3P (10 Å). Figura gerada pelo programa 
Pymol (Delano et al., 2005).
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escolhida) e o restante composto de moléculas de água TIP3P.

4.4.2.2 Campos de Força

Considerando os campos de força como um dos pilares para simulações por DM, inúmeros FF

´s  tem  sido  desenvolvidos  para  se  adequar  aos  padrões  quânticos/experimentais.  No  pacote

AMBER14 vários FF´s são disponibilizados, dentre eles ff12SB e ff14SB.

Não existe um consenso até o momento de qual FF apresenta uma melhor performance no

estudo da interação proteína-ligante (Xu, et al., 2013). Estes resultados são ainda mais escassos no

que se refere ao estudo de ligantes frente a enzima InhA de Mtb. Por esta razão foram testados 8 FF

diferentes (ff99, ff99SB, ff99SBLDN, ff99Bnmr, ff98, ff03, ff12SB e ff14SB) para o GBSA e 4

campos de força para o PBSA (ff99, ff99SB, ff03 e ff14SB). No restante das metodologias testadas

(LigScore, DrugScore, (QM)MM/GBSA, SQM e AutoDock), utilizou-se o campo de ff14SB. Esta

escolha se deve ao fato do ff14SB ser o campo de força mais recente liberado junto ao pacote

AMBER14 e por apresentar resultados promissores (Case et al., 2014).

4.4.2.3 Equilíbrio e minimização do sistema

A fase de equilíbrio da caixa de água tem o objetivo de “acomodar” o solvente junto a proteína,

evitando a formação de “bolhas” no sistema, permitindo a difusão da água pelo complexo. Com

relação aos métodos laboratoriais, poderíamos comparar esta etapa a homogenização da amostra.

Para esta etapa foi estabelecido um protocolo de 100 ps de equilíbrio com a proteína fixa. 

Depois  de  equilibrado  o  solvente,  foi  realizada  uma  etapa  de  minimização  de  energia  do

complexo (proteína-ligante). Inicialmente foi estabelecido uma restrição, do inglês restraint, de 25

kcal/mol, com redução gradual em etapas de 5 kcal/mol até o complexo estar desimpedido (25

kcal/mol→20 kcal/mol→15 kcal/mol→10 kcal/mol→5 kcal/mol→0 kcal/mol). 

O input utilizado pelo nosso grupo de pesquisa e referência para todas as fases de minimização

encontram-se no Anexo 1 deste trabalho.

4.4.2.4 Fase de Aquecimento

  O aquecimento gradual do sistema não é sempre necessário. Porém é importante pois permite

que se alcance a temperatura desejada em etapas, resultando em uma maior estabilidade do sistema,

evitando conformações espúrias (artefatos). Conforme mencionado na etapa de equilíbrio, a rampa

de aquecimento também previne a formação de “bolhas” no sistema.

Os  testes  laboratoriais  de  determinação  de  Ki em  enzimas  são  normalmente  realizados  a

temperatura ambiente (25 °C). Como o intuito deste trabalho é o de comparação entre os dados
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experimentais  e  os  dados  computacionais  preditos,  a  referência  de  temperatura  adotada  foi  a

experimental de 25 °C ou 298.16 K (o programa AMBER trabalha com a escala Kelvin).

A fase  de  aquecimento  do  sistema  foi  dividida  em seis  pequenas  etapas  de  100  ps,  com

aquecimento gradual até o período de estabilização 298.16 K (temperatura desejada). Depois de

alcançada a temperatura desejada, foram realizados mais 400 ps de estabilização, resultando em um

total de 1 ns de aquecimento. Aquecimento:  (0-50 K→50-100 K→100-150 K→150-200 K→200-

250 K→250-298.16 K). O input utilizado para a fase de aquecimento neste trabalho encontra-se no

Anexo 2, ao final deste trabalho.

4.4.2.5 Fase de produção 

A fase  de  produção  é  a  etapa  na  qual  foi  realizada  a  coleta  dos  dados  (snapshots)  das

simulações.  Para  uma  melhor  compreensão  dos  resultados  da  etapa  de  produção,  os  outputs

(arquivos de saída) foram divididos a cada 2 ns de simulação com cada passo de 5 ps, resultando em

400 snapshots de simulação por arquivo de saída. Esta divisão não é primordial, mas permite uma

melhor organização dos arquivos de saída e do posterior estudo de qualidade da DM e análise dos

dados,  como RMSD. A temperatura foi  mantida em 298.16 K durante todo processo e  tanto a

proteína quanto a caixa de água (grid) não sofreram nenhum processo de restraint (impedimento).

O input completo da fase de produção encontra-se demonstrado no Anexo 3 ao final deste trabalho,

como referência dos parâmetros utilizados na DM em todo processo.

Dependendo do método, em especial o GBSA e PBSA, o tempo de simulação pode afetar os

resultados preditos de energia livre de ligação (Xu et al., 2013). Esta informação demonstra que se

torna  crucial  os  testes  com diferentes  tempos  de  simulação.  Para  testar  o  efeito  do  tempo  de

simulação,  foram  realizados  estudos  prévios  variando  desde  1  ns  até  50  ns  o  tamanho  das

simulações.  Foi dada ênfase aos valores entre  1 ns e  5 ns,  pois conforme Xu e colaboradores,

tempos de simulação em torno de 2-4 ns normalmente resultam nos melhores valores preditos de

energia livre para os métodos de GBSA e PBSA (Xu et al., 2013). 

4.5 MÉTODOS DE PREDIÇÃO DE ENERGIA LIVRE DE LIGAÇÃO IN SILICO

Existem  cinco  classes  gerais  de  função  scoring em  química  computacional,  e  estas  se

diferenciam pelo tipo de abordagem que utilizam para predizer a energia livre de ligação no estudo

proteína-ligantes (Oda et al., 2006). São elas:

1. Modelos  baseados em campos de  força  (Force  Field-based methods):  As afinidades  são

estimadas  pela  somatória  das  forças  intermoleculares  de  van  der  Waals  e  interações
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eletrostáticas  entre  todos os  átomos do complexo usando cálculos de mecânica clássica.

Normalmente as interações ocorrem na presença de água, levando em conta a energia de

dessolvatação da proteína e do ligante. Entre os métodos de campo de força mais utilizados

podemos citar o MM/GBSA e MM/PBSA.

2. Modelos baseados em métodos empíricos (empirical scoring function): Modelo baseado nos

vários tipos de interação entre as moléculas. A contagem é baseada no número de átomos do

ligante e do receptor em contato, calculando a superfície acessível ao solvente (SASA) do

complexo, comparada a proteína e o ligante separados. Dentre  os  programas  conhecidos

baseados em métodos empíricos podemos citar o AutoDock e o AutoDock Vina.

3. Função  score baseada  em  conhecimento  (knowledge-based  methods):  Baseados  em

observações entre contatos intermoleculares em larga escala usando bancos de dados 3D,

como o PDB. Este método assume que determinados grupos funcionais e interações entre

átomos previamente conhecidos serão favoráveis ou desfavoráveis para a afinidade entre

ligante e proteína. Existem vários programas que utilizam esta abordagem, podendo citar o

LigScore e o DrugScore. Como exemplo destas interações temos:

• Contato hidrofóbico – hidrofóbico (favorável)

• Contato hidrofóbico – hidrofílico (desfavorável)

• Número de ligações de hidrogênio (favorável)

• Número de ângulos rotáveis imobilizados no complexo (desfavorável)

4. Métodos quânticos: A química quântica descreve o comportamento fundamental da matéria

na escala  molecular,  situando-se na barreira entre a química e a física.  Normalmente as

teorias de QM são utilizadas para descrever o processo de um composto ativo, por exemplo,

reações envolvendo  formação/quebra de ligações. Comparada as outras metodologias a QM

no estudo dos cálculos de energia livre de ligação é mais recente, porém promissora. Os

métodos atuais  permitem apenas  que algumas centenas  de moléculas sejam descritas  na

parte quântica, devido a limitações dos métodos (Mandal et al.,  2009).

5. Métodos híbridos: Combinam os métodos de química clássica com química quântica, como

o (QM)MM/GBSA. Neste tipo de abordagem normalmente o receptor é tratado por química

clássica e o ligante tratado por química quântica, devido ao número de átomos do ligante ser

menor que do receptor (Reddy et al., 2007). 
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O ponto chave deste estudo, foi realizar testes amplos utilizando as diversas abordagens  in

silico descritas. Para contemplar o objetivo, as cinco classes de predição de emergia livre descritas

foram utilizadas.  Os  escolhidos  dentro  de  cada  metodologia  foram:  MM/GBSA e  MM/PBSA,

AutoDock, LigScore, DrugScore, (QM)MM/GBSA e SQM.

4.5.1 MM/GBSA e MM/PBSA

Os  métodos  de  MM/PBSA (Molecular  Mechanics/Poisson−Boltzmann  Surface  Area)  e

MM/GBSA (Molecular  Mechanics/Generalized Born Surface Area)  são extensamente utilizados

para a predição da energia livre de ligação e considerados mais eficientes que métodos rigorosos

como o FEP (Free Energy Peturbation) e o TI (Thermodynamic Integration). A energia livre de

ligação  para  um  sistema  de  proteína-ligante  calculada  por  PBSA/GBSA utiliza  as  seguintes

equações (Xu et al., 2013): 

(eq.4)

(eq.5)

(eq.6)

(eq.7)

O ΔGligação representa a energia livre de ligação do receptor e do ligante, o ΔEMM é a soma das

interações eletrostáticas calculadas em fase gasosa, ΔGsolv é a energia livre de dessolvatação, o TΔS

compreende a entropia conformacional do sistema, o ΔEinterna, é a soma dos ângulos, ligações e a

energia dos diedros, ΔEeletrostática compreende a energia eletrostática,  Evdw como sendo o termo da

energia  de  Van  der  Waals, e  ΔGsol é  a  soma  dos  componentes  eletrostáticos  (ΔG(PB/GB)  e  não

eletrostáticos  ΔGSA.  A dessolvatação é  calculada por  modelos de solvatação implícitos,  como o

Poisson−Boltzmann (PB) e o Generalized Born (GB), não sendo fácil distinguir ou apontar qual dos

métodos seria mais eficiente, pois estes apresentam performances variadas dependendo do tipo de

sistema a ser utilizado (Xu et al., 2013).

Estes dois métodos utilizam como abordagem os campos de força, porém não existe um padrão

recomendado para os cálculos de energia livre (Yang et al., 2011; Xu et al., 2013). O MM/PBSA é o

ΔGligação=Gcomplexo− (Gligante+Greceptor)

Δ EMM=Δ Einterna+ Δ Eeletrostática+Δ Evdw

ΔG sol=ΔG(PB /GB)+ΔGSA

ΔGligação=Δ H − T ΔS ≈ Δ EMM+ΔGsolv −T ΔS
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mais  custoso computacionalmente dos dois métodos,  portanto foram testados quatro campos de

força, o ff03, ff99 o ff99SB e o ff14SB. Para o MM/GBSA foram testados os campos de força ff99,

ff99Bldn, ff99Bnmr, ff99SB, ff12SB, ff14SB, ff98 e ff03.

No MM/GBSA além dos variados campos de forças testados foram realizadas três abordagens

distintas na tentativa de refinar os resultados, utilizando:

1. Raios  otimizados:  Modelo  proposto  pelo  grupo  de  Onufriev  e  colaboradores.  Este

modelo  foi  desenvolvido  em  especial  para  o  estudo  de  proteínas  com  pequenas

moléculas (ligantes). Foram testados os modelos de raios atômicos  Bondi radii (GBOBC)

e a versão otimizada dos raios de Onufriev para estudo de proteínas+ligantes  Bondi

radii (mbondi2) (GBOBC2)(Onufriev et al., 2004).

2. Campo de força ff14SB levando em consideração a entropia por modos normais: Os

cálculos de GBSA/PBSA consideram a contribuição entropica com base em modelos

matemáticos implícitos.  Para fins de comparação,  no campo de força ff14SB foram

realizados  testes  considerando  os  valores  de  entropia  por  modos  normais  na

determinação de energia livre.

3. Campo de força ff14SB com múltiplas trajetórias: As coordenadas de entrada para os

cálculos  por  GBSA/PBSA são  provenientes  da  fase  de  produção  da  DM.  Pode-se

utilizar apenas as trajetórias do complexo, conhecido como single trajectory ou utilizar

trajetórias separadas do ligante, da proteína e do complexo, conhecido como métodos

de  Multiple Trajectories.  O método de  single trajectory é o mais utilizado, tem um

menor custo computacional e apresenta os melhores resultados (Xu et al., 2013). Neste

estudo o  método  Multiple  Trajectories  e  o  Ligand/Complex  (trajetórias  do  ligante+

trajetórias do complexo) foram testados para o campo de força ff14SB.

4.5.1.2 (QM)MM/GBSA  

O  cálculo  de  energia  livre  de  ligação  para  ligantes  flexíveis  requer  a  avaliação  da

reprodutibilidade dos parâmetros moleculares dos ligantes. Esta restrição pode ser superada usando

uma  mistura  de  mecânica  quântica/mecânica  molecular  (QM/MM),  onde  o  ligante  é  tratado

quanticamente (Gräter et al., 2005). Utilizando QM/MM-GBSA temos a combinação dos métodos

de química quântica com os métodos de Generelized-Born. Normalmente nos estudos envolvendo

QM/MM, as proteínas (receptores) são tratadas por mecânica clássica e os ligantes por mecânica

quântica (esta caracterização é apenas uma convenção, lembrando que resíduos da proteína também

podem fazer parte da mecânica quântica). Este formato permite as seguintes vantagens: (i) descreve
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a maior parte do sistema de forma clássica, permitindo um ganho na velocidade dos cálculos, (ii)

não requer um conjunto específico de parâmetros para cada novo ligante, ou seja, a parametrização

do ligante e (iii) a inclusão de efeitos quânticos como polarização das ligações (Gräter et al., 2005).

A qualidade dos métodos semi-empíricos depende das aproximações teóricas que lhe deram

origem e da amplitude e qualidade da informação usada em sua parametrização. (Leal et al., 2010).

Para  realizar  os  cálculos,  os  mesmos  snapshots provenientes  da  DM e  o  pacote  de  simulação

AMBER foram utilizados. Os modelos semi-empíricos testados foram o AM1, PM3, PM6, e RM1.

Além do ligante tratado na região quântica dos cálculos (Gräter et al., 2005), neste trabalho outra

abordagem adicional foi testada: tratando o ligante e o NADH (considerado integrante do receptor)

na região quântica do cálculo (Figura 11).

4.5.2 AutoDock 4.2.6

Desde que foi lançado em 1990, o AutoDock tem provado ser uma ferramenta efetiva, rápida e

acurada para predizer as melhores orientações de pequenas moléculas em seus receptores. É um

software de modelagem molecular, que serve tanto para o docking quanto para o cálculo de energia

Figura: 11: Ilustração da enzima InhA complexada ao ligante GEQ (PDB ID: 1BVR). Nesta figura esta representado (na
forma de sticks) o ligante e o NADH, tratados por QM neste estudo.
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livre de ligação entre proteínas e ligantes. (Rezácová et al., 2008;Morris et al., 2009)

 O programa AutoDock utiliza campos de força híbridos (semi empircal free energy force field)

para calcular a energia livre de ligação entre pequenas moléculas e seus alvos macromoleculares. O

termos empíricos,  aliados a  um baixo custo computacional,  tornam a predição de energia  livre

normalmente menos acurada pelo AutoDock, do que utilizando métodos baseados em campos de

força (MM/GBSA e MM/PBSA). Apesar desta desvantagem frente a outros métodos, o AutoDock

apresenta resultados satisfatórios considerando o ranqueamento de pequenas moléculas no estudo

de complexos com proteínas e ligantes (Morris et al., 2009).

Com base nas coordenadas provenientes da DM, o AutoDock determina um valor de energia

livre  de ligação para  cada  snapshot,  ao contrario  das  técnicas  envolvendo mecânica  clássica  e

métodos hibridos. Neste  estudo o valor  de  referência  para  cada  determinação foi  o  valor  mais

populado (em forma de cluster) entre os snapshots conforme exemplificado pelos histogramas dos

Anexo 4 e 5. Para a parametrização dos ligantes foram utilizadas dois tipos de cargas, a AM1-BCC

(mesma do pacote AMBER) e a carga Gasteiger (padrão do AutoDock) para fins de comparação.

Os seguintes parâmetros foram utilizados no AutoDock: (i) grid centralizado nos ligantes  com

um espaçamento de malha de 0.375 Å com 70 pontos para coordenada X, 80 para Y e 80 para Z, (ii)

as trajetórias foram alinhadas utilizando como centro de grid -2,027 para X, 0,442 para Y e  -1,021

para Z (com o intuito de usar o mesmo centro de  grid para os ligantes). O tempo de simulação

escolhido para os testes com o AutoDock foi de 2 ns.

4.5.3 LigScore e DrugScore

As abordagens  knowledge-based  possuem acurados sistemas de  scoring  com a finalidade de

ranquear pequenas moléculas baseados na interação proteína-ligante. Além da boa acurácia estas

abordagens se tornam interessante pelo custo computacional relativamente baixo em comparação

com outras ferramentas, como o GBSA/PBSA.

O  programa  LigScore  está  disponível  como  parte  do  IMP  toolkit e  também  como  uma

ferramenta web (disponível online e de forma gratuita)(Krammer et al., 2005). Para esta abordagem,

foram utilizadas os snapshots provenientes da DM resultando em um total de 2 ns analisados (400

snapshots). Cada snapshot resulta em um valor de energia livre de ligação independente e portanto

o método escolhido para determinar o resultado final para cada ligante foi valor mais populado em

forma de cluster. (semelhante ao utilizado no programa AutoDock) (Anexo 4).

O DrugScore consiste em um método baseado na interação entre pequenas moléculas orgânicas
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já descritas em bancos de dados  (Velec et al., 2005). As informações estruturais são retiradas de

estudos de complexos proteína-ligante obtidos por cristalografia usando ReLiBase e convertendo os

dados  em preferências  entre  pares  de  átomos  e  área  acessível  ao  solvente  (SAS). Um estudo

conduzido por Velec e colaboradores utilizando uma amostragem de 100 compostos, apresentou

resultados  satisfatórios,  com  um  coeficiente  de  correlação  de  0,624  quando  comparadas  as

tendências dos compostos preditos com os experimentais (Velec et al., 2005).

Os  snapshots utilizados para os cálculos via DrugScore foram obtidos da DM. O protocolo

estabelecido foi o uso de 400 snapshots resultando em um total de 2 ns analisados. Assim como no

caso do LigScore e AutoDock, foram utilizados histogramas na forma de  cluster para se obter o

resultado mais populado de cada ligante. 

O DrugScore e o LigScore não estimam os valores de energia livre de ligação em kcal/mol.

Este dois métodos utilizam funções scoring inerentes a cada programa. Por este motivo não se pode

comparar os valores preditos com os valores experimentais, apenas a correlação dos compostos

analisada por regressão linear. 

4.6 QUÍMICA QUÂNTICA NA DETERMINAÇÃO DE ENERGIA LIVRE

O campo da química quântica apresentou significativos avanços nas últimas décadas devido

principalmente ao fato das melhorias e avanços em computadores,  hardwares  e  softwares. Além

disso,  a  implementação  de  métodos  de  QM  (quantum  mechanics)  mais  robustos,  eficientes  e

precisos permitiram a extensão de seu uso para problemas “do mundo real” (como desenvolvimento

de  fármacos).  Nos  dias  atuas  a  QM  é  amplamente  utilizada  nas  indústrias  mais  modernas

(principalmente química e farmacêutica) como uma ferramenta para racionalizar e predizer o curso

de  reações  químicas,  promover  o  desenvolvimento  e  caracterização  de  materiais,  assim  como

acessar as propriedades de estados excitados e fundamentais de moléculas  (Deglmann et al., 2015).

Para realizar os cálculos por SQM (Semi-empiricum quantum mechanichs), o software MOPAC

foi  utilizado.  O MOPAC (Molecular  Orbital  PACkage)  é  um popular  programa de  computador

usado  em química  computacional,  distribuído  de  forma  livre.  Foi  desenhado  com o  intuito  de

implementar  algorítimos  semi-empiricos  de  química  quântica.  A última  versão  disponível  do

programa é o MOPAC2012, utilizada neste trabalho, com a implementação do método PM7. Os

métodos  semi-empíricos  PM3,  PM6-DHX,  PM6-DH+  e  PM7  foram  utilizados  para  obter  os

cálculos de orbitais moleculares para os cálculos de química quântica. Foram tratados na região

quântica o ligante e uma área de 4 Å ao seu entorno (Figura 16). Ao contrário dos métodos híbridos

(que  consideram  a  região  quântica  e  a  região  clássica),  a  química  quântica  utilizada  nesta
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abordagem leva em consideração apenas as interações da região quântica (Stewart et al., 2013). Na

Figura 16, está exposto o ligante GEQ (precursor dos ligantes 2AX, 4A-JX) e a área considera por

QM neste estudo. Esta região compreende o ligante, mais a coenzima NADH e onze resíduos de

aminoácidos que se encontram a  4 Å de distância do centro do ligante.

4.7 MÉTODO DE COMPARAÇÃO

A comparação entre as metodologias descritas e os valores experimentais, foi realizada pela

ferramenta estatística de regressão linear.  A regressão linear  foi escolhida,  por  ser  o padrão de

comparação entre dados experimentais e in silico envolvendo predição de energia livre de ligação

para uma conhecida série de compostos. (Greenidge et al, 2013). Os cálculos de regressão linear e

os gráficos de correlação foram obtidos por meio do programa QtiPlot versão para linux (Maestre-

Reyna  et  al.,  2013). Foram mantidas  as  mesmas  escalas  nos  gráficos  para  o  eixo  X  (valores

experimentais), e variadas as escalas no eixo y (valores preditos), devido a grande variância nos

valores preditos, permitindo uma melhor interpretação visual dos resultados.

Figura 12: Ilustração da fração do complexo considerado na região quântica, formada pelos resíduos que se encontram á
4 Å de distância do ligante. Imagem: InhA (PDB ID: 1BVR com o ligante GEQ).
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A regressão linear consiste em uma equação para se estimar uma variável y (condicional e

esperada), com base nos dados de uma outra variável x (variável base). Os dados experimentais

foram considerados no eixo x (como o valor de referência) e os dados preditos foram alocados no

eixo  y.  O  R2  é  uma  medida  do  sucesso  de  determinada  estimativa  (Fausto  et  al.,  2008).  A

interpretação dos resultados foi baseada nos seguintes parâmetros: valores de R2  menores que 0,10

foram considerados não correlacionados, entre 0,10 e 0,30 fracamente relacionados, entre 0,30 e

0,60  moderadamente  relacionados,  acima  de  0,60  altamente  relacionados  e  valores  iguais  ou

superiores à 0,90 foram considerados ótimos (Fausto et al., 2008). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Neste  capítulo  versaremos  sobre  os  resultados  obtidos  de  acordo  com  as  metodologias

exemplificadas  no  capítulo  4.  Os  resultados  foram  divididos  em  subitens  para  uma  melhor

compreensão das abordagens utilizadas e devido ao grande número de gráficos expostos. A forma

de gráficos foi escolhida para permitir avaliar tanto os resultados (valores), como a inclinação da

reta em cada caso. Os resultados finais foram comparados com os dados experimentais, com intuito

de se obter o perfil de correlação, por meio da regressão linear.

5.1 TESTES EM GPU 

Devido  ao  grande  número  de  simulações  (150)  necessárias  para  o  desenvolvimento  deste

trabalho, foram realizados testes preliminares em GPU para avaliar o seu funcionamento. Os testes

foram realizados  primeiramente  com o  objetivo  de  avaliar  o  ganho  computacional  descrito  na

literatura para outros sistemas. Assim como, a reprodutibilidade dos resultados para o complexo de

InhA e seus ligantes (Greenidge et al., 2013). O programa Pmemd (integrante do pacote AMBER)

foi utilizado em paralelo (multiprocessadores) com o auxílio de duas unidades de processadores

gráficos. 

Com base no tempo final da fase de produção de cada simulação, foi possível verificar um

aumento de 22,4x na velocidade das simulações, quando comparadas ao uso em CPU (8 núcleos em

paralelo), conforme demonstrado na Tabela 3. 

Na fase dos testes de velocidade das simulações, três estruturas de InhA complexadas com o

ligante GEQ (Genz 10850) (PDB ID: 1P44) foram escolhidas, totalizando aproximadamente 36.500

átomos  em cada  sistema  (Tabela  3).  Para  fins  de  análise  da  qualidade  das  simulações,  foram

comparados o volume, a temperatura, a densidade e a energia potencial total do sistema. A partir dos

gráficos  de  comparação  com sobreposição  de  valores  foi  possível  concluir  que  não  ocorreram

diferenças nos quesitos avaliados nas simulações entre GPU e CPU (Figura 13).

Tabela 3: Comparação da velocidade das simulações em sistemas de aproximadamente 36.500 átomos, comparando-se
CPU (Intel® CoreTM 16 GB RAM, i7- 3770 CPU @ 3.40 GHz x 4, 2 TB HD) e GPU (Intel® CoreTM 32 GB RAM, i7-
3970 x CPU @ 3.50 GHz x 12,64 Bit, 2 TB HD, GTX 680  nvidia geforce).

    Ligante CPU GPU

      1P44 2.5 ns/dia 56 ns/dia

      1ZID 2.5 ns/dia 56 ns/dia

      1ENY 2.5 ns/dia 56 ns/dia
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Devido ao ganho computacional expressivo, e a manutenção da qualidade/repodutibilidade das

simulações, as  fases  de produção de  dinâmica  molecular  utilizadas  no presente  trabalho foram

realizadas em GPU. Segundo Case e colaboradores, desenvolvedores do pacote AMBER, o uso de

processadores gráficos foi amplamente testado nos últimos anos, sendo  recomendado e validado

tanto para a pesquisa acadêmica quanto industrial. (Case et al., 2005; Case et al., 2012; Case el al.,

2014).  

        

5.2 ANÁLISE DA DINÂMICA MOLECULAR

Componentes das simulações por DM foram analisados com o intuito de monitorar as mesmas

e garantir uma boa performance e reprodutibilidade dos resultados. Ao término de cada simulação

foram analisados o RMSD, a temperatura e o comportamento visual do ligante e da proteína através

do programa VMD. Comparando-se com metodologias laboratoriais e de produção, esta etapa é

equivalente ao controle de qualidade, garantindo o bom funcionamento dos experimentos.

A realização desta etapa é importante pois todas as metodologias descritas neste trabalho, para

estimar a energia livre de ligação, foram baseadas nos dados provenientes da DM. Portanto um erro

nesta etapa pode comprometer os valores preditos. O objetivo de avaliar a temperatura foi verificar

Figura 13: Comparação das simulações da enzima InhA código PDB: 1P44 pelo método de dinâmica molecular (4ns),
comparando CPU (Intel® CoreTM 16 GB RAM , i7- 3770 CPU @ 3.40 GHz x 4, 2 TB HD) em vermelho e GPU
(Intel® CoreTM 32 GB RAM , i7- 3970 x CPU @ 3.50 GHz x 12,64 Bit, 2 TB HD, GTX 680 e 780 nvidia geforce) em
preto, com relação a (i) temperatura (ii) volume (iii) densidade (iv) e  energia total do sistema. 

            (K)

  (fs)
  (i) Temperatura            (iii) densidade

kg.m²/s²

  g/cm3

             (fs)                       

              Å 3

             (fs)                           (fs)
        (ii) volume                     (iv) Ektot
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a estabilidade do sistema, que deve se manter em torno dos 298.16 K. O RMSD permite avaliar

possíveis mudanças estruturais no complexo, decorrentes, por exemplo, de saídas do ligante do sítio

de ligação. Em todas simulações, além do RMSD, a qualidade e manutenção visual das hélices alfa

e fitas beta foi avaliada. Nesta etapa foram verificadas as 150 simulações realizadas ao longo do

estudo, conforme os três parâmetros descritos e não foram encontradas nenhuma irregularidade nas

mesmas. 

5.2.1 Análise dos ligantes e suas interações com a InhA

A  análise  das  interações  entre  proteína  e  ligante,  tornam-se  passo  primordial  para  o

entendimento e a compreensão do modo de ligação e posterior caracterização da energia livre de

ligação por meio de métodos in silico. Para contabilizar estas ligações, o programa LIGPLOT, que

gera representações esquemáticas em 2 D das ligações entre proteína e ligante foi utilizado (Wallace

et  al.,  1995).  Os  14  ligantes  utilizados  neste  trabalho,  passaram  pela  análise  de  ligação  via

LIGPLOT.  Nas  figuras  esquemáticas  14  e  15,  estão  representados  seis  ligantes  (5  PDB  +  1

composto  derivado  do  Genz  10850),  demonstrando  os  tipos  de  interação  que  ocorrem

predominantemente entre os ligantes descritos e a proteína InhA. É preciso ressaltar, que as figuras

14 e 15 são representativas do frame inicial da dinâmica molecular, podendo outras ligações serem

formadas/quebradas ao longo da DM. 

Uma análise interessante, recai sobre a tirosina 158. Conforme os primeiros estudos referentes

a  enzima  InhA e  a  resolução  de  sua  estrutura,  (Dessen  et  al.,  1995,  Rozwarski  et  al.,  1998,

Rozwarski et al., 1999) este resíduo de aminoácido se mostra importante para a formação de uma

ligação coesa entre proteína e ligante. A perda da ligação de hidrogênio entre a tirosina 158 e seus

ligantes, pode acarretar a diminuição das forças de contato e desenvolvimento de resistência ao

ligante, como é o caso da Isoniazida (Dessen et al., 1995, Rozwarski et al., 1998, Rozwarski et al.,

1999).  Entre  os  compostos  estudados,  aqueles  que  apresentaram ligação  de  hidrogênio  com a

tirosina 158 (5PP, TCU,8PS), apresentaram in vivo, os melhores valores de energia livre de ligação.

Quando se leva em consideração as interações entre o NADH e os ligantes selecionados, não foi

possível  estabelecer correlação entre  que demonstre  a ligação de hidrogênio com o NADH e a

diminuição  da  energia  livre  de  ligação  in  vivo.  O número  de  contatos  hidrofóbicos  por  si  só,

também não se mostrou uma boa métrica para correlacionar os valores de energia livre de ligação.

Compostos como o TCL (-6,91 kcal/mol) apresentam o mesmo número de contatos no frame inicial

que o TCU (-11,05 kcal/mol).
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Figura 14: Imagem representativa dos tipos interações que ocorrem entre os ligantes selecionados e a
proteína InhA de Mtb. As linhas tracejadas representam as ligações de hidrogênio e os arcos vermelhos
os contatos hidrofóbicos. Em verde está representada a molécula NADH, considerada integrante da
proteína.
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Figura 15:Imagem representativa dos tipos interações que ocorrem entre os ligantes selecionados e a proteína 
InhA de Mtb. As linhas tracejadas representam as ligações de hidrogênio e os arcos vermelhos os contatos 
hidrofóbicos. Em verde está representada a molécula NADH, considerada integrante da proteína.
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5.3 RESULTADOS MM/GBSA

Após os testes em GPU e avaliação da fase de produção de cada ligante, foi possível passar

para a fase de predição de energia livre. A primeira ferramenta escolhida para o desenvolvimento

deste  trabalho  foram os  cálculos  utilizando  o  método  MM/GBSA,  por  ser  o  mais  frequente  e

amplamente utilizado.

Segundo Su e colaboradores, os resultados obtidos por MM/GBSA são sensíveis as variações

no tempo de simulação (Su et al., 2015). Com base nessa informação, os primeiros testes realizados

foram  variando  o  tamanho  de  simulação  associado  ao  MM/GBSA.  O  seguinte  workflow  foi

desenvolvido para o GBSA: (i) variação do tempo de simulação, (ii) variação dos campos de força,

(iii) variação dos campos de força com raios atômicos otimizados para GBSA, (iv) MM/GBSA

contabilizando os valores de entropia para o campo de força ff14SB e (v) MM/GBSA utilizando

múltiplas trajetórias para o campo de força ff14SB. Este workflow foi desenvolvido nesta sequência,

pois cada etapa é complementar a anterior (Su et al ., 2015).

O primeiro fato inerente ao GBSA observado, foram os valores de energia livre obtidos. Os

valores  absolutos  foram consideravelmente  maiores  que  os  valores  experimentais  medidos  em

kcal/mol. Os dados experimentais estão situados entre -6.9 kcal/mol e -12.2 kcal/mol, e os valores

preditos por GBSA encontraram-se entre -30 e -65 kcal/mol dependo do campo de força testado.

Esta diferença entre os valores preditos já era esperada conforme trabalhos de referência realizados

com o GBSA (Genheden et al.,  2015a;  Greenidge et al.,  2013). Os valores obtidos reforçam os

dados descritos na literatura (Hou et al., 2011), onde os métodos de GBSA não são acurados para

predizer os valores experimentais aproximados. Porém, estes métodos descrevem valores relativos,

apresentando a tendência entre um grupo de compostos.

5.4.1 Tempo de simulação em MM/GBSA

O tamanho de simulação pode influenciar os resultados de MM/GBSA dependendo do sistema

utilizado e o tempo de convergência da simulação. Nos estudos entre a interação proteína e ligante

por meio de DM, simulações entre 2-6 ns são amplamente utilizadas  (Xu et al., 2013; Hou et al.,

2011; Kumari et al., 2014), e por este motivo foi dada maior importância para esta faixa de tempo.

Nesta  fase  de  testes  preliminares,  dois  ligantes  foram escolhidos,  o  8PS e  o  TCL.  Foram

utilizados os tempos de simulação de 1ns, 2ns, 4ns, 6ns, 10ns e 50ns com o campo de força ff14SB

(Tabela 4). 

Os valores médios de energia livre para os compostos 8PS e TCL foram de -38,3256 ± 0,8626
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kcal/mol  e  -35,5308  ±  0,5282  kcal/mol,  respectivamente.  A partir  destes  resultados  não  foram

encontradas  diferenças  significativas  nos  valores  de  ΔG  em relação  aos  tempos  de  simulação

analisados frente a este complexo (InhA + ligantes). Conforme Hou e colaboradores, quando não

existe diferença significativa variando-se o tempo de simulação nos valores preditos, preconiza-se o

uso entre 2 ns e 6 ns. (Hou e al., 2011). Com base nestes dados, o tempo de simulação escolhido

para o restante do trabalho foi de 2 ns, devido ao ganho computacional e a estabilidade verificada

do complexo InhA+ligante no presente trabalho.

5.4.2 Campos de Força

Não existe um consenso em relação a qual campo de força apresenta os melhores resultados na

predição de ΔG pelo método de GBSA. Somando-se a este fato, a maioria dos estudos com GBSA

não foram realizadas utilizando a enzima InhA como base. Com o intuito de garantir uma ampla

varredura nos campos de força,  foram testados os seguintes:  ff98, ff03, ff99, ff99SB, ff99Bldn,

ff99Bnrm, ff12SB e ff14SB. O número após cada campo de força indica o ano em que este foi

lançado, lembrando que não necessariamente um campo de força mais moderno apresenta melhores

valores para a predição de ΔG.

Os resultados obtidos (Bondi radii (GBOBC)) para o Grupo 1 foram muito variados (Figura 16),

apresentando valores de R2  entre 0,70 (ff99) e 0,00 (ff12SB). Exemplificando neste caso o que foi

mencionado anteriormente sobre campos de força mais modernos e sua acurácia. Apesar da alta

correlação  obtida  pelo  campo  ff99,  a  maioria  dos  campos  de  força  apresentaram  uma  fraca

correlação com valores de R2 entre 0,20-0,30. O Grupo 2, que possui alta complexidade de predição

(Figura  17),  apresentou resultados  com uma fraca correlação.  Porém, neste  caso,  o melhor  dos

Tabela 4: Diferenças de ΔG calculadas pelo método MM/GBSA de acordo com tempo de simulação, da enzima InhA. PDB
ID: 1P44 associado aos ligantes 8PS e TCL. Resultados em kcal/mol.

    Tempo 8PS TCL

      1 ns -37.9212 -36.4019

      2 ns -36.9234 -36.0411

      4 ns -38.9845 -35.4422

     5 ns -38.1011 -35.5495

      10 ns -39.7451 -34.9992

      50 ns -38.9284 -34.9111
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campos de força testados foi o ff12SB, que no Grupo 1 apresentou o pior resultado. O Grupo 3 não

apresentou correlação significativa pela técnica de regressão linear para nenhum dos campos de

força testados. Este, apresenta a maior complexidade, pois é formado por 14 ligantes com valores

experimentais de energia livre muito próximos entre si, dificultando o ranqueamento dos mesmos

(Figura 18).

A partir dos resultados obtidos com GBSA podemos observar que neste caso não houve uma

predileção por algum campo de força. O ff99 apesar de ter apresentado um excelente resultado no

Grupo 1,  não  apresentou  resultados  satisfatórios  para  o  Grupo  2  e  Grupo  3,  não  podendo ser

apontado como o melhor dos campos testados nesta etapa. Os melhores resultados para o Grupo 1

em detrimento dos outros, demonstram a limitação desta técnica em predizer e ranquear valores

muito próximos de energia livre de ligação (Grupo 2 e Grupo 3). Analisando a média de todos

campos de força, para o Grupo 1, obtivemos um R2 de 0,26 de correlação (correlação fraca).
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Figura  16: Diferença entre os campos de força testados para o Grupo 1 pelo método MM/GBSA.  Da esquerda para
a direita: ff99, ff99SB, ff99Bldn, ff99Bnmr, ff03, ff98, ff12SB, ff14SB.

ff99 ff99SB

ff99SBldn ff99SBnmr

ff03 ff98

ff12SB ff14SB

ff12SB

ff14SB
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Figura  17: Diferença entre os campos de força testados para o Grupo 2 pelo método MM/GBSA. Da esquerda
para a direita: ff99, ff99SB, ff99Bldn, ff99Bnmr, ff03, ff98, ff12SB, ff14SB.

ff99 ff99SB

ff99SBldn ff99SBnmr

ff03 ff98

ff12SB ff14SB
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Figura  18: Diferença entre os campos de força testados para o Grupo 3 pelo método MM/GBSA. Da esquerda
para a direita: ff99, ff99SB, ff99Bldn, ff99Bnmr, ff03, ff98, ff12SB, ff14SB.

ff14SBff12SB

ff98ff03

ff99Bldnff99Bnmr

ff99SBff99

ff98
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5.4.2.1 Campos de Força com raios atômicos otimizados

O MM/GBSA é mais sensível que o MM/PBSA para variações de raios atômicos atribuídos, e

estudos preliminares demonstraram o desenvolvimento desses raios otimizados de forma especial

para o método de GB (Su et al., 2015;  Onufriev et al., 2004). Os raios otimizados foram criados

pelo grupo de Onufriev e colaboradores com o intuito de realizar estudos entre proteína e ligante e

melhorar os resultados preditos de energia livre de ligação nesses casos específicos. Devido a este

fato, foi realizado o mesmo estudo dos campos de força previamente descrito, porém, desta vez,

adotando  os  raios  otimizados  de  Onufriev  (PBRadii  mbondi2  (GBOBC2)).  Nesta  etapa  foram

utilizadas as mesmas simulações por DM descritas no item (5.4.2), mudando apenas os valores dos

raios na preparação das topologias.

Apesar  desta  mudança  nos  raios  ser  sugerida  pelos  próprios  desenvolvedores  do  pacote

AMBER, os resultados foram semelhantes aos obtidos sem os raios otimizados. Para o Grupo 1

(Figura 19), foi possível observar uma pequena melhora em alguns campos de força em comparação

ao método anterior. O ff99, que previamente já havia predito um resultado satisfatório, obteve um

R2 de  0,80,  considerado  alto  para  a  técnica  de  regressão  linear.  O  ff99Bnmr  também  obteve

melhoras significativas apresentando um R2 de 0,57. Os resultados para o Grupo 2 se mantiveram

no  mesmo  patamar,  representando  uma  fraca  correlação  entre  os  valores  preditos  e  os

experimentais. De acordo com as análises para o Grupo 3, não houve correlação na maioria dos

casos, exceto para o ff99Bnmr que apresentou uma correlação moderada (R2 de 0,40). Comparado

ao teste anterior, não foi possível identificar um campo de força superior ao demais.

Analisando a média dos valores para o Grupo 1, que obteve os melhores resultados entre os

grupos testados,  temos um R2 de 0,30 (correlação fraca).  Os resultados  foram semelhantes  aos

obtidos sem a atribuição dos raios atômicos otimizados (R2 de 0,26), não ocorrendo uma melhora na

média geral dos campos de força testados. Se levarmos em consideração apenas os melhores valores

encontrados para o Grupo 1 utilizando o ff99 com os raios otimizados (R2 de 0,80), e com raios

padrões (R2 de 0,70), estes valores se mostraram maiores que a média universal do GBSA que é

aproximadamente um R2 de 0,60 (Xu et al., 2013 ;Swanson et al., 2005; Kumari et al., 2014).

A utilização de diferentes campos de força foi importante para demonstrar a influência que os

mesmos apresentam nos valores de predição de energia livre.  Visto que,  os resultados para um

mesmo ligante variam significativamente entre os diferentes campos de força testados. Desta forma,

a escolha do campo de força não é uma opção trivial nos estudos de GBSA.

ff99
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Figura  19:Diferença entre os campos de força testados para o Grupo 1 pelo método MM/GBSA utilizando raios
otimizados de Onufriev, Bondi radii (mbondi2). Da esquerda para a direita: ff99, ff99SB, ff99Bldn, ff99Bnmr, ff03,
ff98, ff12SB, ff14SB.

ff99 ff99SB

ff99SBldn ff99SBnmr

ff03 ff98

ff12SB ff14SB

ff03 ff98
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Figura  20:Diferença entre os campos de força testados para o Grupo 2 pelo método MM/GBSA utilizando raios
otimizados de Onufriev,  Bondi radii (mbondi2). Da esquerda para a direita: ff99, ff99SB, ff99Bldn, ff99Bnmr,
ff03, ff98, ff12SB, ff14SB.

ff99 ff99SB

ff99SBldn ff99SBnmr

ff03

ff98

ff12SB ff14SB

ff03

ff14SB
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Figura 21; Diferença entre os campos de força testados para o Grupo 3 pelo método MM/GBSA utilizando
raios otimizados de Onufriev,  Bondi radii  (mbondi2).  Da esquerda para a direita: ff99, ff99SB, ff99Bldn,
ff99Bnmr, ff03, ff98, ff12SB, ff14SB.

ff99 ff99SB

ff99SBldn ff99SBnmr

ff03 ff98

ff12SB ff14SB
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5.4.3 Campo de força ff14SB com múltiplas trajetórias

A partir  dos resultados obtidos com os variados campos de força e os raios otimizados de

Onufriev, foi realizado um estudo complementar testando a utilização de múltiplas trajetórias no

método de GBSA para o campo de força ff14SB. As diferenças utilizando múltiplas trajetórias

independentes  costumam não  interferir  na  determinação  de  energia  livre  nos  métodos  GBSA.

Conforme  o  tempo  de  simulação  vai  aumentando,  o  método  de  múltiplas  trajetórias  tem  sua

acurácia diminuída em comparação ao método de uma única trajetória (método tradicional) (Su et

al., 2015). Para esta fase de testes o tempo de 2 ns também foi o escolhido como padrão.

O campo de força ff14SB foi utilizado, pois se trata do último campo de força disponibilizado

pelo pacote AMBER. Nesta etapa, foram testadas três abordagens para a determinação do ΔG, o

método de Single Trajectory, Ligand/Complex trajectories e  Multiple Trajectories. Foi observado

primeiramente que com o aumento do número de trajetórias de uma para duas, e posteriormente

para três, ocorreu um aumento significativo do tempo de cálculo na ordem de 2x à 3x.

Apesar  do  aumento  considerável  do  tempo  de  simulação,  os  métodos  Ligand/Complex e

Multipe Trajecotories conseguiram melhorar a relação dos valores preditos para o Grupo 1. Os

valores de R2 passaram de 0,17 (correlação fraca) para 0,40 (correlação moderada), conforme Figura

22. Apesar das consideráveis melhoras no Grupo 1, o Grupo 2 e Grupo 3 não obtiveram melhora na

correlação (Figura 23 e Figura 24).

Figura 22: Grupo 1, diferença entre as abordagens do ligante+receptor (Ligand/Complex) e múltiplas trajetórias (Multiple
Trajectories), este ultimo composto por trajetórias do ligante+receptor+complexo.  
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As metodologias de GBSA com múltiplas trajetórias também se mostraram ineficientes para

predizer os valores absolutos dos compostos. Os valores experimentais apresentados no Grupo 2 são

próximos,  fato  que  não  ocorreu  no  método  de  múltiplas  trajetórias,  pois  estes  valores  foram

variados entre si. 

Comparando os resultados em kcal/mol, estes se mostraram mais distantes que os cálculos pelo

Figura  23:  Grupo  2,  diferença  entre  as  abordagens   do  ligante+receptor  (Ligand/Complex)  e  múltiplas  trajetórias
(Multiple  Trajectories), este ultimo composto por trajetórias do ligante+receptor+complexo. 

Figura  24: Grupo 3,  diferença entre as abordagens de trajetória do ligante+receptor (Ligand/Complex) e múltiplas
trajetórias (Multiple Trajectories), este ultimo composto por trajetórias do ligante+receptor+complexo.  
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método de Single  Trajectory.  O composto TCL, por  exemplo,  no ff14SB  Multiple  Trajectories

apresentou um valor predito de energia livre de -170 kcal/mol, mostrando a distância em relação aos

valores experimentais (-11.1 kcal/mol para o TCL) em uma ordem de aproximadamente 17x. Além

desta distância nos valores absolutos, as distâncias entre eles (em relação aos compostos do grupo)

também se mostrou maior que no método Single Trajectory.

5.4.4 Campo de força ff14SB com entropia baseada em Modos Normais

Realizados os testes para o ff14SB com múltiplas trajetórias, a próxima etapa foi avaliar a

contribuição  da  entropia  nos  cálculos  de  ΔG in  silico.  Devido  ao  ganho  computacional  no

MM/GBSA, o padrão é realizar cálculos desconsiderando os valores de entropia (Su et al., 2015).

Além do aumento do custo computacional, os valores preditos levando em consideração a entropia

não demonstram ganho efetivo em eficiência nos resultados (Kumari et al., 2014). Por este motivo

um teste  reduzido foi  realizado levando em consideração a  entropia  associada  aos  métodos  de

Single Trajectory e  Multiple Trajectories  com o campo de força ff14SB.  Os cálculos de entropia

foram realizados no programa MMPBSA.py utilizando a análise dos modos normais (NMA).

Os resultados observados apresentaram valores distintos dos obtidos com a abordagem descrita

anteriormente. No caso da entropia associada a múltiplas trajetórias, os valores variaram de -25

kcal/mol até  -120 kcal/mol,  aumentando os  valores  absolutos  preditos,  e assim,  a  distância  em

comparação aos valores experimentais. Os resultados para o Grupo 1 (Figura  25), apresentaram

valores próximos aos obtidos com as abordagens anteriores. Com relação ao ff14SB isolado, testado

no item  5.4.2  (Figura  22)  os  valores  foram  ligeiramente  superiores,  porém  não  apresentaram

melhoras significativas.

Para o Grupo 2, não houve correlação entre os valores medidos pela regressão linear conforme

apresentado na Figura 26. O Grupo 3 apresentou uma pequena melhora para a metodologia Single

Trajectory/Entropy (Figura 27). Conforme demonstrado em estudos prévios com outros complexos

proteína-ligante, os cálculos levando em consideração a entropia também não se mostraram efetivos

frente  a  enzima  InhA de  Mtb  e  seu  complexo  com ligantes   (Genheden  & Ryde,  2015b).  Ao

contrário do senso comum, nem sempre quando adicionamos parâmetros e tornamos os cálculos

mais demorados significa que os resultados vão ser refinados.

Os testes utilizando o NMA, vem ao encontro do que os desenvolvedores do pacote AMBER

recomendam. Segundo Case e colaboradores, as atribuições entrópicas pelo método de NMA não

estão bem atribuídas,  principalmente para sistemas envolvendo um grande número de átomos e
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ligações, como é o caso do sistema em estudo (Case et al., 2005). O número de variáveis aumenta

quando é utilizado a abordagem de múltiplas trajetórias associadas ao NMA, demonstrando um

decréscimo na qualidade das predições de energia livre no sistema estudado.

Figura  26: Grupo 2,  diferença entre os cálculos levando em consideração a entropia com as  abordagens de Single
Trajectory e Multiple Trajectories.

Figura  25: Grupo 1,  diferença entre os cálculos levando em consideração a entropia com as  abordagens de Single
Trajectory e Multiple Trajectories.



  69

5.4.5 (QM)MM/GBSA

A última etapa dos testes envolvendo GBSA, compreendeu a predição de energia livre por

métodos híbridos, associando o GBSA (método clássico) com QM (química quântica). Esta técnica

permite selecionar a região a ser tratada com QM, podendo-se assim variar os resultados obtidos

dependendo da região escolhida. O interesse deste trabalho foi avaliar a interação ligante-proteína,

portanto a primeira abordagem consistiu em tratar o ligante na região quântica (abordagem usual). A

segunda etapa, considerou o ligante+NADH (cofator) na região quântica. 

5.4.5.1 Ligante considerado na região de QM

Os valores preditos por (QM)MM/GBSA podem variar principalmente em relação aos métodos

semi-empíricos utilizados e a região quântica selecionada  (Su et al., 2015). O uso de potenciais

híbridos nesta etapa, onde apenas o ligante é incluído na região QM, permite avaliar quais os efeitos

das cargas parciais da região MM sobre a função de onda, portanto, levando em consideração os

efeitos de rearranjo eletrônico (polarização). Foram avaliados quatro métodos: AM1, PM3, PM6 e

RM1. 

Figura  27: Grupo 3, diferença entre os cálculos levando em consideração a entropia com as abordagens de Single
Trajectory e Multiple Trajectories.



  70

O Grupo 1 apresentou uma fraca correlação, com uma média geral dos R2 de 0,32, semelhante

aos encontrados por GBSA sem o auxílio  dos métodos quânticos.  Com exceção para o uso do

método PM3, que obteve um R2 de 0,60 (Figura  28).  Assim como os  resultados  obtidos pelos

métodos  tradicionais  de  GBSA (utilizando-se  de  potenciais  puramente  clássicos),  não  houve

correlação entre os valores obtidos para o Grupo 2 e 3 com o uso de potenciais híbridos (Figura 29 e

Figura 30). Mesmo para o método PM3, que obteve um bom resultado para o Grupo 1, não houve a

mesma performance quando comparado aos Grupo 2 e 3 deste estudo. 

Figura 28: Grupo 1, Valores preditos utilizando métodos híbridos e tratando o ligante na parte de QM. Correlação linear
dos métodos (da esquerda para a direita) AM1, PM3, PM6 e RM1.
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Estes resultados mostram que a influência das cargas clássicas sobre a função de onda nos

modelos  semi-empíricos  utilizados  (efeito  de  polarização),  não  é  significativa  para  diferenciar

ligantes com estruturas e valores de energia livre de ligação, similares (Grupo 2).

 

Figura 29:Grupo 2, valores preditos utilizando métodos híbridos e tratando o ligante na parte de QM. Correlação linear
dos métodos (da esquerda para a direita) AM1, PM3, PM6 e RM1.
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5.4.5.2 Ligante e NADH na região QM

Os mesmos quatro métodos semi-empíricos foram utilizados nesta segunda etapa,  porém, a

região tratada por química quântica envolveu o ligante e o cofator (NADH) da enzima InhA. Esta

modificação tem como objetivo estimar a influência dos efeitos quânticos de interação entre o grupo

de átomos vizinhos e não ligados no cálculo da energia livre. 

Os resultados do Grupo 1 foram semelhantes aos obtidos pelo método anterior, tratando apenas

o ligante na região quântica (fraca correlação R2 entre 0,20–0,30). Nesta abordagem o método PM3

Figura 30: Grupo 3, valores preditos utilizando métodos híbridos e tratando o ligante na parte de QM. Correlação linear dos
métodos ( da esquerda para a direita): AM1, PM3, PM6 e RM1.
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não obteve resultados satisfatórios para o Grupo 1, resultando num R2 de 0,32. Porém para o Grupo

2 este obteve um valor melhor se comparado a etapa anterior (apenas ligante na região quântica)

com um de R2  de 0,40.  Com exceção do PM3, todos os outros resultados para o Grupo 2 não

apresentaram uma boa correlação. O Grupo 3 não apresentou correlação em nenhum método.

Apesar de ser uma ferramenta considerada mais acurada para determinar a energia livre de

ligação  in silico, os valores obtidos por QM associado ao GBSA neste estudo, não apresentaram

vantagem significativa em relação aos métodos puramente clássicos.

Figura  31: Grupo 1, valores preditos utilizando métodos híbridos e tratando o ligante e o NADH na parte de QM.
Correlação linear dos métodos (da esquerda para a direita) AM1, PM3, PM6 e RM1.
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Os resultados obtidos pelo método PM3, se mostraram ligeiramente superiores as outras três

abordagens semi-empiricas. Apesar da pequena vantagem, não ocorreu uma melhora consistente

nos dados,  pois na primeira  fase o Grupo 1 e  o Grupo 2 apresentaram um  R2  de 0,60 e 0,02,

respectivamente. Já na segunda fase, o Grupo 1 e o Grupo 2 apresentaram um R2  de 0,32 e 0,40,

respectivamente.

Em relação a média do Grupo 1, esta abordagem obteve um  R2 de 0.24, inferior aos testes

realizados tratando apenas o ligante na parte quântica. Portanto, não existe uma correlação direta

entre a área quântica, e a melhora nos resultados de determinação de energia livre de ligação.

Figura  32: Grupo 2,  valores preditos utilizando métodos híbridos e tratando o ligante e o NADH na parte de QM.
Correlação linear dos métodos (da esquerda para a direita) AM1, PM3, PM6 e RM1.
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5.4.5.3 Considerações parciais das abordagens utilizando o método GBSA

De acordo com Genheden e colaboradores, o sucesso e popularidade das técnicas envolvendo

mecânica  molecular  combinada  com Generalized  Born são  superestimados.  Alguns  parâmetros

continuam questionáveis  quanto  a  sua  acurácia,  estando  entre  eles,  os  valores  de  entropia  e  a

contribuição dos valores de energia livre de moléculas de água no sítio de ligação. Aliado a estes

parâmetros, a performance varia significativamente dependendo do sistema testado  (Genheden et

al., 2015b). Conforme observado no presente estudo, e reforçando as ideias propostas por Genheden

e  colaboradores,  as  tentativas  de  refinar  os  valores  utilizando  mecânica  quântica  e  modelos

Figura  33: Grupo 3,  valores preditos utilizando métodos híbridos e tratando o ligante e o NADH na parte de QM.
Correlação linear dos métodos (da esquerda para a direita) AM1, PM3, PM6 e RM1.
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otimizados  de  solvatação,  nos  campos  de  força,  não  contribuíram  significativamente  com  os

resultados  (Genheden  et  al.,  2015).  Mesmo com o auxílio  de  métodos  quânticos  na  região  do

ligante,  não  foi  possível  descrever  com  acurácia  os  valores  absolutos  para  a  energia  livre.

Entretanto, um dos fatores que podem ter influenciado nos resultados é a proximidade dos valores

de ΔG experimentais do conjunto de compostos utilizados nas simulações. Outro fato inerente, se

deve a flexibilidade da alça de ligação da enzima InhA. Esta alta flexibilidade pode influenciar de

maneira negativa o desempenho dos cálculos de predição de energia livre. 

5.5 RESULTADOS MM/PBSA

Os cálculos de MM/PBSA foram realizados pelo programa MMPBSA.py integrante do pacote

AmberTools14. O workflow estabelecido para o MM/PBSA consistiu em duas partes: (i) variação

nos tempos de simulação e (ii) variação nos campos de força, similar aos testes realizados com

MM/GBSA. Neste estudo foi possível verificar que o método MM/PBSA foi em média 6x mais

custoso computacionalmente que o método MM/GBSA e os resultados absolutos se aproximaram

mais dos valores experimentais.

5.5.1 Tempo de simulação em MM/PBSA

Utilizando a mesma metodologia aplicada ao método MM/GBSA, foi  testada a  relação do

tamanho de simulação com os valores preditos por PBSA. Os valores obtidos foram calculados por

MM/PBSA utilizando o campo de força ff99, conforme a Tabela 5. O composto TCL obteve uma

média de energia  livre para os tempos de simulação testados de -0,7369 ± 0,0573 kcal/mol.  O

composto 8PS obteve uma média de -4,6636 ± 0,2336 kcal/mol. A partir desta análise, observou-se

que o tempo de simulação não interferiu nos valores de energia livre para os compostos 8PS e TCL.

Conforme  mencionado  por  Hou  e  colaboradores,  o  tempo  de  simulação  não  interfere

significativamente nos resultados preditos de energia livre de ligação pelo método PBSA (Hou et

al., 2011).

Tabe  Figura 5: Diferenças de ΔG calculadas pelo método MM/PBSA para os ligantes 8PS e TCL. Resultados em kcal/mol.

    Tempo 8PS TCL

      1 ns -4.2525 -0.6321

      2 ns -4.6854 -0.7654

      4 ns -4.7845 -0.7031

     5 ns -4.9854 -0.8456

      10 ns -4.7712 -0.8034

      50 ns -4.5001 -0.7321
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A tendência  dos  resultados  obtidos  variando  o  tempo  de  simulação  em MM/PBSA foram

semelhantes aos encontrados no MM/GBSA. O tempo de 2 ns foi o escolhido para o restante da

metodologia,  concordando  com  o  tempo  estipulado  anteriormente  para  o  GBSA e  o  tempo

preconizado pela literatura na área (Xu et al., 2013; Hou et al., 2011; Kumari et al., 2014).

5.5.2 Campos de Força

Devido ao maior tempo computacional do PBSA comparado ao GBSA, foram testados quatro

campos de força do pacote AMBER, o ff03, ff99, ff99SB e o ff14SB. Para o Grupo 1, os resultados

de PBSA foram semelhantes aos resultados de GBSA. Os campos de força ff99, ff99SB, ff03 e

ff14SB obtiveram valores de R2 de 0,59, 0,38, 0,00, e 0,51 respectivamente, como demonstrado na

Figura 34.

Figura 34: Resultados preditos pelo método MM/PBSA utilizando os campos de força ff99, ff99SB e ff03 e ff14SB para
as moléculas que compõem o Grupo 1.
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No Grupo 2 o ff99SB e o ff14SB apresentaram uma fraca correlação com R2  de 0,21 e 0,24

respectivamente  (Figura  35).  O Grupo 3  não apresentou correlação  conforme Figura  36.  Estes

resultados demonstraram que apesar do incremento no tempo computacional, os valores de PBSA

não se mostraram superiores quando comparados ao GBSA. Também foi possível observar que para

o Grupo 2 e principalmente 3, o PBSA foi incapaz de prever a tendência correta dos compostos,

devido em grande parte as suas semelhanças nos valores experimentais.

Um  fato  interessante  que  ocorreu  no  PBSA é  que  alguns  valores  preditos  se  mostraram

positivos conforme indicado pelo ff99 e ff99SB nos Grupo 1, 2 e 3. Este evento não era esperado

pois todos compostos testados apresentam valores negativos de energia livre de ligação.

Figura 35: Resultados preditos pelo método MM/PBSA utilizando os campos de força ff99, ff99SB e ff03 e ff14SB para
as moléculas que compõem o Grupo 2. 
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Na  abordagem  por  PBSA não  foram  modificados  os  raios  atômicos,  visto  que  estes  não

apresentam  influência nos resultados de PB (Su et al., 2015 ; Wang, et al., 2001). A média geral dos

R2 para o Grupo 1 foi 0,37, similar a encontrada para o MM/GBSA e o (QM)MM/GBSA. Os dois

métodos baseados em campos de força utilizados no presente trabalho demonstraram performances

semelhantes conforme indicado pela média do Grupo 1.

5.6 RESULTADOS AUTODOCK

A função  scoring do programa AutoDock quando comparado ao GBSA e especialmente ao

Figura 36: Resultados preditos pelo método MM/PBSA utilizando os campos de força ff99, ff99SB e ff03 e ff14SB para 
as moléculas que compõem o Grupo 3. 
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PBSA  é  mais  veloz  computacionalmente.  Ao  contrário  dessas  outras  duas  metodologias,  o

AutoDock apresenta um valor para cada snapshot da simulação separado. O valor escolhido como

referência  neste  estudo,  foi  baseado  nos  valores  dos  400 snapshots, com  base  na  técnica  de

histogramas, levando em consideração o resultado mais populado (cluster), apresentado para cada

composto (Anexo 4). Foram testados dois tipos de cargas para a parametrização dos átomos nesta

fase, Gasteiger e a AM1-BCC (utilizada pelo programa AMBER), para fins de comparação. Os

resultados avaliados entre cada  snapshot permitiram observar que, em alguns casos, ocorreu uma

diferença de até 20%. Este dado corrobora com a não utilização da média aritmética como base dos

resultados finais.

Os  valores  obtidos  pelo  AutoDock  (-7  kcal/mol  até  -13  kcal/mol)  em números  absolutos

(kcal/mol) ficaram próximos dos obtidos nos valores experimentais. Com relação aos resultados

obtidos com o AutoDock, não houve diferenças significativas nos cálculos de energia livre quando

comparados os tipos de cargas utilizados (Gasteiger para AM1-BCC). Os valores apresentados com

demonstraram que este pode ser utilizado para determinar tanto a tendência como a predição dos

valores absolutos.

Os  valores  de  R2 para  os  Grupo  1  (Figura  37)  e  3  (Figura  39)  apresentaram uma  fraca

correlação (0,27 e 0,25, respectivamente) com os valores experimentais, utilizando ambos tipos de

carga. 

Figura 37: Resultados preditos pelo AutoDock utilizando cargas AM1BCC e Gasteiger para as moléculas que compõem
o Grupo 1.
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Conforme Figura 38 o Grupo 2 não apresentou correlação. O programa AutoDock também não

foi capaz de predizer a tendência dos compostos com valores e estrutura similares, demonstrando

uma  possível  limitação  desta  técnica.  A média  para  os  R2 do  Grupo  1  foi  de  0,25,  similar  a

encontrada com o MM/GB(PB)SA e o QM/MM-GBSA.

5.7 RESULTADOS LIGSCORE

Os  valores  obtidos  pelo  LigScore  não  são  estimados  em kcal/mol,  e  sim em uma função

Figura  39 :  Resultados  preditos  pelo  AutoDock  utilizando  cargas  AM1BCC e  Gasteiger  para  as  moléculas  que
compõem o  Grupo 3.

Figura 38: Resultados preditos pelo AutoDock utilizando cargas AM1BCC e Gasteiger para as moléculas que compõem
o Grupo 2. 
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scoring desenvolvida para o próprio programa. Por este motivo só é possível comparar a tendência

entre  os  grupos  testados  e  não  os  valores  absolutos  dos  mesmos.  Comparado  com  as  outras

metodologias  apresentadas,  o  LigScore  tem  uma  grande  vantagem  em  relação  ao  tempo

computacional. Os cálculos são realizados em poucos minutos, podendo assim um grande número

de moléculas serem testadas simultaneamente (a limitação consiste na amostragem por DM, que se

torna um passo mais demorado e refinado). Assim como o AutoDock, o programa LigScore calcula

um resultado de energia livre para cada snapshot. O tempo de simulação de 2 ns (400 snapshots) foi

adotado como padrão, com base nos estudos realizados para o GB/PBSA 

O Grupo 1 obteve moderada correlação com um R2 de 0,44 (Figura 40), similar a métodos mais

robustos como o QM/MM-GBSA. Para os testes realizados com o Grupo 2 e Grupo 3 foi observado

conforme Figura  41 e Figura  42 que não houve correlação entre os dados utilizando a regressão

linear como método comparativo. Os resultados para o Grupo 2, demonstram que o LigScore não

foi  coerente  nas  pequenas  variações  apresentadas  nas  moléculas,  resultando em uma tendência

distinta da apresentada experimentalmente.

       

Apesar das limitações, o programa LigScore pode ser indicado para uma triagem inicial de

compostos não similares estruturalmente, onde se demanda um resultado rápido e um maior número

de compostos analisados é necessário.

Figura 40:  Resultados preditos pelo LigScore para as moléculas que compõem o Grupo 1. 
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5.8 RESULTADOS DRUGSCORE

Assim  como  o  LigScore,  o  DrugScore  também  utiliza  funções  de  scoring baseadas  em

conhecimento (Knowlogde-based). Quando comparadas as duas metodologias, o DrugScore obteve

resultados ligeiramente superiores. O gasto computacional entre os dois métodos foi similar, não

ocorrendo vantagem neste quesito. 

Figura 42: Resultados preditos pelo LigScore para as moléculas que compõem o Grupo 3. 

Figura 41: Resultados preditos pelo LigScore para as moléculas que compõem o Grupo 2.
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O Grupo 1 obteve uma correlação de moderada à alta com um R2 de 0,58 (Figura  43), um

pouco superior a encontrada pelo LigScore. Este valor de correlação encontra-se dentro da média

encontrada  em métodos mais  sofisticados como o  GBSA (média  global  dos  R2  de 0,60).  Com

relação ao valor obtido para o Grupo 1, o DrugScore foi superior a maioria dos campos de força

testados tanto no GBSA como no PBSA e aos métodos híbridos de QM/MM-GBSA.

Figura 43 : Resultados preditos pelo DrugScore para as moléculas que compõem o Grupo 1.

Figura 44 :Resultados preditos pelo DrugScore para as moléculas que compõem o Grupo 2.
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O Grupo 2 obteve uma correlação fraca com um R2 de 0,19 (Figura 44) e o Grupo 3 (Figura 45)

não  obteve  correlação  com  os  dados  experimentais.  Assim  como  os  resultados  obtidos  pelo

LigScore, e as técnicas de campos de força, o DrugScore não foi preciso para ranquear compostos

muito  próximos  entre  si.  Porém,  se  mostrou  útil  para  ranquear  compostos  não  similares

estruturalmente e com um custo computacional baixo.        

5.9 RESULTADOS SQM

Comparada as outras metodologias utilizadas neste trabalho, o SQM demandou mais tempo

computacional , na ordem de 16 horas por ligante para calcular os valores de energia livre. Ao

contrário dos métodos híbridos combinados com GBSA utilizados no (QM)MM/GBSA, esta técnica

leva em consideração os cálculos apenas da região quântica, desconsiderando a parte da proteína

que não estiver nesta área específica. Foram testados quatro métodos de QM: PM3, PM6-DHX,

PM6-DH+ e PM7. A abordagem escolhida para esta técnica foi considerar o ligante e o espaço até 4

Å de distância do mesmo na região quântica (átomos que estão à 4 Å)

Para o Grupo 1 (Figura 46), no método PM3 foi observado um R2 de 0,60, idêntica a ocorrida

em (QM)MM/GBSA para o PM3. Para os outros métodos do Grupo 1 não houve correlação. Este

fato demonstra a grande variância entre os valores obtidos quando comparados os métodos semi-

emprícos (similar ao que ocorre com os campos de força em MM-GB/PBSA).

Figura 45 : Resultados preditos pelo DrugScore para as moléculas que compõem o Grupo 3
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Os métodos mais acurados de SQM não foram capazes de distinguir corretamente as pequenas

diferenças dos valores de energia livre para o Grupo 2 (Figura 47) e para o Grupo 3 (Figura 48). Os

resultados  de SQM neste  trabalho não foram superiores  a  metodologias  menos refinadas  como

LigScore e AutoDock, por exemplo.

Figura  46: Comparação entre métodos de SQM para o Grupo 1. Da esquerda para a direita: PM3, PM6-DH+, PM6-
DHX e PM7.
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Entre os quatro métodos quânticos testados, o PM3 obteve uma fraca correlação no Grupo 3.

Assim  como  no  QM/MM-GBSA,  o  PM3  obteve  vantagem  em  relação  aos  outros  métodos,

principalmente no Grupo 1. Com estes resultados nas duas abordagens, é possível supor que o PM3

se mostre superior aos outros métodos quânticos estudados levando em consideração o complexo

InhA e seus ligantes.

Figura 47: Comparação entre métodos de SQM para o Grupo 2. Da esquerda para a direita: PM3, PM6-DH+, PM6-DHX
e PM7.
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6. COMPARAÇÃO ENTRE METODOLOGIAS

No que tange  as  metodologias  testadas  neste  estudo,  foi  possível  observar  que o Grupo 1

apresentou os melhores resultados gerais. Este fato pode ser associado com a maior distâncias dos

valores  experimentais  de  ΔG entre  os  compostos.  Esta  característica  possibilitou  um  melhor

ranqueamento dos ligantes. Os melhores resultados encontrados foram com o campo de força ff99

para o MM/GBSA tanto com os raios atômicos padrão do AMBER (R2 de 0,70), quanto para os

raios  otimizados  (R2 de  0,80).  Nas  técnicas  quânticas  (QM/MM-GBSA e  SQM),  os  melhores

resultados  foram  provenientes  do  método  PM3  (R2  de  0,60).  Quando  analisadas  técnicas

Figura
48: 

Figura 46: Comparação entre métodos de SQM para o Grupo 3. Da esquerda para a direita: PM3, PM6-DH+, PM6-
DHX e PM7.
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consideradas  menos  refinadas,  como o  LigScore  e  o  DrugScore,  foi  possível  observar  valores

moderados de correlação para o Grupo 1  (R2 entre 0,40 e 0,60). A partir destes estudos, para o

Grupo  1  foi  possível  verificar  que  todas  as  metodologias  utilizadas  obtiveram  correlações

moderadas,  dependendo  do  parâmetro  utilizado.  É  possível  supor  que  compostos  com valores

experimentais  mais distantes entre si,  resultem em correlações melhores de predição de energia

livre, pois os métodos testados conseguem diferenciá-los melhor.

Nenhuma das técnicas utilizadas neste trabalho apresentou uma correlação satisfatória (na faixa

de R2 de 0,60) para os Sets 2 e 3. Este fato se deve principalmente aos valores de ΔG experimentais

serem semelhantes (variação máxima de -1.53 kcal/mol para o Grupo 2). Estas pequenas flutuações

não  puderam  ser  detectadas  pelos  métodos  abordados  no  presente  trabalho.  Este  resultado

demonstra que é preciso cautela quando se associa técnicas de Drug Design e determinação de

energia livre sem calibração prévia. Nestes casos, as predições de energia in silico podem acarretar

erros de determinação, quando são variados radicais em uma mesma molécula.

A complexidade  do  presente  trabalho  utilizando  a  enzima  InhA como  base  foi  um  fator

impactante nos valores obtidos. Os estudos envolvendo a determinação de energia livre apresentam

resultados variados, principalmente no que diz respeito a escolha da proteína alvo. A flexibilidade,

especialmente na região da alça de ligação, da enzima InhA, pode ser apontada como um fator

decisivo  para  os  resultados  obtidos.  Segundo  estudos  prévios,  receptores  menos  flexíveis

apresentam menor variação e consequentemente menor interferência nas determinações de energia

livre (Wang et al., 2001).

Outro fato importante observado, foi o fato de que pequenos desvios na tendência da reta, de

apenas um composto (outlier), por exemplo, acarretam um decréscimo significativo na correlação

pelo método de regressão linear. Na Tabela 6 estão listados os valores de correlação obtidos neste

trabalho, para o campo de força ff14SB, para fins de comparação.

Sobre os compostos utilizados, foram selecionados apenas moléculas que apresentaram bons

resultados in vivo frente a enzima InhA de Mtb. Neste quesito, as metodologias utilizadas obtiveram

sucesso, pois os valores obtidos com exceção do PBSA (ff99 e ff99SB), foram sempre valores

negativos de energia livre. 

Se o objetivo for analisar apenas o valor isolado de um ligante por métodos  in silico  (valor

desconhecido), este estudo demonstrou que o programa AutoDock e o método de PBSA obtiveram

os melhores resultados aproximados, quando comparados aos valores experimentais.
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Tabela  6:  Resultados dos métodos avaliados frente aos Grupos 1,  2 e 3 para o campo de força ff14SB. Os valores
apresentados são referentes as correlações obtidas pelo método de regressão linear (R2).

M é t o d o P a r â m e t r o  

0 ,28 0 ,00 0 ,05

G BS A

0 ,17 0 ,00 0 ,00
C o m p le x o  Tra je tó ria + E n tro p ia 0 ,38 0 ,00 0 ,31

Mú ltip la s  tra je tó ria s 0 ,43 0 ,00 0 ,11
Mú ltip la s  tra je tó r ia s  + E n tro p ia 0 ,26 0 ,00 0 ,04

L ig a n te /C o m p le x o  tra je tó ria 0 ,40 0 ,00 0 ,00

PBS A ---- 0 ,51 0 ,25 0 ,05

QM/MM

0,18 0 ,05 0 ,01

0 ,15 0 ,10 0 ,01

0 ,60 0 ,02 0 ,05

0 ,32 0 ,40 0 ,05

0 ,33 0 ,01 0 ,03

0 ,23 0 ,12 0 ,02

0 ,23 0 ,01 0 ,00

0 ,28 0 ,10 0 ,00

S QM

PM3 0 ,60 0 ,13 0 ,30
PM6 -D H + 0 ,10 0 ,23 0 ,02
PM6 + D H X 0 ,10 0 ,25 0 ,00

PM7 0 ,00 0 ,15 0 ,02

AutoD ock
G a s te ig e r c h a rg e s 0 ,27 0 ,01 0 ,24
A M1 -B C C  c h a rg e s 0 ,21 0 ,02 0 ,25

L ig S co re ---- 0 ,44 0 ,10 0 ,00

D rug S core ---- 0 ,58 0 ,20 0 ,02

G r u p o  1  R 2 G r u p o  2  R 2 G r u p o  3  R 2

  G B O B C   
  G B O B C 2   

A M1 L ig a n te

A M1 L ig a n te + NA D H

PM3 L ig a n te

PM3 L ig a n te + NA D H

PM6 L ig a n te

PM6 L ig a n te + NA D H

R M1 L ig a n te

R M1 L ig a n te + NA D H
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente trabalho forneceu detalhes sobre os variados e amplamente utilizados métodos  in

silico  de predição de energia livre de ligação. A finalidade foi testar estas metodologias frente a

enzima InhA de Mycobacterium tuberculosis e seus ligantes. Este estudo, foi um dos pioneiros neste

tipo  de  abordagem referente  a  enzima  InhA.  Os  resultados  mostraram uma igualdade  entre  as

metodologias testadas, não sendo possível entrar em um consenso sobre o melhor método a ser

utilizado para a predição de energia livre. Métodos mais robustos e computacionalmente extensivos

como o (QM)MM/GBSA e SQM não demonstraram vantagem significativa perante ferramentas

mais simples como o LigScore e o DrugScore para o Grupo 1. Os parâmetros testados neste estudo

são  passos  iniciais  para  o  desenvolvimento  de  uma  ferramenta  que  permita  a  união  de  várias

metodologias para predizer computacionalmente a energia livre de ligação de pequenas moléculas

em larga escala. O intuito desta futura ferramenta é de auxiliar na pesquisa de novas moléculas

candidatas  a  fármaco,  em  especial,  contra  a  tuberculose,  poupando  desta  maneira  tempo  de

pesquisa, recursos financeiros e maximizando os resultados encontrados.

Com  isso  podemos  concluir  que  apesar  das  várias  abordagens  testadas,  necessitam  ainda

estudos complementares para calibrar uma função frente a InhA de Mtb. Para esta finalidade é

necessário abordar uma faixa maior de compostos, incluindo compostos com ΔG positivo (que não

possuem  atividade  frente  a  enzima).  Além  destes  compostos,  outras  metodologias  podem  ser

testadas como LIE (linear interection energy) e FEP  (free energy perturbation). 
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9. ANEXOS

Anexo 1: Input utilizado neste trabalho para a fase de minimização nas simulações por dinâmica molecular.

Anexo 2: Input utilizado neste trabalho para a fase de aquecimento gradual do sistema na dinâmica molecular. Para
cada etapa os valores referentes a temperatura necessitam ser trocados (temp0 e tempi) até atingir a temperatura
desejada.
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Anexo  4:  Modelo  de  histograma,  que  permite  calcular  o  resultado  mais  populado  de  uma  determinada
população.

Anexo 3: Input da fase de produção da DM. Para todas metodologias empregas, foi mantida os mesmos parametros para
a fase de produção.
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Anexo 5:  Método de gaussiana utilizada para calcular o valor mais populado de um conjunto de valores obtidos. 
Esta técnica foi emprega para calcular o resultado final para cada ligante nas metodologias do LigScore, DrugScore 
e AutoDock.
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