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Resumo

Desde a sua descoberta, a Isoniazida continua sendo o principal fairmaco empregado
no tratamento da tuberculose, tendo como alvo farmacoldgico a enzima 2-frans-enoil-
ACP(CoA) redutase ou InhA de Mycobacterium tuberculosis. Porém, o aumento dos
casos de tuberculose resistente a Isoniazida motivaram a industria farmacéutica e
pesquisadores a investigar possiveis inibidores da InhA, seja buscando novos
compostos que apresentem a caracteristica inibitéria, ou como na proposta deste
trabalho, modificando compostos ja existentes. Desta forma, acreditamos que o
composto inorganico IQG607, também conhecido como pentaciano(isoniazida)ferrato
(IT), desenvolvido na tentativa de encontrar novos inibidores mais potentes e seletivos
para a enzima InhA, ¢ um candidato promissor ao desenvolvimento de novas drogas
anti-tuberculose. Este trabalho iniciou com uma pesquisa na literatura cientifica
buscando compreender o papel da enzima InhA no processo de sintese de 4acidos
graxos € o que estes representam no processo de formagdo do envelope celular das
micobactérias. Além disso, foi realizado um levantamento a respeito dos estudos ja
publicados sobre o 1QG607, que relatam os esforcos empenhados na pesquisa e
obtencdo do composto. Com base nestes estudos, foi proposto o desenho de novos
compostos introduzindo modificagdes estruturais na molécula do 1QG607 original,
com o auxilio de software especifico.

As interacdes intermoleculares desses compostos com a proteina alvo foram
simuladas e avaliadas, com o uso dos programas AutoDock e LigPlot. Vinte e sete
modelos foram desenhados, e para todos eles foram realizadas as simulag¢des in silico.
Trés desses compostos foram selecionados e, deles, um foi sintetizado com sucesso.
Apds a sintese, ensaios enzimaticos avaliaram se o novo composto mantinha a fung¢ao
inibitéria comprovadamente encontrada no 1QG607 original, caracterizando a etapa in
vitro deste trabalho. Infelizmente, embora as simulag¢des in silico tenham nos levado a
crer que os modelos desenhados poderiam gerar bons compostos, ja no inicio da etapa
in vitro se descobriu que nio havia varia¢do na atividade da enzima, o que indica que o
composto ndo apresentou o efeito inibitorio esperado. Em nossa tentativa de alongar
o composto IQG607, permitindo assim um numero maior de angulos de tor¢do para a
molécula, e com isso, promover um melhor encaixe do ligante na cavidade de ligagdo
do substrato, descobrimos que dois grupamentos importantes da INH foram separados,
o que provocou a perda de atividade do farmaco. Supde-se que as modificagdes
introduzidas no composto 1QG607 impediram a formacdo do radical acil e, portanto,
0 aduto com o NADH ndo podde ser formado.

Palavras-chave: 1QG607. InhA. Mycobacterium tuberculosis. Desenho de

Compostos. Docagem Molecular. Sintese. Formag¢do de Radical Acilado.
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Abstract

Since its discovery, Isoniazid remains the main drug used to treat tuberculosis, which
has the 2-frans-enoyl-ACP(CoA) reductase or InhA enzyme of Mycobacterium tuber-
culosis as pharmacological target. However, the increase in cases of tuberculosis re-
sistant to Isoniazid motivated the pharmaceutical industry and research groups to
investigate possible inhibitors to InhA, whether seeking for new compounds that dis-
play the inhibitory function, or as proposed in this work, modifying existing com-
pounds. Thus, we believe that the QG607 inorganic compound, also known as pen-
tacyano(Isoniazid)ferrate (II) - developed in an attempt to find new, more potent and
selective inhibitors of the InhA enzyme - is a promising candidate for the develop-
ment of new anti-tuberculosis drugs. This work began with a literature review in order
to understand the role of InhA enzyme in the process of fatty acid synthesis and what
they represent in the process of formation of the cell envelope of mycobacteria. In
addition, a survey was conducted regarding the published studies on the 1QG607,
which reported efforts engaged in researching and obtaining the compound. Based on
these studies, it was proposed the design of new compounds by introducing structural
modifications in the IQG607 molecule, with the aid of specific software.

Intermolecular interactions of these compounds with the target protein were
simulated and evaluated with the use of AufoDock and LigPlot. Twenty-seven models
were designed, and for all of them, simulations were performed in silico. Three of
these compounds were selected, and from those one was successfully synthesized. After
synthesis, enzymatic assays were carried out to assess whether the new compound had
demonstrated inhibitory function as found in the original IQG607. Unfortunately,
although the in silico simulations have led us to believe that the models designed could
generate good compounds, early in the in vitro experiments we found that there was no
variation in the enzyme’s activity, indicating that the compound showed no inhibitor
effect. In our attempt to lengthen the IQG607 compound - thus allowing a greater
number of torsion angles for the molecule, and thereby promote a better fit of the
ligand binding cavity in the substrate - we discovered that two important pieces of
INH were separated, which caused the loss of activity of the compound. It appears that
the changes which were introduced in the QG607 compound have hindered the acyl
radical formation and therefore the adduct ligand-NADH could not be formed.

Key words: 1QG607. InhA. Mycobacterium tuberculosis. Design of Compounds.

Molecular Docking. Inorganic Synthesis. Acyl Radical Formation.



1 Introducao

1.1 Alvos Farmacologicos para o Tratamento da Tuberculose

Embora todos os esforgos feitos por pesquisadores e seus grupos de colaboradores
nas ultimas décadas, a tuberculose (TB) ¢ uma doen¢a que nunca foi totalmente
erradicada, e portanto, continua sendo considerada um sério problema de satde
publica. A TB ¢ causada por micobactérias do complexo Mycobacterium
tuberculosis, sendo este formado pelas espécies M. bovis, M. africanum,
M. microti e M. tuberculosis. A forma clinica da doenca ¢ caracterizada
principalmente pelo comprometimento dos pulmdes, podendo também se
manifestar de forma extrapulmonar. A transmissdo se da pela interagdo de pessoa
para pessoa, por via aérea, através de particulas aerossdis produzidas pelo
individuo portador da doeng¢a, quando este tosse, espirra ou fala (Pandolfi ef al.,
2009; Santos et al., 2012).

O Mtb ¢é naturalmente resistente a varios antibidticos, tornando o tratamento
da tuberculose uma tarefa muito dificil. Esta resisténcia estd diretamente
relacionada a constitui¢do da parece celular das micobactérias, uma vez que o
envelope celular do organismo ¢ considerado altamente hidrofobico, agindo assim
como uma barreira impermeavel. Além disso, muitos determinantes de resisténcia
em potencial sdo também codificados no proprio genoma (Cole et al., 1998;
Andrade et al., 2008).

Existe atualmente um consenso na literatura cientifica a respeito da ideia de
que o surgimento de véarias cepas de Mtb resistentes as drogas hoje conhecidas no
mercado, e a sinergia entre a infec¢do pelo HIV e o Mtb, tornam a TB um sério
problema de saude publica, que assume propor¢des mundiais (Cole et al.,, 1998;
Mdluli et al.,, 2006; Raman et al., 2008).

A sequéncia completa do genoma do Mtb foi publicada em 1998 (Cole et al.,
1998). A andlise do genoma facilitou o processo de busca por alvos promissores
para o tratamento da TB. Como a maioria dos antibacterianos sdo essencialmente
inibidores de enzimas especificas de bactérias, estas podem ser consideradas como
alvos potenciais de novas drogas (Galperin ez al., 1999). Neste contexto, as
enzimas que compdem o sistema de sintese de acidos graxos do tipo FAS-II podem
ser consideradas candidatas ideais para a descoberta de novas drogas, uma vez que
o sistema FAS-II estd ausente em seres humanos, sendo substituido por um sistema
FAS-I que ¢ insensivel a muitos inibidores FAS-II. Em outras palavras, as
enzimas que pertencem as vias do Mtb, e que ndo apresentam similaridade com

qualquer proteina do hospedeiro, representam um forte atrativo para o
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desenvolvimento de novas drogas.
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Desde o inicio da década de 40, com o surgimento do primeiro farmaco para o

tratamento da TB, pesquisadores e a industria farmacéutica vem somando

esfor¢os para tornar o regime anti-TB mais efetivo. A Tabela 1, adaptada de

(Zhang, 2005) resume as principais informacdes acerca dos farmacos mais

comuns prescritos aos pacientes diagnosticados com TB.

Tabela 1: Farmacos comumente utilizados para o tratamento da tuberculose

Farmaco/ano Alvo Mecanismo de acio Genes x MIC @
de descoberta ¢ Resisténcia (g/ml)
Estreptomicina .Protema Inibicdo de sintese de
b'(1944) ribossomal protefnas rpsL e rrs 2-8
512 e rRNA 165
Acido Para- Provavel inibicdo de
amino-salicilico  Desconhecido ac. félico e Desconhecido 1-8
(PAS) (1948) metabolismo do Fe
Inibi¢ao da sintese de
ac. micolicos, e
Isoniazida” multiplos efeitosno .
(1952) InhA metabolismo de inhA, ndh e katG ~ 0.01-0.2
lipideos,
carboidratos e NAD
Interrupg¢éo no
_— 0 Metabolismo transporte de 20-100
Pirazinamida A
energético de membrana e prcA (pH 5.5 ou
(1952) S
membrana diminuicdo de 6)
energia
Cicloserina D-alanina Inibicdo da sintese de
(1952) racemase® peptidoglicanos Ziteg D2 el
. . d 1 * =
Etionamida InhA Imblf;ao d-a §1ptese de inhA, etaAjethA 0.6-25
(1956) 4c. micélicos
Canamicina (ref RNA 165 Inibi¢ao de ?1ntese de e 18
1957) proteinas
Etambutol” Arabinosil In1b1f;ao da sintese de
arabinogalactanos da embCAB 1-5
(1961) transferase
parede celular
Quinolonas? . Inibicdo da sintese de )
(1963) DNA girase DNA gyrAe gyrB 0.2-4
Rifampicinab RNA Inibicdo da sintese de
(1965) polimerase RNA rpoB 0.05-0.5
subunidade

“MIC baseado em Inderlied and Salfinger (1995)
PFarmaco de primeira linha.
¢D-alanina Racemases ocorrem na parede celular bacteriana e tem a fungdo de catalisar a inversdo
estereoquimica em moléculas biolégicas.
dFgrmaco de segunda linha.



19

Como pode ser observado na tabela, o ultimo farmaco verdadeiramente
antituberculose descoberto e sintetizado data do ano de 1965, ou seja, ao que parece,
ha mais de 40 anos néo ¢ langado um novo medicamento no mercado. Ao longo desses
anos surgiram novos medicamentos para o tratamento da tuberculose, mas que ndo
foram investigados como verdadeiros farmacos antituberculose. Portanto, diante
dessa realidade, e considerando todo o complexo mecanismo de resisténcia aos
farmacos atuais, existe uma crescente necessidade para que haja uma colaboracdo por
parte ndo s6 do setor privado, mas também de institui¢des publicas ou académicas,
na forma de novas ideias, pesquisas e desenvolvimento, que possam efetivamente
melhorar essa situagao.

Tendo em mente as questdes levantadas, a enzima InhA ou 2-frans-enoil-
ACP(COA) redutase (EC number 1.3.1.9) de Mycobacterium tuberculosis, reconhecida na
literatura cientifica como um importante alvo farmacolégico no tratamento da TB
(Vilcheze et al., 2007, Andrade et al., 2008), foi escolhida neste projeto de pesquisa
como modelo receptor devido ao seu importante papel na biossintese de acidos graxos
formadores da parede celular do Mtb, sendo este melhor detalhado na se¢do 1.2.

1.2 Biossintese de Acidos Graxos

Os 4cidos micdlicos sdo acidos graxos de cadeia longa encontrados na parede celular de
micobactérias. Estes 4cidos foram isolados e identificados pela primeira vez por
Stodola et al. (1938) a partir de um extrato de Mtb. Sua estrutura foi elucidada por
Asselineau (1950), e demonstrou ser formada por uma cadeia S-hidroxi-a-alquil
ramificada, onde cada molécula ¢ composta por 60 a 90 &tomos de carbono. Sendo o
numero exato de carbonos varidvel entre as espécies.

A parede celular do Mtb é predominantemente formada por trés macromoléculas
covalentemente ligadas: peptideoglicano, arabinogalactano e d4cidos micdlicos,
formando o chamado complexo micolil-arabinogalactano-peptideoglicano (mAGP)
como mostra a Figura 1, extraida de (Schroeder, 2004).

O envelope celular do Mtb ¢é bastante diferenciado e estd associado a
patogenicidade do organismo. A presenca dos acidos micolicos na parede celular
confere a0 Mtb caracteristicas que desafiam o tratamento médico. Eles permitem ao
bacilo uma maior resisténcia a danos quimicos e desidratacdo, e impedem a atividade
de farmacos hidrofobicos. Uma caracteristica marcante do envelope celular é a
presenca de micolato arabinogalactano covalentemente ligado a parede celular do
peptidoglicano através de uma ligacdo fosfodiéster situada no folheto interno da
membrana exterior e de um glicolipidio livre, chamado dimicolato de trealose (TDM),
o qual se acumula de forma semelhante na superficie das células. Isso permite a

formacdo de uma espessa camada de lipideos na parte exterior da célula que confere
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protecdo ao bacilo a produtos quimicos nocivos € ao sistema imune do hospedeiro.
Os 4cidos micolicos sdo os principais constituintes desta camada protetora. Também
desempenham outras fung¢des importantes, como componentes estruturais da parede
celular e do envelope. Mais especificamente, os anéis de ciclopropano dos acidos
micélicos do Mtb contribuem para manter a integridade estrutural do complexo da
parede celular e proteger o bacilo de estresse oxidativo (Takayama et al., 2005). Além
disso, os acidos micolicos permitem que o bacilo cres¢a rapidamente no interior dos
macréfagos, escondendo-se de forma eficaz, sendo assim, mascarado pelo sistema
imune do hospedeiro. Tal fato faz da biossintese de micolatos uma via crucial para a

sobrevivéncia e patogenia do Mtb (Bhatt et al., 2007).

porina
glicolipideos
acidos micdlicos

terminal
hexaarabinofuranosidico

lipoarabino
manano

arabinogalactano

regido de ligagdo

peptideoglicano
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Figura 1: Representacdo esquematica da parede celular de Mycobacterium tuberculosis
(Schroeder, 2004).

Com os avancos nos estudos gendmicos, sabe-se hoje que mais de 250 genes em
Mtb codificam enzimas envolvidas no metabolismo de lipideos e que estes
desempenham fun¢des importantes no envelope celular (Anishetty et al., 2005). Dentre
estas enzimas, algumas estdo diretamente relacionadas ao sistema de sintese de acidos
graxos conhecido como sistema FAS (Fatty Acid Synthase). Este mecanismo é composto
por repetidos ciclos de condensacgao, ceto-reducgao, desidratagdo e enoil-redugao.

No sistema FAS I ocorre a sintese de novo de 4acidos graxos. Eucariotos, em geral,
realizam a sintese de 4cidos graxos através deste sistema, onde toda a atividade
enzimatica envolvida no processo ¢ catalisada por uma unica cadeia polipeptidica. Em
contrapartida, organismos como bactérias e plantas apresentam um sistema onde cada
rea¢do de formagdo dos 4cidos graxos ¢ catalisada por uma enzima diferente - este € o

segundo tipo de sistema de formacao de acidos graxos, denominado sistema FAS II.
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O interessante ¢ que, diferentemente desses organismos citados e assim como o
Plasmodium falciparum (um dos agentes causadores da maléria), o Mtb possui ambos os
sistemas FAS I e FAS II.

Em Mtb, o sistema FAS I sintetiza os acidos graxos por reagdes sucessivas de
condensacdo de residuos malonato ao acetil-CoA, apresentendo uma distribui¢do
bimodal (Cis.18 € Crsa28). Quando a cadeia atinge o tamanho adequado, estes
residuos sdo removidos do complexo pela enzima transacilase, na forma de acil-
CoA de cadeia longa. A enzima mtFabH catalisa a condensa¢do destes precursores
acil-CoA com malonil-AcpM (um tioéster de acido maldnico ligado ao ACP
caracteristico de Mtb, o AcpM). O produto formado continua sendo alongado pelo
sistema FAS II, resultando em cadeias carbdnicas de 50 a 60 carbonos, que servirao
de precursores da cadeia meromicoélica. Os produtos mais longos do sistema FAS |
(Ca4-26) ligados a CoA, também sao retirados do ciclo de alongamento, e sdo usados
como substrato na formacgao da cadeia a dos acidos micdlicos.

O sistema FAS II estende esses acidos graxos para formar cadeias mais longas (Cse)
necessarias para a sintese de acidos micoélicos formadores da parede celular do Mtb. O
alongamento de cadeia ¢ feito por quatro enzimas. O ciclo de reacdes que compde o
sistema FAS II come¢a com a condensacdo de uma unidade de malonil-AcpM a cadeia de
acido graxo, na forma de acil-AcpM, sendo esta etapa catalizada por duas B-cetoacil-ACP
sintases (KasA e KasB), liberando AcpM e CO,. O grupo ceto do B-cetoéster resultante ¢
entdo reduzido pela enzima B-cetoacil-ACP redutase (MabA) dependente de NADH. A
elimina¢do do grupo B-OH por uma B-hidroxiacil-ACP desidratase forma um derivado 2-
trans-enoil-AcpM. A etapa final do ciclo culmina com a reducdo da ligacdo dupla do
enoil-AcpM pela enzima InhA, uma 2-trans-enoil-ACP redutase NADH-dependente,
ou seja, ela necessita do NADH (f-nicotinamida adenina dinucleotideo, forma
reduzida) para levar o acil-AcpM correspondente a condensacdo do malonil-AcpM,
como € mostrado na Figura 2, extraida de Schroeder (2004).

Como pode ser observado, a InhA ¢ uma das quatro enzimas responsaveis pelo
alongamento das cadeias de acidos graxos que leva a formag¢do de meromicolatos (C56).
Desta forma, pode-se notar que a enzima desempenha um papel de grande
importancia no processo de formacdo desses dacidos e, sendo assim, estratégias
terap€uticas fundamentadas no ‘“desligamento” ou inibi¢do desta enzima provoca a
interrupcao da sintese de componentes importantes para o processo de formagio da

parede celular da micobactéria, o que torna a sobrevivéncia do organismo inviavel.
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Figura 2: Biossintese dos 4cidos micdlicos das micobactérias. Figura extraida de Schroeder,
E. (2004).

1.3 Caracterizacdo da Enzima InhA de Mycobacterium tuberculosis

1.3.1 Caracteristicas da Proteina InhA

A proteina InhA foi escolhida para ser o modelo receptor empregado neste trabalho
devido a sua importancia no mecanismo de agdo da tuberculose. Ela catalisa a ultima

reagdo da sequéncia de alongamento da cadeia de acidos graxos do sistema FAS II do
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Mtb, sendo responsavel pela redu¢do NADH-dependente de derivados 2-trans-enoil-
ACP de 4cidos graxos de cadeias longas em seu correspondente saturado, tendo esta,
preferéncia por substratos de cadeia carbonica longa (12-24 carbonos). Tal reagédo ¢
considerada a principal reagdo do processo bioquimico de sintese de 4cidos graxos e
regula o ciclo de alongamento destes acidos. Neste processo de redugdo, a InhA catalisa
a transferéncia de hidrogénio, na forma de hidreto (H) do NADH para o substrato,
resultando na reducdo da ligacdo dupla (a-tioéster) entre os carbonos C2 e C3, da
porcdo lipidica do substrato.

Em 1995, Dessen et al., obtiveram por meio de difracdo de raios-X, a primeira
estrutura 3D da InhA - espécie selvagem (wt) - e sua coenzima NADH (PDB ID: 1ENY -
Dessen et al., 1995). Isto permitiu um estudo mais aprofundado do mecanismo de agdo
e inibicdo da proteina. A enzima ¢ codificada pelo gene inhA, e apresenta 268 residuos
de aminoacidos somando uma massa molecular de aproximadamente 29 kDa. A
enzima pertence a familia das SDR (short chain dehydrogenase/reductase), que utilizam

o NADH como coenzima.

A principal caracteristica desta familia é a topologia do esqueleto polipeptidico,
onde cada subunidade da proteina ¢ formada por um Unico dominio com o nucleo
central do tipo Rossmann fold (Dessen et al., 1995; Schroeder, 2004). Este caracteriza-se
por uma folha de 7 fitas beta (f) paralelas, contornadas por 8 hélices alfa (a),
conectadas por algas e voltas, formando o sitio de ligagdo do NADH e a cavidade de
ligacdo do substrato, como mostra a Figura 3. Para facilitar a visualiza¢do da
estrutura da proteina, os autores a descreveram como tendo uma aparéncia de
“cadeira” (Dessen ef al., 1995) onde, as “pernas™ e o “encosto” sdo topologicamente
semelhantes a outras desidrogenases. O sitio de ligagdo da proteina pode ser descrito
como uma forma de “bolso” que se encontra entre o ‘“encosto e o assento” na
estrutura. O NADH se posiciona em uma conformacgdo estendida (como se estivesse
sentado neste bolso) ao longo do topo do C terminal. O anel de adenina do NADH
encontra-se paralelo ao assento da estrutura da InhA, enquanto que a porgdo
nicotinamida fica voltada para tras, apontando para a cavidade formada pelas fitas
B4, p5 e p6, e pelas hélices a5, a6 e a7 (Dessen et al., 1995). A "al¢a de ligacdo do

substrato" ¢ formada pelas hélices a6 e a7 (Schroeder, 2004).

A enzima InhA ¢ um homotetrdmero, formado por 4 subunidades iguais, que
apresentam seus sitios de ligagdo voltados para fora sendo totalmente independentes
um do outro. Tal fato justifica o uso de apenas uma subunidade da enzima para o

estudo proposto nesta tese de doutorado.
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Figura 3: Representacdo em ribbons da estrutura 3D da proteina InhA de M. tuberculosis
(cédigo PDB: 1ENY). (A) Representacdo da enzima de acordo com a analogia feita em
compara¢do a uma cadeira (Dessen et al., 1995), onde em azul claro vemos as 8 hélices o, em
(B) temos a alca de ligagdo do substrato na cor magenta, seguida das al¢as A e B coloridas em
verde e azul escuro, respectivamente. Um destaque ¢ dado a estas algas por representar uma
regido de grande flexibilidade da proteina - um aspecto importante na interagdo da enzima com
moléculas ligantes. Em amarelo (C) estdo as 7 fitas B paralelas; caracterizando a topologia do
tipo Rossmann (Rossmann fold), principal caracteristica desta familia de proteinas. Em
vermelho o NADH acoplado ao sitio de ligagdo. Figura da Autora.

1.3.2 Visao Geral das 39 Estruturas da InhA depositadas no Banco de Dados
PBD

Atualmente existem 39 depdsitos de estruturas 3D da enzima InhA de Mtb no Banco
de Dados de Proteinas PDB (Berman et al., 2000) (altima data de acesso ao Banco de
Dados: Novembro de 2012), que compreendem desde a estrutura estrutura cristalizada
livte da coenzima (mutante PDB ID: S94A), a estruturas complexadas com a
coenzima NADH e diferentes ligantes. A Tabela 2 sumariza as principais
caracteristicas desses depdsitos, e a Tabela 3 descreve cada um dos ligantes. A ordem

na tabela segue a data de liberacdo dos depdsitos das estruturas no banco de dados.
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Tabela 2: Estruturas da enzima InhA depositadas no banco de dados de estruturas 3D - Protein
Data Bank — até o momento.

Coédigo  Cadeia(s) Vol./cavidade Ligante Resol. (A) Referéncia
PDB (A)
1ENY A 598.2 NADH 2.20 Dessen et al. (1995)
1ENZ (s914) A 1011.6 NADH 2.70 Dessen et al. (1995)
1Z1ID(124) A 1071 NAD+INH 2.70 Rozwarski et al. (1998)
1BVR A-F 735 NAD+C16 2.80 Rozwarski et al. (1998)
(THT)
1P44 A-F 1691.9 NAD+GEQ 2.70 Kuo et al. (2003)
11745 A,B 970.4 NAD+TCL 2.60 Kuo et al. (2003)
2B35 A-F 1080.4 NAD+TCL 2.30 Sullivan et al. (2006)
2B36 A-F 949.5 NAD+5PP 2.80 Sullivan et al. (2006)
2B37 A-F 4451 NAD+8PS 2.60 Sullivan et al. (2006)
2AQ8 A 1425.6 NAD+Lys 1.92 Oliveira et al. (2006)
2AQH@21v) A 556.9 NADH 2.01 Oliveira et al. (2006)
2AQI (477 A 662.9 NADH 2.20 Oliveira et al. (2006)
2AQK s944) A 1329.3 NADH 2.30 Oliveira et al. (2006)
2H71 A 1451 NAD+566 1.62 He et al. (2006)
2H7L A 1674.4 NAD+665 1.73 He et al. (2006)
2H7M A 1482.1 NAD+641 1.62 He et al. (2006)
2H7N A 781.2 NAD+744 1.90 He et al. (2006)
2H7P A 850.9 NAD+468 1.86 He et al. (2006)
2NV6(D24, A 1016.1 NAD+INH 1.90 Vilcheze et al. (2006)
S94A)
2H9I A 1036.2 NAD+ETH 2.20 Vilcheze et al. (2006)
2NT] A,B 1210 NAD+PTH 2.50 Vilcheze et al. (2006)
2IDZ A 501.2 NAD+INH 2.00 Dias et al. (2007)
2[EO A 289.2 NAD+INH 2.20 Dias et al. (2007)
21EB A 369.5 NAD+INH 2.20 Dias et al. (2007)
2IED(s944) A-D 1596.7 2.14 Dias et al. (2007)
2NSD A,B 1434.3 NAD+4PI 1.90 He et al. (2007)
2PR2 341.8 NADP+INH 2.50 Argyrou et al. (2007)
(DG1)
3FNE A-D 1503 NAD+TCL 1.98 Freundlich et al. (2009)
(8PC)
3FNF A-D 756.5 NAD+TCL 2.30 Freundlich et al. (2009)
(JPM)
3FNG A 1144.7 NAD+TCL 1.97 Freundlich et al. (2009)
(JPL)
3FNH A 693.8 NAD+TCL 2.80 Freundlich et al. (2009)
(JPJ)
2X22 A,B 1225.1 NAD+DMS+TCU 2.10 Luckner et al. (2010)
2X23 ABEG 601.6 NAD + DMS 2.10 Luckner et al. (2010)
+ TCU
30EW A 1516.4 MPD + NAD 2.20 Molle et al. (2010)
30OEY (1266E) A 1439.2 MPD + NAD 2.00 Molle et al. (2010)
30F2(T266D) A 1377 MPD + NAD 2.00 Molle et al. (2010)
4DQU(D148G) A 1147.1 NAD 2.45 Hartkoorn et al. (2012)
4DRE A 596.5 NAD 2.40 Hartkoorn et al. (2012)
4DTI(s94) A 827.5 NAD 1.90 Hartkoorn et al. (2012)
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Tabela 3: Nomenclatura dos ligantes complexados com as estruturas da InhA segundo ITUPAC

Ligante Nomenclatura
468 (35)-N-(3-cloro-2-metilfenil)-1cicloexil-5-oxopirrolidina-3-carboxamida
4PT  N-(4-metilbenzoil)-4-benzilpiperidina
566  (35)-1-cicloexil-5-oxo-N-fenilpirrolidina-3-carboxamida
5PP  5-pentil-2-fenoxifenol
641 (3S)-1-cicloexil-N-(3,5-diclorofenil)-5-oxopirrolidina-3-carboxamida
665 (35)-N-(3-bromofenil)-1-cicloexil-5-oxopirrolidina-3-carboxamida
744 (35)-N-(5-cloro-2-metilfenil)-1-cicloexil-5-oxopirrolidina-3-carboxamida
8PC  2-(2,4-diclorofenoxi)-5-(piridina-2-ilmetil)fenol
8PS 5-octil-2-fenoxifenol
DG1  (4S)-isonicotinico-acetil-nicotinamida-adenina-dinucleotideo
DMS  dimetil sulféxido
ETH  etionamida
GEQ  5-{[4-(9H-fluoren-9-il)piperazina-1-il]Jcarbonil}-1H-indol
JP] 2-(2,4-diclorofenoxi)-5-(2-feniletil)fenol
JPL 5-(cicloexa-1,5-dien-1-ilmetil)-2-(2 4-diclorofenoxi)fenol
JPM  5-benzil-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol
LYS lisina
MPD  (4S)-2-metil-2,4-pentanodiol
NAD nicotinamida-adenina-dinucleotideo
PTH  protionamida
TCL  triclosan
TCU  5-hexil-2-(2-metilfenoxi)fenol
THT  trans-2-hexadecenoil-(N-acetil-cisteamina)-tioéster
ZID  isonicotinico-acetil-nicotinamida-adenina-dinucleotideo

1.3.3 Analise do Volume das Cavidades das Estruturas Depositadas no Banco de
Dados PBD

A escolha do modelo receptor utilizado para as simula¢des de docagem molecular foi
baseada em uma andlise prévia do volume da cavidade de ligacdo do substrato das
estruturas da proteina InhA depositadas no Banco de Dados de Proteinas PDB.

O software CASTp (Dundas et al., 2006) foi empregado para esta andlise. Trata-se de
um sistema online que identifica cavidades em estruturas tridimensionais de
macromoléculas como proteinas e DNA. O arquivo em formato PDB da estrutura de
interesse ¢ submetido ao sistema, que faz as medi¢cOes e mostra na tela o resultado
esperado por meio de um visualizador JIMOL, como pode ser visto na Figura 4.

O sistema identifica “bolsos” na superficie de proteinas e outras moléculas,
acessiveis ao solvente, assim como as cavidades interiores de dificil acesso.
Freqiientemente, alguns bolsos ou cavidades estruturais podem estar associados aos

sitios de ligacdo e sitios ativos da proteina. Uma vez identificados, o programa mede
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analiticamente a area ¢ o volume de cada bolso e da cavidade, tanto na superficie
acessivel ao solvente (SA, superficie de Richards) quanto da superficie molecular (MS,
superficie de Connolly). O programa também mede o niimero de aberturas, a area

destas aberturas e a circunferéncia, tanto na SA quanto na MS de cada bolso.
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Figura 4: Area de trabalho do sistema CASTp. A figura mostra em branco a proteina de
interesse ¢ em verde o volume da cavidade calculada. A esquerda da imagem pode ser
observada uma lista de todas as cavidades e os respectivos volumes que foram encontrados ao
completar a analise. Figura da Autora.

As 39 estruturas depositadas no banco de dados foram submetidas ao sistema. O
tamanho da cavidade foi entdo comparado e apos esta andlise optou-se por realizar
simula¢des de docagem molecular nas estruturas 1ENY, 1BVR, 1P44 ¢ 1P45 para, com
base na modificagio proposta para a molécula do ligante', tentar fazer com que este

ocupe o lugar do substrato no sitio de ligagdo da enzima InhA. Segundo Freundlich et

YEm Bioquimica e Farmacologia, um ligante (do Latim ligare = ligar) é qualquer molécula que é capaz de
ligar e formar um complexo com outra biomolécula para servir a um propdsito. Em um sentido mais
restrito, € uma molécula sinalizadora, que se liga ao sitio de uma proteina-alvo e geralmente
desencadeia uma resposta bioldgica. Ligantes incluem substratos, inibidores, ativadores, e
neurotransmissores. A ligacdo ocorre devido a forgas intermoleculares, tais como pontes salinas,
ligagdes de hidrogénio e forgcas de van der Waals, e geralmente tem carater reversivel em sistemas
bioldgicos. Para esta Tese de Doutorado, a palavra ligante se refere ao composto IQG607, inibidor da
InhA, bem como todos modelos derivados desenhados pela autora.



28

al. (2009), todos os inibidores da InhA relatados at¢é o momento, ocupam a cavidade
de ligagdo do substrato, com excecdo dos adutos INH NADH e ETH NADH que
ocupam uma cavidade formada pela movimentacdo da cadeia lateral do residuo
Phel49. Esta por¢do da proteina ¢ constituida por residuos de aminoacidos altamente
hidrofobicos o que favorece a ligagdo da molécula inibidora, além disto, a cavidade
oferece também espago suficiente para que o ligante possa se movimentar e
conseqiientemente procurar o melhor encaixe, sem que esta se choque com atomos
pertencentes as cadeias laterais do receptor. Como pode ser observado na Tabela 2, os
volumes das quatro estruturas previamente selecionadas sdo de 598.2 Al , 735 Al , 1691.9
A’ ¢ 970.4 A’ respectivamente. A Figura 5 mostra uma comparacdo desses volumes,
calculado com o sistema CASTp.

Figura 5: Representacdo do volume da cavidade de ligacdo do substrato. (A) Em branco,
representado por ribbons e superficie molecular, esta a proteina InhA de M. tuberculosis, e em
esferas na cor laranja, uma comparag¢do da cavidade do substrato identificada pelo sistema
CASTp (Dundas et al., 2006). Em (B) a cavidade da estrutura 1BVR (735 A%), em (C) a
cavidade da estrutura 1ENY (598.2 A%), em (D) a cavidade da estrutura 1P44 (1691.9 A*) e em
(E) a cavidade da estrutura 1P45 (970.4 A°). F igura da Autora.



1.4  Fdarmaco Isoniazida (INH)

Na década de 40, a estreptomicina era a alternativa mais eficiente no tratamento da
TB (Vilcheze et al., 2007; Waksman et al., 1953), porém com uma grande desvantagem
de apresentar alto teor de toxicidade ao paciente. Em contrapartida, o acido p-
aminosalicilico (PAS) era considerado um composto de baixa toxicidade, mas
também com baixa atividade contra a TB. Mais tarde, pesquisadores europeus
descobriram que a vitamina nicotinamida apresentava atividade contra a TB, e novas
moléculas sintéticas a base de nicotinamida foram criadas. Com isto nasceu a
pirazinamida. E com ela, outros compostos com a finalidade de aumentar a
atividade da nicotinamida. A chegada da Isoniazida (hidrazida do 4&cido
isonicotinico - INH) uma década mais tarde certamente foi muito bem recebida por

médicos e pacientes daquela época (Figura 6).

Figura 6: Férmula estrutural da Isoniazida (INH). Figura da Autora.

A INH ¢ um dos principais farmacos utilizados no tratamento da tuberculose
desde 1952 - ano de sua descoberta - e tem como alvo a enzima InhA (Rozwarski et
al., 1998; Schroeder et al., 2002) do sistema de biossintese de acidos graxos da parede
celular do Mtb - sendo esta uma via essencial para a sobrevivéncia da micobactéria. E
um consenso na literatura a afirmag¢do de que a INH representa um dos mais
eficientes farmacos usados para o tratamento da TB (Vilcheze et al., 2007). Apesar
de sua estrutura quimica ser considerada relativamente simples, 0 mesmo ndo pode

ser dito de seu mecanismo de ac¢do, o que serd discutido na se¢do 1.4.1.
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1.4.1 Mecanismo de Ac¢ao da INH

Por ser um pré-farmaco (bioprecursor)’, o mecanismo de a¢io da INH ndo é direto,
havendo a necessidade de ser convertida em sua forma ativa (dnion ou radical) pela
enzima catalase/peroxidase presente no Mtb, codificada pelo gene katG na
presenca de ions manganés (Mn"™) (Johnsson ef al., 1994; Quemard et al., 1996).

Uma vez ativada pela katG, a INH forma compostos intermediarios dando
origem a um radical isonicotinoil que por sua vez, ird se ligar covalentemente ao
quarto carbono do anel nicotinamida do NADH acoplado ao sitio ativo da enzima
InhA. Tal evento, por consequéncia, provoca a formac¢do de um aduto
(INH_NADH) que desestabiliza as ligagdes covalentes que mantém a coenzima em
sua conformacao estendida no sitio ativo da proteina.

Esta instabilidade provoca a inibi¢do da InhA, o que leva ao aciimulo de éacidos
graxos de cadeia longa, interrompendo a biossintese dos acidos micolicos que sdo os
principais constituintes da parede celular micobacteriana, e levando a morte celular
(Rozwarski et al., 1998; Vilcheze et al., 2007).

1.5 Composto IQG607

O composto inorganico 1QG607, também conhecido como
pentaciano(isoniazida)ferrato (II), ¢ o resultado de um esfor¢o de planejamento e
desenho de novos medicamentos antimicobacterianos, desenvolvido por Oliveira e
colaboradores (Oliveira ef al., 2004), na tentativa de encontrar novos inibidores mais
potentes e seletivos para a enzima InhA. O composto IQG607 ¢ um analogo da INH.

A molécula contém um grupamento cianometalico ligado a INH (Figura 7).

2 A pré-droga é um pro-farmaco bioprecursor, que ndo implica na ligagdio de um grupo de
suporte, mas resulta de uma modificagdo molecular do principio ativo propriamente dito. Esta
modificagdo gera um novo composto, capaz de ser transformado metabolicamente ou quimicamente,
onde o composto resultante serd o principio ativo ( Kokil et al/., 2010).
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Figura 7: Férmula estrutural plana do composto IQG607. Figura da Autora.

Até o presente momento, a principal via para superar o mecanismo de resisténcia a
INH depende da ativagdo prévia do mesmo pela enzima KarG.

Contrario ao modo de acdo da INH, estudos comprovam que o composto QG607
ndo necessita de um mecanismo prévio de ativagdo para inibir a enzima InhA (Oliveira
et al., 2004, 2006a).

Um estudo com isolados clinicos de M. tuberculosis mostraram que ndo sé o
IQG607 foi capaz de inibir ambas as enzimas InhA wt (do tipo selvagem) e seu
mutante InhA 121V, mas mais importante, sem a necessidade de qualquer mecanismo
de ativagdo pela enzima catalase/peroxidase KatG. No mesmo estudo, os autores
demonstraram que ndo existe qualquer necessidade da presenga do NADH (Oliveira
et al., 2004) (coenzima natural da InhA), e o seu mecanismo de agdo provavelmente
envolve a interagdo com o sitio de ligagdo do NADH, uma vez que foi estabelecido que
a inativagdo da enzima pelo composto IQG607 ¢ tempo dependente (Oliveira et al.,
2004). Os experimentos realizados nesse estudo demonstraram que a presenga do
NADH em solugdo aumentou o tempo de inativacdo da enzima, o que sugere uma
competi¢do entre a coenzima e o composto QG607 pelo sitio de ligacdo da mesma, na
cavidade de ligagdo da InhA (Oliveira et al., 2004; Sousa et al., 2005; Oliveira et al.,
2006a).

Em ensaio cinético realizado com um analogo do substrato da enzima InhA -0 C16
- foi observado que o composto IQG607 compete com o substrato pelo sitio de ligacdo
(Oliveira et al., 2004, 2006a; Sousa et al., 2005).

Estudos prévios de simulagdo de docagem molecular realizados no Laboratorio
de Bioinformatica, Modelagem e Simulacdo de Biossistemas (LABIO-PUCRS) com o

composto IQG607 interagindo com a enzima InhA sugerem que o composto inibidor
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IQG607 ocupa, preferencialmente, o sitio de ligagdo em que a porgdo pirofosfato do
anel nicotinamida do NADH se encontra na cavidade de ligacdo do receptor (Oliveira
et al., 2006a). Isto é de certa forma o esperado, uma vez que o volume molecular do
1IQG607 (254,847 A%), em comparagdo com outros inibidores menores tais como a
etionamida (ETH , volume molecular de 1524 A3), é muito maior. Portanto, uma
molécula como o IQG607 precisa de espaco suficiente na cavidade para melhor se
acomodar. No entanto, considerando-se a flexibilidade de ambos receptor e ligante,
somados as diferencas nas conformacgdes estruturais que a InhA pode assumir em um
determinado intervalo de tempo, podemos ver que o IQG607 ¢ capaz de se acomodar
em diferentes cavidades do receptor, como, por exemplo, a cavidade de ligacdo do
substrato.

Apesar dos esfor¢os realizados até o momento, ainda nido foi possivel se obter o
complexo InhA 1QG607 cristalizado, e portanto, ndo se pode afirmar com certeza que
ha um modo tnico de associacdo do ligante. No entanto, no presente estudo, nossos
resultados foram focados naqueles resultados de simulagdo de docagem molecular
onde o modo de ligagdo do 1QG607 foi semelhante ao modo de ligagdo da INH, o que
significa que procuramos em nossas simula¢gdes de docagem molecular por poses onde
o grupamento hidrazida do IQG607 interagiu com o grupamento nicotinamida do

NADH, ou com o grupamento fosfato do mesmo, como pode ser visto na Figura 8.

Figura 8: Representacdo do ligante IQG607 docado no sitio ativo da enzima InhA. A figura
mostra uma das possiveis posicdes de ligagdo do IQG607: em amarelo o NADH posicionado
no sitio ativo da proteina InhA; em azul o ligante; e ao fundo a molécula receptora representada
em newcartoon. Figura da Autora.
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No estudo desenvolvido por da Costa ef al. (2012), foi realizada uma simulagdo de
dindmica molecular (DM) do complexo InhA-IQG607, utilizando-se a InhA_wt como
modelo receptor, a fim de investigar os eventos relacionados com o modo de interacdo
molecular farmaco-alvo e suas afinidades. No estudo dos modelos dindmicos desta
interagdo também foram apresentados os residuos de aminoacidos importantes que
foram observados neste processo. O estudo mostrou que o composto QG607 interagiu
com a InhA, provocando mudangas conformacionais significativas, sendo a mais
proeminente localizada na cavidade de ligacdo do substrato, em particular a
desnaturacdo parcial das hélices a6 a7 (da Costa et al, 2012). Além disso, o trabalho
aponta os residuos de aminodacidos Glyl4, Ilel5, Ser20, Ilel6, Gly40, Phe4l, Ile47,
Ser94 e Thr196 como sendo responsaveis pela mediagdo da interagdo que ocorre no
complexo (da Costa et al., 2012). O estudo concluiu que o composto IQG607 interage
fortemente com a InhA, e que estas interacdes promovem instabilidades na enzima,
fazendo com que o ligante concorra diretamente com o NADH e indiretamente com o
substrato por seus respectivos sitios de ligagdo.

Cohen ef al. (2011) demonstraram em seu estudo como trés diferentes ligantes, sendo
um deles o composto 1QG607, interagiram com um conjunto de conformagdes da
InhA, denominados snapshots, e receberam o nome de Modelo Receptor Totalmente
Flexivel ou modelo FFR (Fully Flexible Receptor model).

As trajetérias foram obtidas a partir de trés diferentes simulacdes de dindmica
molecular (DM) da enzima InhA de Mtb, sendo elas o modelo receptor InhA_ wt, e os
mutantes InhA I16T e InhA 121V, a fim de modelar a sua flexibilidade explicita
(Schroeder et al., 2005). A média de energia livre de ligacdo (FEB ou Free Energy of
Binding) para a posicdo inicial do ligante comparada com a posi¢do de referéncia
representou uma diferenca que variou de 2,5 a 7,0 kcal/mol entre 0 modelo rigido
(usado para comparagdo) e os modelos flexiveis FFR. Além disso, estes valores sdo
maiores do que o erro intrinseco (2,2 kcal/mol) atribuido pelo software de docagem
molecular utilizado no estudo (Autodock), levando os autores a acreditar que a
flexibilidade explicita do receptor InhA teve impacto na forma como o composto
IQG607 interagiu com os modelos. Os autores também destacaram os residuos de
aminoacidos que mais fizeram contato com o composto 1QG607 durante as trés
simula¢des usadas no estudo, sendo eles dois polares (Ser94, Thr196), um 4cido e um
basico (Asp42, Lys165), e 15 residuos apolares (Glyl4, Ile16, Thr16, Ile21, Va1, Phe93,
[1e95, Gly96, Phe97, Phel49, Metl61, Gly192, Ile194, Leul97 e Alal98).

Rodrigues-Junior et al. (2012) relataram recentemente um estudo realizado com
um derivado do composto 1QG607, chamado pentaciano(2-metil-5-(piridina-4-il)-
1,3,4-oxadiazol)ferrato(Il), denotado 1QG639, que segundo o estudo, € capaz de inibir
a atividade in vitro de ambos os modelos receptores InhA wt e o mutante S94A. No

estudo, a atividade do composto IQG639 foi avaliada usando um modelo murino de
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tuberculose. Dois grupos de camundongos da linhagem Swiss foram infectados com
cepas H37Rv de Mtb e, em seguida, tratados com o composto IQG607 ou seu derivado
1QG639 (250 mg/kg) durante um periodo de 28 dias ou 56 dias. Um terceiro grupo foi
tratado com INH, servindo como controle positivo. O estudo aponta para a melhoria
das lesdes pulmonares dos camundongos infectados e tratados com INH e com o
composto IQG607. Por outro lado, o composto derivado IQG639 (na dose
mencionada) ndo foi capaz de apresentar remissdo da infec¢do, mesmo apds 56 dias de
tratamento. Para explicar o fendmeno observado, os autores sugerem que o composto
IQG639 possivelmente ndo atingiu compartimentos intracelulares de macréfagos ou
ndo foi absorvido por via oral. Um estudo de inibicdo pelo IQG607 em cepas sensiveis
e ou resistentes ao Mtb, a sua toxicidade por via oral, e também os esforcos para
sintetizar o composto em larga escala tém sido relatados no trabalho de Basso et. al.
(2010) e seu grupo de pesquisa. A reatividade de complexos metalicos associados a
INH tem sido investigada, em busca de uma metalodroga capaz de realizar auto-
ativacdo e que seja eficaz contra a tuberculose (Sousa et al, 2012). Uma variedade de
compostos foram testados, bem como o IQG607, com ou sem a INH, o que resultou
em derivados da INH oxidados de forma semelhante ao observado quando a enzima
KatG foi empregada.

Os dados coletados por meio dos estudos ja desenvolvidos com o composto IQG607
contribuiram, para aprimorar o entendimento a respeito deste composto e serviram
de fundamentacdo tedrica para a presente Tese, onde, o foco do trabalho esta baseado
em modifica¢des estruturais do composto e a investigacdo das consequéncias que estas

podem ter causado na fung¢do inibitéria do mesmo.

1.5.1 Construcio do Ligante

Devido a facilidade de uso, o software escolhido para o desenho dos modelos
derivados do 1QG607 foi o ArgusLab. Este é um software bastante robusto que
permite ndo sé a constru¢do de moléculas dtomo por 4atomo, mas também a
otimiza¢do da mesma e a adicdo de cargas para cada atomo. Esta etapa se torna um
pouco mais facilitada devido ao fato do programa apresentar modelos prontos dos
principais grupamentos quimicos, tais como anéis aromaticos, grupamentos amidas,
aminas entre outros.

Inicialmente foram desenhadas 4 moléculas: (1) IQG607_000 onde a molécula foi
desenhada como ela originalmente ¢ (somente para testes comparativos), (2)
IQG607 001 onde um CH; foi adicionado, (3) IQG607 002 onde C,Hs foi
adicionado, e por fim (4) IQG607 003 onde C;H¢ foi adicionado. Posteriormente,
para a redagdo do artigo cientifico, os compostos andlogos do IQG607 foram

chamados de complexo 1, complexo 2 e complexo 3.
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Apds o desenho da molécula, ¢é preciso fazer a otimizagcdo da mesma e calcular
as cargas de cada atomo. Devido a natureza do composto 1QG607, as cargas nio
puderam ser atribuidas com este soffware por causa do atomo de ferro (Fe). O
programa utiliza varias metodologias para a atribui¢do de cargas e o método ZINDO
Charges é a inica forma de reconhecer o Fe, atribuindo carga efetiva +2 ao composto.
Entretanto a carga efetiva da molécula ¢ -3, o que significa que esta etapa precisou

ser realizada com o auxilio de outro software.

1.5.1.1 Atribuicido de Cargas do Ligante

Como ndo foi vidvel a atribuicdo de cargas das moléculas com o mesmo software
utilizado para o desenho das mesmas, a alternativa foi realizar esta etapa com o uso do
software VegaZZ (Pedretti et al., 2004). Este foi o melhor soffware encontrado para
atribuir carga negativa para o Fe. O sofiware usa um campo de for¢ca do tipo AMIBC,

esta foi a unica forma de atribuir carga negativa -3 da molécula.

1.6  Simulagoes de Docagem Molecular

Uma das principais etapas do processo de RDD (Rational Drug Design) é a docagem
molecular. Este ¢ um método que prevé a melhor orientagdo ao qual uma molécula vai
se ligar a outra de modo a formar um complexo estavel (Lengauer et al., 1996).

O conhecimento da orientagdo adequada pode ser utilizado para prever a forga
de associa¢do ou afinidade de ligacdo entre duas moléculas.

Este ¢ um processo virtual de colocar ou acoplar computacionalmente uma
estrutura molecular em sitios de ligagdo de uma macromolécula bioldgica (Sotriffer ef
al., 2000) e, flexivelmente ou rigidamente, relaxar as respectivas estruturas para entdo
pontuar (considerando diferentes fung¢des de scoring) a complementariedade do
encaixe. (Bleicher et al., 2003).

1.6.1 O software AutoDock

Os experimentos de docagem molecular podem ser realizados utilizando-se uma
ampla variedade de software como DOCK, GOLD, FlexE entre outros. Para este trabalho
optou-se por usar o software AutoDock. Este ¢ um conjunto de programas (AutoTors,
AutoGrid e AutoDock) desenvolvidos por Olson e colaboradores (Goodsell et al., 1996)
para a predi¢cdo da interacdo ligante-receptor.

O AutoDock tem distribuicdo gratuita e ja foi amplamente testado, mostrando-se
bem sucedido em uma variedade de experimentos de docagem (Amaro et al., 2008).

Ele pode utilizar varias técnicas para a exploragdo conformacional do ligante (com uma
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rapida avaliacdo de energia utilizando potenciais de afinidade molecular),
combinando as vantagens de uma busca espacial completa e uma avaliacdo energética
precisa (Morris ef al., 1998).

Uma das maiores vantagens do AutoDock ¢ o uso de um algoritmo genético (GA). O
método foi introduzido na quimica computacional no inicio da década de 70 por John
Holland (Holland, 1975). O algoritmo de busca é baseado em principios de genética,
selecdo natural e evolucgao.

Durante a docagem molecular, o receptor ¢ mantido rigido e a translacao,
orientacdo e conformacdo do ligante sdo explorados. Cada “cromossomo” representa
uma conformag¢do do ligante, o que determina o seu “gendtipo”. As coordenadas
atodmicas do ligante representam o “fenotipo”. Os cromossomos entdo passam por
processos de sele¢do, mutacdo e crossover. Cada modo de ligacdo do ligante representa
uma populacdo onde os individuos em melhores condigdes se reproduzem e persistem
dando origem a novas geracoes.

Para as simulacdes de docagem molecular foi utilizada a versdo 4 do AutoDock.
Esta versdo do software apresenta uma interface grafica (AutoDock Tools) que ndo obriga
o usuario a trabalhar em linhas de comando (como ¢ o caso da versdo 3.05).

Tanto os ligantes quanto o receptor foram preparados (arquivos .pdbqt) com o soft-
ware. O algoritmo de busca usado foi o Lamarckian Genetic Algorithm (LGA), onde a
maioria dos parametros foram mantidos padrdo, com exce¢do do nimero de execugdes
(runs) que passou a ser 25, o numero de avaliacdes passou para 500.000 e o tamanho
da populagdo inicial passou a ser 50. Estes dados foram modificados com a finalidade de
obter ganho no tempo computacional gasto para realizar as simulacdes, uma vez que foram
realizados experimentos com 25, 100 e 150 execugdes e ao comparar os resultados, concluiu-

se que as diferencas ndo eram representativas ou quase inexistentes.

1.6.1.1 Tratamento do Ligante

Para que o software de simulagdo de docagem molecular AutoDock4 pudesse
reconhecer o ligante, alguns ajustes nos arquivos do mesmo precisaram ser feitos antes
de iniciar a simulagao:

* O posicionamento do ligante foi realizado com o software VMD (Humphrey et al.,

1996) de forma a ocupar o sitio de ligacdo do substrato.

* O atomo de ferro deve ser chamado FE ou Fe e deslocado um caractere para a
esquerda (ajustando as colunas), caso contrario, o arquivo ndo é reconhecido
pelo programa.

* O ligante foi mantido flexivel em todas as simulagdes.
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* Para cada molécula desenhada foram realizadas simula¢des de docagem com o
grid® simulando uma caixa padrdo, formada por uma malha de pontos
(60x60x60) e uma caixa maior (100x100x120).

Posteriormente, optamos por manter a caixa em seu tamanho padrdo, pois como ja

era esperado, em uma caixa maior € com mais espaco, o ligante tende a se acomodar na

superficie do receptor e ndo no interior da mesma.

1.6.1.2 Tratamento do Receptor

Para decidir qual seria o melhor modelo de receptor a ser usado, foram realizadas
simula¢des de docagem com as estruturas 1BVR, 1ENY, 1P44, e 1P45, e em cada uma
destas estruturas do receptor, foi adicionado o NADH no final do arquivo da proteina,
para que o mesmo fizesse parte do sitio ativo do receptor. Com isso o ligante ndo pdde
ocupar a cavidade de ligagdo onde o NADH se encontrava, forcando o ligante a
procurar espago na cavidade de ligacdo do substrato localizadaum pouco mais acima.

Foram empregadas as cargas da coenzima originais, fornecidas pelo professor
orientador deste trabalho. Devido a isso, foi necessario um ajuste da molécula, pois a
nomenclatura dos atomos e a ordem dos mesmos mudou com relacdo aos arquivos
gerados atualmente pelos programas usados neste estudo. Isto foi corrigido, linha por
linha, antes de adicionar as cargas correspondentes a cada atomo.

Para o modelo receptor, optamos pela estrutura 1P44 com o NADH fazendo parte da
proteina, devido ao volume da cavidade de ligagdo do substrato. Nos testes
comparativos (com as demais estruturas), a 1P44 foi a que apresentou melhores

resultados, oferecendo mais espaco para o ligante explorar.

1.7  Anadlise da Interacdo Receptor-Ligante

Ap6s a realizagdo das simulagdes de docagem molecular, as interagdes entre a enzima
InhA e os compostos derivados do 1QG607 desenhados para este trabalho foram
avaliadas com o auxilio do software LigPlot 4.4.2 (Wallace et al., 1995).

Trata-se de um software que avalia o comportamento entre o receptor ¢ o ligante,
identifica as interagdes intermoleculares que ocorreram na forma¢do do complexo, e
gera automaticamente representacdes 2D mostrando o tipo de interagdo que foi
realizada entre o complexo proteina-ligante, também destacando os atomos (de ambas

as moléculas) envolvidos nesta interacdo, e a distdncia em Aangstrons (A) entre eles.

*o grid representa uma regido cubica que delimita o espago conformacional que pode ser explorado
pelo ligante em sua tentativa de interagir com a molécula receptora. O programa permite que o usudrio
escolha se esta caixa serd centrada no receptor, ou ainda, no atomo central do ligante, o que foi a opgao
escolhida para as simulagdes realizadas neste estudo.
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Um exemplo dessas representacdes 2D pode ser observado na Figura 9.

Esta avaliagcdo pode ser feita em todos os resultados gerados pela simulacdo de
docagem (entende-se neste caso como “resultados” as diferentes posi¢des que o ligante
pode assumir durante a simulagdo), ou ainda, apdés uma inspecdo visual dessas
simulagdes, pode-se escolher somente as poses de interesse para submeter ao
programa. Nesta andlise foram observadas as ligagdes de hidrogénio e os contatos
hidrofdbicos realizados entre os &tomos tanto do ligante quanto do receptor.

Alguns dos parametros originais do LigPlot foram modificados com a intencado de
estabelecer que um residuo de aminoacido do receptor estaria fazendo contatos do tipo
hidrofébico (NNB) com o ligante, se pelo menos um (1) 4tomo pesado do residuo
estivesse distante até 3.5 A de algum atomo do ligante. J4 para as ligagdes de
hidrogénio (HHB) o critério empregado foi mais restrito: a distdncia méxima entre 0s
atomos aceitadores e doadores de hidrogénio dos residuos de aminoacidos do receptor

e do ligante ndo deveria ultrapassar 3.39 A para entdo ser considerado.
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Figura 9: Exemplo de arquivo de saida do programa LigPlot. Representacdo 2D gerada
automaticamente pelo programa, mostrando o tipo de interacdo realizada entre o complexo
proteina-ligante. Figura da Autora.
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1.8 Sintese dos Andlogos do 1QG607

As simulagdes de docagem dos compostos IQG607 001, IQG607 002 e IQG607 003 se
mostraram promissoras, uma vez que todos os compostos desenhados conseguiram
assumir posi¢des conformacionais semelhantes ao modo de ligagdo da INH. Por este
motivo, foi recomendada a sintese dos mesmos. Esta etapa foi desenvolvida pela
técnica de laboratorio Thais Bruno, funcionaria do Laboratério de Quimica do INCT-
TB, no Tecnopuc, sob a supervisdo do Prof. Pablo Machado e acompanhada pela
autora deste estudo, em todas as etapas do procedimento.

Para a sintese da molécula foi seguido o protocolo padrido, ja desenvolvido pelo
laboratério citado e, publicado em trabalhos anteriores (Oliveira et al., 2004; Basso et
al., 2010; Sousa et al., 2012). Uma sintese deste protocolo pode ser encontrada no
capitulo 5 deste volume, contendo o artigo produzido.

Como pode ser observado no artigo, o composto 1 foi sintetizado com sucesso.
Esfor¢os foram feitos para sintetizar o composto 2, porém ndo obtivemos sucesso. J4 o

composto 3 se mostrou inviavel.
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2 Justificativa

Atualmente o regime padriao de tratamento da TB envolve pelo menos quatro drogas
encontradas no mercado: isoniazida, rifanpicina, etambutol e pirazinamida, que
devem ser administradas ao paciente pelo periodo de seis a nove meses (Vilcheze et al.,
2007). Este ¢ um regime de tratamento considerado de alta toxicidade e agressivo ao
paciente, comprometendo a adesao do individuo.

A INH apresenta uma poderosa atividade antibactericida inibindo a biossintese
de acidos micdlicos (Schroeder et al., 2005) que compdem a parede celular das
micobactérias. Porém, fatores como a longa duracdo do tratamento, monoterapia,
prescricdo improépria do tratamento, e muitas vezes falta de colaboracdo do paciente,
contribuiram para o surgimento de cepas de Mtb resistentes a um ou mais farmacos
hoje existentes no mercado (Rossetti ef al., 2002).

Estudos relatam que quase ao mesmo tempo em que a INH foi langcada no mercado,
surgiram também mutacdes que levaram a um mecanismo de resisténcia ao
medicamento. A literatura reporta hoje a existéncia de cepas de Mtb multi-resistentes
(MDR) e cepas extensivamente resistentes (XDR)* as drogas disponiveis atualmente no
mercado (Migliori et al., 2007; Sotgiu et al., 2009; WHO, 2012), o que torna o tratamento
da doencga cada vez mais complexo e de dificil administracdo (Vilchéze et al., 2007).

Estudos genéticos realizados por Jacobs e colaboradores (Banerjee et al., 1994)
identificaram uma ORF (open reading frame), chamada inhA, onde um tUnico evento
mutagénico era suficiente para conferir resisténcia a INH, incluindo dele¢des e ou
substitui¢des de um unico aminoacido por outro, como no caso do mutante S94A (o
primeiro a ser descrito), onde o aminoacido serina € substituido por uma alanina
(Rozwarski et al., 1998).

Andlises cinéticas também sugerem que a resisténcia a isoniazida ocorre devido a
diminui¢do da afinidade da proteina mutante pela sua coenzima NADH (Dessen et al.,
1995). A ligacdo da INH ativada ao complexo enzima-NADH ¢ particularmente
relevante ao entendimento do mecanismo de resisténcia ao medicamento, uma vez
que a mutacdo S94A no gene /nhA ¢é localizado na regido de ligacdo do nucleotideo
(Quemard et al., 1996). A estrutura 3D da InhA (wt) e mutante S94A, refinadas a 2,20
(codigo PDB: 1ENY) e 2,70 A (cédigo PDB: 1ENZ), respectivamente, revelam que a
resisténcia a droga esta diretamente relacionada a perturbacdo em suas ligacdes de

hidrogénio que desestabilizam a ligagdo com o NADH (Quemard et al., 1995).

* De acordo com o relatério de 2012 da Organizagao Mundial de Saude, cepas MDR sdo aquelas
resistentes a isoniazida e rifampicina, e cepas XDR sdo definidas como MDR e também resistentes a
fluoroquinolonas e pelo menos uma das trés drogas de segunda linha amicacina, canamicina ou
capreomicina (WHO, 2012).
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O aumento dos casos de TB resistente a INH motivam a investigacdo de possiveis
alternativas para inibidores da InhA, buscando compostos que ndo necessitem de
ativagdo prévia, como a INH. Com a necessidade do planejamento e descoberta de
novos farmacos mais eficazes para o tratamento da TB, ¢ preciso também o
desenvolvimento e a utilizag@o de novas técnicas que agilizem este processo.

Desta forma, acreditamos que o composto 1QG607 ¢ um candidato promissor ao
desenvolvimento de novas drogas anti-tuberculose, representando uma classe distinta
de substancias para esse desenvolvimento (Oliveira et al., 2004; Sousa et al., 2005;
Oliveira et al., 2006a; da Costa, 2008).
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3 Motivacao Social

A tuberculose ¢ uma doenga infecciosa que, embora curdvel, representa um importante
problema de satde publica de proporcdo global (Dias et al, 2007). Como medida
preventiva dispde-se atualmente da vacina BCG (Bacilo de Calmete-Guérin - 1921 ano
de descoberta) que ¢ administrada gratuitamente em postos de satide do governo para
criancas desde o primeiro més de seu nascimento. A vacinagdo ¢ feita ainda nos
primeiros anos de vida, mas sua funcdo preventiva contra a forma de TB pulmonar em
adultos ndo ¢ efetiva (Nayyar et al., 2005).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Satde (World Health Organization -
WHO), publicados no Relatério Global Anual da Tuberculose, no ano de 2012, a taxa de
novos casos de tuberculose tém diminuido ja ha vérios anos, representando uma queda
de 2,2% entre os anos de 2010 e 2011 (WHO, 2012).

A taxa de mortalidade por TB diminuiu 41% desde 1990 e, gracas a todos os
esfor¢os empregados nas pesquisas e aplicacdo de metas efetivas contra a tuberculose,
estamos a caminho de atingir o percentual global de 50% de reducdo até 2015. No
entanto, esta taxa global da TB continua sendo considerada enorme. Em 2011, havia
uma estimativa de 8,7 milhdes de novos casos de tuberculose (13% de co-infectados
com HIV) e as estatisticas mostram que 1,4 milhdo de pessoas morreram de
tuberculose, incluindo quase um milhdo de mortes entre os individuos HIV-negativos e
430.000 entre as pessoas que eram HIV-positivos. A tuberculose é uma das principais
causas de morte de mulheres, com 300.000 mortes entre mulheres HIV-negativas e
200.000 6bitos de mulheres HIV-positivas em 2011. Além disso, ainda no relatério de
2012, o WHO afirma que o progresso na resposta a tuberculose do tipo MDR-TB
continua lento e que o nimero de novos casos de MDR-TB continua a aumentar e
atingiu quase 60.000 em todo o mundo no ano de 2011.

Estes dados sdo alarmantes, pois demonstram a redu¢do da eficiéncia dos atuais
medicamentos disponiveis para o tratamento de pacientes que apresentam este
quadro de multi-resisténcia.

Hoje, o tratamento padrao para pacientes com tuberculose dura pelo menos seis a
nove meses, € 0 regime para a maioria dos pacientes com tuberculose resistente a
medicamentos ¢ de até 20 meses. O tratamento para a MDR-TB além de ter custo
elevado, apresenta desagradaveis e até graves efeitos colaterais (WHO, 2012). Estes
nameros justificam a importdncia em investirmos em mais pesquisas na busca de
solugdes para reverter este quadro. O que leva cientistas e pesquisadores a
concentrarem seus esfor¢os na busca por medicamentos com o menor custo possivel, e
menor toxicidade para o paciente.

Dentro deste contexto, a motivagdo mais especifica para desenvolver este trabalho
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surgiu da necessidade de encontrar novos inibidores para a proteina InhA, onde ndo
fosse preciso o mecanismo de ativagdo prévia do composto inibidor. Para tanto,
buscamos desenhar e sintetizar, de forma racional, moléculas candidatas a
farmacos, derivadas do composto inibidor da InhA de Mtb, o 1QG607. E com isso,
dentro de um escopo maior, contribuir para o surgimento de novos medicamentos com
caracteristicas distintas que possam burlar este mecanismo de resisténcia ja

estabelecido.



45

4 Objetivos

4.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste projeto é propor a derivacdo e sintese de andlogos do composto
inibidor IQG607, e contribuir para a descoberta de novos farmacos efetivos contra a
doenca tuberculose, utilizando a enzima 2-trams-enoil-ACP (CoA) redutase (EC

1.3.1.9)de Mycobacterium tuberculosis como alvo farmacologico.

4.2  Objetivos Especificos

e Modificar estruturalmente a molécula inibidora com a finalidade de melhorar a
sua eficiéncia.

* Realizar testes in silico, por meio de experimentos de docagem molecular do
complexo receptor-ligante, a fim de verificar a eficdcia das modifica¢gdes que forem
propostas.

* Com base nos resultados in silico, sintetizar o novo composto derivado do IQG607.

* Verificar a atividade do ligante sintetizado.
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5 Artigo

Este capitulo apresenta o artigo cientifico que relata o trabalho realizado durante o
desenvolvimento desta Tese de Doutorado. O texto contém os procedimentos
detalhados do desenho computacional dos andlogos do composto IQG607, das
simulag¢des e andlise das docagens realizadas, bem como o procedimento de sintese do
composto, € por esse motivo, estes ndo serdo novamente apresentados no capitulo 6,

onde serdo discutidos os resultados obtidos e concluido o trabalho.
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Abstract

Tuberculosis (Tb) continues to be one the main threats to the world’s health. One third of the
world’s population is infected with Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the etiologic agent of
Tb. Resistance to the major drugs used in the Tb treatment makes it paramount the sustained
effort to develop novel drug candidates against this disease. The inorganic compound
pentacyano(isoniazid)ferrate(Il), also known as IQG607, is an analog of isoniazid (INH), one of
the main drugs for treatment of Tb. It targets InhA, a key enzyme in the type II fatty acids
biosynthesis of Mtb’s cell wall. Contrary to the mode of action of INH, IQG607 is capable of
inhibiting InhA without prior activation. In an attempt to improve compound activity, we
designed and built models for three new IQG607. We evaluated their interactions with InhA
through molecular docking simulations. One compound was successfully synthesized, and
enzymatic assays evaluated its inhibitory activity. Although molecular docking simulations and
InhA-ligands interactions indicated that the IQG607 analogs could lead to successful
compounds, enzymatic and cell assays found that there was no variation in the enzyme’s
activity, showing that the compound has no inhibitory effect on InhA. This observation led us
to propose that the pyridine ring of INH and its hydrazide portion must not be separated since
isolating the electron transfer turns the compound inactive, hinting at molecular modifications
that should not be used in the improvement of IQG607 inhibitory activity against Mtb’s InhA

enzyme.
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Introduction

The inorganic compound 1QG607, also known as pentacyano(isoniazid)ferrate(Il), is the result
of a drug design effort (1) to find new inhibitors for the 2-frans-enoyl-ACP reductase enzyme
(InhA, EC number: 1.3.1.9) from Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (2). IQG607 is an analog
of isoniazid (INH), one of the main drugs used in the treatment of tuberculosis (3) that targets
InhA (4), a key enzyme in the type II fatty acids biosynthesis pathway of Mtb. The molecule

contains a cyanoferrate moiety, a metal center, and the INH ligand (Figure 1).
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Figure 1: The IQG607 (pentacyano(isoniazid)ferrate(Il)) compound. It contains a cyanoferrate
moiety, a metal center, and the INH ligand. The proposed modifications in the compound were
introduced between the pyridine ring and the hydrazide portion of the INH portion of [QG607.

Until now, the major route to overcome isoniazid resistance relied on KatG enzyme disruption
(5). Contrary to the mode of action of INH, IQG607 does not require prior activation to inhibit
InhA (1, 6). A study of clinical isolates of Mtb demonstrated that IQG607 inactivated both wild
type InhA and the 121V mutant. More importantly, it did not require any mechanism of
activation by the catalase/peroxidase KatG enzyme (1, 5, 6). There also is no need for the

presence of the coenzyme NADH (1). IQG607 mechanism of action probably involves
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interaction with the NADH binding site, given that the inactivation of InhA by IQG607 is time
dependent (1). The experiments demonstrated that the presence of NADH in solution increased
the time of inactivation of the enzyme, suggesting a competition between NADH and 1QG607
for the NADH binding site in the InhA active site. A kinetic assay with the InhA substrate
analogue, the C16, demonstrated that IQG607 competes with the substrate for its binding site
(1, 6, 7). Vasconcelos et. al. (8) have verified the slow-onset way of binding of IQG607 to
either InhA and mutants 121V, S94A and [47T, all resistant to INH. In their studies, they
showed that IQG607 has a dissociation constant of 70 X 10° mol L™, and by this mechanism of
action an initial receptor-inhibitor complex is formed, followed by a slow isomerisation

reaction, making the inhibitor tightly bound to the target.

Previous molecular docking simulation studies of IQG607 interacting with the InhA enzyme
demonstrated that this inhibitor occupies, preferentially, the binding site of the nicotinamide
pyrophosphate portion of NADH in the receptor’s binding pocket (6). This is somehow
expected since IQG607 is a large molecule (254.8 A*) when compared to other smaller InhA
inhibitors such as ETH (152.4 A*), and so IQG607 needs a larger cavity to better accommodate
itself. However, taking into account the flexibility of both receptor and ligands, and the
differences in structural conformations of InhA, Cohen et al. (9) noticed that IQG607 could fit
in to the substrate-binding cavity. As there is no crystal structure of the InhA-IQG607 complex,
they could not suggest a unique binding mode for the ligand. However, in their study they
focused on those binding poses in which the hydrazide portion of IQG607 was similar to the
INH binding mode. da Costa et. al. (10) performed molecular dynamics simulations of the wild
type InhA-IQG607 complex aiming at exploring the events related to the molecular mode of
drug-target interactions. They reported dynamic models of these interactions, as well as the
amino acid residues important to the process. IQG607 interacts with InhA causing significant
conformational changes in the enzyme, the most prominent of which located in connection to
the substrate-binding loop, particularly the partial denaturation of helices a6 and a7 (10).
Moreover, the work pointed out the amino acid residues Gly14, Ilel5, Ile16, Ser20, Gly40,
Phe41, Ile47, Ser94 and Thr196 as being responsible for mediating the interactions in the
complex. The study concluded that the compound 1QG607 interacts strongly with InhA and
that these interactions promote instabilities in the enzyme. The ligand competes directly with

NADH and indirectly with the substrate by their respective binding sites (10).
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Cohen et. al. (9) have also revealed how 1QG607 interacted with an ensemble of snapshots,
named as a Fully-Flexible Receptor (FFR) model, obtained from three different MD
simulations of the InhA enzyme from Mtb, the wild-type, 16T, and 121V mutants. Their
objective was to model their explicit flexibility of the InhA receptors in molecular docking
simulations (9). The average best free energy of binding (FEB) for the initial QG607 position
compared to a reference pose showed a difference that varies from 2.5 to 7.0 kcal/mol between
the rigid and FFR models of InhA. Also, they are greater than the intrinsic error (2.2 kcal/mol)
attributed to the estimation of the FEB by the docking software used in the study, leading the
authors to consider that the explicit flexibility of the InhA receptor clearly had an impact in the
way 1QG607 interacts with InhA. The authors were also able to single out 19 amino acid
residues that made contact with IQG607 in the FFR models of InhA: two polar (SER94,
THR196), one acidic and one basic (ASP42, LYS165), and 15 apolar residues (GLY 14, ILE16,
THR16, ILE21, VAL21, PHE93, ILE95, GLY96, PHE97, PHE149, MET161, GLY192,
ILE194, LEU197 and ALA198) (9). Rodrigues-Junior et. al. (11) have recently reported a new
IQG607 derivative, named pentacyano(2-methyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazole)ferrate(Il)
and denoted 1QG639, which is capable of inhibiting the in vifro activity of both wild type InhA
and the S94A mutant. They assessed the activity of the IQG639 compound using an in vivo
murine model of tuberculosis (11). An inhibitory study of IQG607 on isoniazid sensitive and
resistant strains of Mtb, its oral toxicity, and also the efforts to synthesize the compound in
large scale have been reported by Basso et. al. (12). The reactivity of isoniazid metal
complexes has been investigated in search for a novel self-activating metallodrug effective
against tuberculosis (13). A variety of compounds were tested, as well as IQG607, either with
or without INH, and it resulted in similar oxidized isoniazid derivatives as observed when the
KatG enzyme was used. The results suggested that the presence of Fe(Il) in 1QG607
significantly enhanced the isonicotinic acid formation, based on a carbonyl-centred radical that
might be favoured by promoting a m-back-bonding effect by the metal centre. This, in turn,
increases the formation of the acyl radical; therefore, the isoniazid metal complex could

represent a potential metallodrug (13).

There is yet no crystal structure of the InhA-IQG607 complex and its derivatives. Hence, in this
work we address this problem with computational modeling and docking simulations,
combined with synthesis of compounds and in vifro and in vivo bioassays, to build on the

knowledge about IQG607 and three derivatives (1, 6, 7, 10). Several studies successfully
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employed modeling and docking simulations to the study of new molecules aimed at different

protein targets in Mtb (14-16).

Materials and Methods

10G607 modelling

Three new molecules were derived from the original 1QG607 compound by adding a
methanediyl (-CH;-), an ethanediyl (-C,Hs-), and a propanediyl (-CsHg-), group between INH’s
pyridine ring and the hydrazide portion. The IQG607 analogs were named as complex 1,
complex 2 and complex 3, respectively. Models were built with ArgusLab 4.0.1 (17). AM1-
BCC partial atomic charges were added to each atom in the models with Vega ZZ 2.4.0 (18).

The InhA receptor model

Prior to the molecular docking simulations, and aiming to find the crystal structure with the
largest continuous volume of the substrate-binding cavity, we calculated and compared their
volumes in 39 InhA crystal structures deposited in the Protein Data Bank (PDB) with the
program CASTp (19). The InhA crystal structures with PDB IDs 1ENY (2), IBVR (20), 1P44
and 1P45 (21) were preselected as they present a volume of 598.2 A%, 735.0 A* 1691.9 A’, and
970.4 A, respectively. These structures were further evaluated with CASTp, and redocking
analyzes indicated the best receptor model. We chose the InhA crystal structure 1P44 (21) as

the receptor protein for this study due to the larger volume of its substrate-binding cavity.

The molecular docking simulations

To prepare both, ligand and receptor structures, we used AutoDockTools 1.5.2. Docking
simulations, allowing flexibility of the ligands, were performed with AutoDock 4.2 (22). We
also evaluated the receptor's structure with and without its NADH coenzyme. For all

conditions, we tested two different grid sizes, employing the Lamarckian Genetic Algorithm
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(LGA) as the docking search algorithm, with 25 runs, and applied the default parameters (22),

except for ga_num_evals, which was set to 500,000.

The receptor-ligand interactions

Hydrogen bonds and hydrophobic contacts between the ligands and the InhA receptor were
calculated with LigPlot 4.4.2 (23). LigPlot parameters were modified from default settings in
order to define a receptor’s residue to be in a hydrophobic contact (NNB) with a ligand if there
was at least one heavy atom of the residue within 3.50 A of distance of some atom from the
ligand. As for hydrogen bonds (HHB), the employed criterion was stricter than usual, with a
donor-acceptor maximum distance of 3.39 A. We wanted to assure that possible spurious HHB

were not taken into account.

The synthesis of pentacyano(2-(pyridin-4-yl)acetohydrazide)ferrate(Il) or complex 1

The complex 1 was prepared by the one-pot synthetic procedure with minor modifications from
already reported two steps method described for isoniazid ligand (IQG607) (1,12,13). The
compound was characterized by 'H NMR and infrared spectroscopies, and cyclic voltammetry.
The synthesis of pentacyano(2-(pyridin-4-yl)acetohydrazide)ferrate(Il) complex 1 was carried
out at controlled temperature and protected from light. In a 250 mL flask 0.298 g (1 mmol) of
sodium nitroprussiate were dissolved in 10 mL of ammonium solution 25% at stirring. NH3 gas
was bubbled into the reaction mixture for 4 h on ice bath at temperatures ranging from -1 to -2
°C. After reaction was complete, a yellow solid was formed, characteristic of
aminpentacianoferrate (II) compound intermediate (1, 12). Then, the solution was stirred at
room temperature for 1 h under argon flow. After that, 0.151 g (1 mmol) of 2-(pyridin-4-
yl)acetohydrazide was added in 5 mL of ultrapure water and the resulting solution was allowed
to react for 24 h. Later than, the reaction solution was added to another vessel and cold Nal
solution in ethanol (1:10; w/v) was added until precipitation of product. Because of the
efficiency of precipitation process the flask was stored at 4°C at least 24 h. Finally, the solid
product was separated by centrifugation, washed with cold ethanol (2 x 25 mL) and dried under
reduced pressure giving the compound pentacyano(2-(pyridin-4-yl)acetohydrazide)ferrate(Il)
or complex 1. Yield: 81%; '"H NMR (60 MHz, D,0): 83.71 (s, 2H, CH»), 7.18 (d, 2H, H-3,3"),
8.95 (d, 2H, H-2,2"); FT-IR (UATR, cm™): 2044, 1669, 1610, 1423, 816; E;,=264 mV.



53

Evaluation of the inhibitory potential of complex 1

To evaluate the potential inhibitory activity of complex 1, measurement of steady-state velocity
was carried out using an UV-2550 UV/Visible spectrophotometer (Shimadzu®), monitoring the
NADH oxidation at 340 nm (egnapu = 6.22 x10° M cm™) due to reduction of 2-trans-
dodecenoyl-CoA substrate. Experiments were performed at 25 °C in buffer 100 mM PIPES pH
7.0, according to Basso et. al. (24), and measurement of enzyme-catalyzed chemical reaction
started with the addition of InhA to the assay mixture, using quartz cuvettes (500 pL final
volume) with an optical path of 1 cm. The maximal velocity for the enzyme reaction (100% of
InhA activity) was determined in the absence of inhibitor compound, and in the presence of
fixed non-saturating concentrations of NADH (60 pM = K,,,) and 2-trans-dodecenoyl-CoA (45
uM = K,;)), with the addition of dimethylsulfoxide (DMSO) (final concentration 1%), since the
inhibitor was dissolved in 100% DMSO and diluted to a final concentration of 1 % in the
experimental reaction. The complex 1 was added to the reaction mixture (100 pM final
concentration), and the enzyme velocity was analyzed as the % of inhibition. The velocity was
monitored and compared to the maximal rate recorded in the absence of inhibitor, indicating

that the complex 1 had no inhibitory effect on the InhA enzymatic activity.

Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) of IQG607 derivative, complex I,
against Mycobaterium tuberculosis H37Rv strain

MIC values for INH, used as control drug, and complex 1 were determined by resazurin
microtitre assay (REMA) (25). Both INH and complex 1 growth inhibition activity were tested
against the Mtb H37Rv strain. The mycobacterial strain was cultivated in Middlebrook 7H9
(Difco) liquid medium supplemented with 10 % (v/v) OADC (oleic acid, albumin, dextrose,
catalase; Becton Dickinson) and 0.05 % (m/v) Tween 80 (Sigma). Culture was initially grown
at 37°C up to an optical density at 600 nm (ODggo) between 0.6 and 0.8. It was then diluted in
Middlebrook 7H9 to an ODggo of 0.006, and 100 pL of M. tuberculosis inoculum was added to
each well on the microplate containing 100 pL of drug or Middlebrook 7H9 (control inoculum)
to reach an ODggoof 0.003. Final drug concentration ranges were 0.0078 to 4 pg mL" for
isoniazid and 0.195 to 100 pg mL"" for complex 1. Plates were incubated for 7-9 days at 37°C.
Sixty microliters of 0.01% resazurin (Sigma Chem. Co.) solution was added to each well; plates
were re-incubated for an additional 2 days. A change in color from blue to pink indicated the

growth of bacteria, and the MIC was read as the minimum drug concentration that prevented
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the color change in resazurin solution. MIC values reported here represent an average of three
tests carried out independently. MIC values were 0.06 pg mL™" and higher than 100 pg mL™ for
INH and complex 1, respectively, against Mtb H37Rv strain.

Results and Discussion

Molecular docking simulations

In an attempt to improve the IQG607 compound activity three new derivatives were proposed:
pentacyano(2-(pyridine-4-yl)acetohydrazide)ferrate(Il), pentacyano(3-(pyridine-4
yl)propanehydrazide)ferrate(Il), and pentacyano(4-(pyridine-4-yl)butanehydrazide)ferrate(Il),
henceforth complexes 1, 2 and 3, respectively, by adding an (-CHz-) to complex 1, an (-C,Hs-)
to complex 2, and a (-C3;H¢-) to complex 3, between INH’s pyridine ring and the hydrazide
portion (Figure 2).
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Figure 2: The IQG607 compound and its three derivatives. A) IQG607. B) Complex 1 with the
addition of a (-CHz-), C) Complex 2 with the addition of a (-C,Hy-), and D) Complex 3 with
the addition of a (-CsHe-) group between INH’s pyridine ring and the hydrazide portion. All
models are represented by balls and sticks and colored as follows: Carbons in dark gray,

hydrogens in white, nitrogens in blue, oxygen in red and iron in green. Image created with
PyMol (26).

From the docking simulations we observed that, when the grid box is the largest, [QG607 tends
to dock on the surface of InhA, or close to NADH. With the assistance of Molinspiration (27)
we calculated IQG607 molecular volume, which is 254.8 A’. Considering that the sum of the
substrate binding cavity and the NADH binding cavity of 1P44 structure (subunit A), offers a
2,678.1 A’ volume for the ligand to accommodate itself (cavity dimension calculated with
CASTp (19)). On the other hand, by limiting the size of the box, the ligand-receptor interaction
becomes more specific. Furthermore, allowing flexibility to IQG607, it can bind in the upper
substrate binding cavity (Figure 3), that has a volume of 1,691.9 A*> when NADH is bound to

the receptor’s active site.
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Figure 3: InhA-IQG607 complex model. The InhA receptor is represented in ribbons and
embedded in a transparent molecular surface. The substrate binding loop is in magenta, the A
loop is green and the B loop is dark blue. In yellow sticks we have the coenzyme NADH and
IQG607 is in orange. The smaller grid box (in cyan) is shown limiting the space explored by
the ligand during the molecular docking simulations. Images created with PyMol (26).

Based on the knowledge built about the compound so far, we decided to look for binding poses
where the hydrazide portion of IQG607 was preferentially pointing towards the nicotinamide
portion of NADH, somehow imitating the INH mode of binding (Figure 3).
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InhA-ligand interactions

For the binding poses selected after visual inspection of the docking simulations (Figure 4),
InhA-ligand interactions were analysed with LigPlot (23) and showed that the IQG607 made

hydrophobic contacts (NNB) with eight different residues in the receptor’s substrate binding
cavity.
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Figure 4: InhA-ligands docked complexes and their respective LigPlot diagrams. A) 1QG607
in its original form docked to InhA (PDB ID 1P44). B) Complex 1, C) Complex 2 and D)
Complex 3. The LigPlot 2D diagram shows the hydrogen bonds (HHB) and hydrophobic
contacts (NNB) that the ligands make with the receptors residues. Images created with PyMol

(26).

As for the 1QG607-derived complexes this number does not vary significantly. Complexes 1

and 3 make NNB contacts with 8 InhA residues each. Complex 2 makes NNB contacts with 9

InhA residues (Table 1).
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Table 1. Summary of hydrogen bonds (HHB) and hydrophobic contacts (NNB) made between
InhA enzyme and IQG607 ligands. The hydrogen bond distances are shown in brackets in A.

Contacts 10G607 Complex 1 Complex 2 Complex 3

NAD (3.10) NAD (2.70) NAD (3.02) GLY96 (2.66)
HHB
TYRI58 (2.67) TYRI58(2.97) GLY96(2.8%8)  MET98 (2.80)

MET103 MET98 GLY96 GLY96

GLY104 MET103 MET103 PHE97

TYRI58 GLY104 GLY104 MET98
METI161 TYRI58 ALA157 MET103

NNB

ALA198 METI161 TYRI58 TYRI58

MET199 ALA198 METI161 PRO193

ILE202 ILE202 ILE202 ILE194
LEU207 LEU207 LEU207 ALAI198
ILE215 MET199

These data suggest that the same receptors residues in the substrate-binding cavity made
contacts with 1QG607 and its derivatives. Several studies have attempted to elucidate the
complex INH mechanism of action (6, 28-31). It is widely accepted that INH is a pro-drug and
such it has the need of an oxidative reaction to form an adduct with either NADH or NAD" to
become active. The INH-NAD adduct is formed when INH attaches itself to carbon 4 of the
nicotinamide ring of NAD(H) by a covalent bond, inside the catalytic site of the InhA enzyme
(8). It has been postulated that the formation of the adduct INH-NAD is preceded by the
formation of reactive intermediates, and apparently an acyl radical is the key intermediate in the
oxidation of INH (25, 30, 31). Experimental data (32) suggest that the inhibition of InhA occurs
at a faster rate when in the presence of NADH than NAD", implying the importance of this
acylated radical. Braslau et. al. (33) have shown that the oxidation of hydrazides with

transition metal oxidants involve the formation of an acyl radical intermediate. Having that in
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mind, in the study proposed by Sousa et al. (13), the compound 1QG607 was designed in an
attempt to overcome INH need for activation, yet to form the acyl radical intermediate. The
idea was to design a novel self-activating metallodrug, which could promote an intramolecular
electron transfer reaction with no need of the oxidative catalase/peroxidase KatG enzyme (5). It
was verified that the cyanoferrate moiety of the compound has no ability to inhibit InhA
enzyme either in the presence or absence of NAD(H), showing that the INH moiety is still the
major pharmacophore (13) of the IQG607 compound. They suggest that the cyanoferrate
moiety made an impact in the INH mechanism of activation. The metal atom of 1QG607
triggers the oxidation of the INH allowing a faster intramolecular electron transfer reaction to

take place (13).

The InhA-ligands interactions obtained from the docking simulations pointed out that the three
IQG607 derivatives could be successful compounds. After the synthesis of complex 1,
enzymatic assays showed that there was no variation in the enzyme’s activity, indicating that
the compound has no inhibitory effect on the InhA enzyme. In an attempt to lengthen the
IQG607 compound, allowing more torsion angles to the molecule, thus enabling it to improve
binding in the substrate-binding pocket, we found that we separated two important parts of
INH, and this caused the inactivation of the inhibitor. To the best of our knowledge, this has not
been reported in the literature before. It seems that the modifications introduced in 1QG607
have prevented the formation of the acyl radical; therefore, the adduct could not be formed. As
reported previously (28), the formation of isonicotinamide results from the splitting of the C-N
bond of isoniazid, but the modification we have introduced in the IQG607 derivatives was
located between the pyridine ring of INH and the hydrazide group. Our hypothesis is that
separation of the carbonyl group from the pyridine ring isolates the carbonyl, and this could be
the reason why the electron transfer does not occur. The modifications introduced in the
molecule have broken the resonance of the pyridine ring, relative to the carbonyl group,

hampering the electron transfer (Figure 5).
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Figure 5: The probable mechanism of interruption of the electron transfer reaction. The
compound 1QG607, in its original form, allows the intramolecular oxidation reaction to occur
normally. However the breakage of the resonance (complex 1) prevents the intramolecular
oxidation and the possible formation of the corresponding acyl radical.

Conclusions

In the present study, we combined molecular modelling and docking simulations with chemical
synthesis, and in vitro and in vivo biochemical and cell experimental methods to obtain
improved analogues of the IQG607 (pentacyano(isoniazid)ferrate(Il)) compound, a novel drug
candidate to inhibit the Mycobacterium tuberculosis’ InhA enzyme. The results surprisingly
revealed that the modifications introduced in the original IQG607 caused its inactivation,
instead. To explain this, we believe that separating the pyridine ring and the C-N bond of the
INH pharmacophore seems to prevent the expected electron transfer reaction to completing the
INH oxidation, thus inactivating the complex. These data agree with the need for an activation
mechanism of INH that is triggered by the oxidation of its hydrazine portion, thus corroborating

the mechanism of action previously proposed for IQG607. Additionally, the in silico, in vitro,
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and in vivo experiments revealed that once isolating the electron transfer (or making it difficult
to happen) we no longer have an active compound, hinting at molecular modifications that
should not be considered for the improvement of 1QG607 inhibitory activity against Mtb’s

InhA enzyme.
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6 Modelos Derivados do IQG607

6.1 Resultados Parciais ndo Apresentados no Artigo

Embora as simulagdes de docagem molecular tenham se mostrado promissoras, foi
constatado por meio de ensaios enzimaticos que a separacdo do anel piridinico e da
por¢do hidrazida do composto IQG607 001 tornam a molécula inativa. Estes dados
estdo apresentados e discutidos no artigo cientifico que compde o corpo da presente Tese
(capitulo 5), bem como nas consideragdes finais deste volume. Por este motivo, os
compostos 1QG607 002 e 003 ndo foram sintetizados. Além destes modelos outros
compostos foram desenhados e tratados da mesma forma como foram os compostos
citados no artigo.

Um resumo dos principais dados relacionados as simulacdes de docagem molecular destes
compostos, bem como das andlises da intera¢do receptor-ligante que ocorreram durante estas
simulacdes sdo apresentados na Tabela 4. Mais detalhes podem ser encontrados nas proximas

secdes deste apéndice que tratam de cada composto.

Tabela 4: Sumadrio das simulagdes de docagem molecular e interacdes receptor-ligante
realizados entre a InhA e os compostos desenhados.

Dados da simulacdo Dados da Interacgdo receptor-ligante
de docagem molecular

Composto  Variagdo  FEB da Formagdo de Contatos hidrofobicos (NNB)
de FEB melhor ligagdes de

(kcal/mol) pose H (HHB) —
(kcal/mol) distancia em
A
019 -4.95 -4.30 NAD (3.14) Metl103, Phel49, Tyrl158,
a Tyrl58 Alal98, Metl199, 1le215
-3.38 (2.92)
020 -4.74 -4.09 NAD (3.12  Metl103, Gly104, Alal5, Tyr158,
a e 2.49) Alal98, Leu207, Glu219, NAD
-1.98 Tyrl58
(2.61)
021 -5.18 -4.63 NAD (3.35 Metl03, Gly104, Phe149,
a e 3.01) Alal57, Tyr158, Pro193,
-2.74 Ile194, Met199, 11202,
Leu207, Ile215, NAD
022 -4.57 -3.49 NAD (2.90) Gly96, Phe97, Met98, Met103,
a Tyrl58 Gly104, Met161, Alal98,
-2.68 (2.84) Met199, 11e202, Leu207, Ile215,
NAD

022 03lig. -4.10 -2.81 Gly104 GIn100, Met103, Gly104,




fixas a (2.93) Tyr158, Pro193, Thr196, Met199,
-2.78 11e202, Leu207, NAD
023 -3.82 -3.36 Tyrl58 Gly96, Met103, Gly104,
a (2.71) Tyr158, Ala198, Met199,
-2.22 11e202, Leu207, Ile215,
NAD
023 03lig. -3.56 -3.56 TYR158 Gly96, Met103, Gly104, Tyr158,
fixas a (2.71) Alal98, Met199, 11202, Leu207,
-2.17 Ile215, NAD
024 -5.06 -4.04 Glyl104 Gly96, Met98, GIn100, Met103,
a (2.94) Met98  Glyl104, Tyr158, Ala198, Met199
-2.97 (3.04)
024 03lig. -4.14 -3.68 Tyrl58 Gly96, Phe97, Met103, Gly104,
fixas a (2.73) Alal98, Met199, 11202, Leu207,
-2.88 Ile215, NAD
025 -5.07 -4.01 Tyr158(2.84) Gly96, Phe97, Met103, Gly104,
a Metl61, Alal98, Met199, 11e202,
-3.52 Leu207, Ile215, NAD
025 03lig. -3.93 -3.50 Nao ocorreu  Phe97, Met98, Met103, Gly104,
fixas a Tyrl158, Pro193, Thr196,
-3.31 Met199, Ile215, NAD
026 -4.59 -3.74 NAD (2.59e¢ Metl03, Phel49, Alal57,
a 2.98) Tyrl158, Pro193, Leu207, 1le215,
-0.38 Tyrl58 Glu219, NAD
(2.99)
027 -5.29 a -5.29 Cluster 01: Cluster03: Cluster01: Cluster
-1.55 cluster 01 NAD (2.44) NAD Met9s, 03:
Tyrl58 (2.86¢ Met103, Met103,
-4.96 (2.65) 2.84) Glu104, Phe149,

cluster 03

Tyrl58, Alal57,
Pro193, Tyr158,
Ile194, Pro193,
Argl9s, Met199,
Alal98, Leu207,
11e202, Ile215,
Leu207, Glu219,
Glu219, NAD
NAD

6.1.1 Modelos IQG607 004 ao IQG607 018
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Os modelos 004 ao 018 foram projetados separando o anel piridinico da porcédo

cianometalica. Foi constatado posteriormente, com a ajuda de um bioquimico

especialista em sintese de compostos quimicos (Prof. Pablo Machado), que tais

modificagdes ndo poderiam ser sintetizadas, portanto estes modelos precisaram ser

abandonados.
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6.1.2 Modelos IQG607 019 ao IQG607 027

O desenho destes modelos iniciais proporcionou a oportunidade de um aprendizado
mais detalhado de processos bioquimicos, ndo s a respeito do papel da enzima InhA
na formacdo da parede celular das micobactérias, mas também da interagdo do
composto QG607 com o seu alvo farmacologico. Com base neste aprendizado, nos
modelos 019 ao 027 optamos por desenhar novos compostos que mantivessem as
caracteristicas estruturais do composto IQG607, ou seja, sem quebras na molécula
original, mas que mesmo assim permitissem o alongamento da molécula - Figura 10.

As proximas segdes deste apéndice apresentam um compilado de informagdes sobre o
melhor resultado de cada simulagao realizada com os modelos desenhados. Vale lembrar que
os critérios de docagem molecular bem como a andlise dos resultados da interacado
proteina-ligante (como, por exemplo, a escolha da melhor pose docada) sdo os mesmos

empregados no artigo cientifico, descrevendo o analogo sintetizado.

F
IQG607_019 IQG607_020 IQG607_021 IQG607_022 IQG607_023 | =
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Figura 10: Formula estrutural plana dos compostos 1QG607 019 ao 1QG607 027. Figura da
Autora.
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6.1.2.1 Modelo IQG607_019

Foi adicionado ao composto IQG607 mais um anel aromdtico para testar como a
molécula com este tipo de volume poderia se acomodar no espago disponivel na
cavidade de ligacdo do substrato. O ligante formou angulo de 90° entre 0 N do anel e a
por¢do cianometalica “dobrando” o composto ao otimizar a molécula (0 mesmo nio
pode ser evitado). Uma representacdo do melhor resultado obtido na simulacdo de
docagem molecular e na andlise da interacdo proteina-ligante pode ser observada na
Figura 11. Para facilitar a leitura, os valores de energia livre de ligacdo (FEB) e os residuos
de aminoécidos do receptor que interagiram com cada modelo desenhado estdo listados na
Tabela 4.

= Dados da simulagdo de docagem:

— Formacgao de 12 clusters.
— Variagdo de FEB: -4.95 a -3.38 kcal/mol (cluster 01 a 12).
— Cluster com a melhor pose: 02 (com 05 poses).

— FEB do melhor cluster: -4.30 kcal/mol.

(A) (B)

Figura 11: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simulagdo de docagem molecular. Em
(A) pode-se observar a melhor pose docada do composto IQG607 019 no sitio ativo do
receptor, baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D gerado pelo programa
LigPlot apos a andlise das interagdes receptor-ligante. Figura da Autora.

= Dados da interagdo proteina-ligante:

— HHB: NAD (3.14A), e Tyr158 (2.92A).
— NNB: Met103, Phe149, Tyr158, Ala198, Met199 e Ile215.



69

6.1.2.2 Modelo 1QG607_020

Composto semelhante ao 019, porém desta vez com um atomo de oxigénio

separando os dois anéis, dando assim mais mobilidade a molécula.

= Dados da simula¢do de docagem:

— Formacéao de 14 clusters.
— Variacdo de FEB: -4.74 a -1.98 kcal/mol (clusters 01 a 14).
— Cluster com a melhor pose: 02 (com 04 poses).

— FEB do melhor cluster: -4.09 kcal/mol.
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Figura 12: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simulagdo de docagem molecular. Em
(A) pode-se observar a melhor pose docada do composto 1QG607 020 no sitio ativo do
receptor, baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D gerado pelo programa
LigPlot apos a andlise das interagdes receptor-ligante. Figura da Autora.

= Dados da interagdo proteina-ligante:

— HHB: NAD (3.12A e 2.49A), e Tyr158 (2.61A).

— NNB: Metl103, Glyl104, Alal57, Tyr158, Alal98, Leu207, Glu219 e
NAD.
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6.1.2.3 Modelo 1QG607_021

Composto semelhante ao 020, porém desta vez com um 4atomo de Cloro no segundo
anel. Este modelo foi inspirado na ideia de combinar o 1QG607 com o composto
triclosano (TCL) que € reconhecidamente um inibidor da InhA (Kuo et al., 2003;
Freundlich et al., 2009). A ideia aqui é a de favorecer um empilhamento de anéis,

fazendo com que o novo composto ocupe a cavidade de ligagdo do substrato.

= Dados da simula¢do de docagem:
— Formacéao de 12 clusters.

— Variagdo de FEB: -5.18 a -2.74 kcal/mol (cluster 01 a 12).

— Cluster com a melhor pose: 04 (com 05 poses).

— FEB: do melhor cluster: -4.63 kcal/mol.

(A)

(B)

Figura 13: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simulagdo de docagem molecular. Em
(A) pode-se observar a melhor pose docada do composto 1QG607 021 no sitio ativo do
receptor, baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D gerado pelo programa
LigPlot apos a andlise das interagdes receptor-ligante. Figura da Autora.

= Dados da interagdo proteina-ligante:

— HHB: NAD (3.35A ¢ 3.01A).

— NNB: Met103, Gly104, Phe149, Alal57, Tyr158, Pro193, Ile194, Met199, 11e202,
Leu207, 1le215, NAD.
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6.1.2.4 Modelo 1QG607_022

Composto onde a modificacdo ¢ inserida no segundo N da molécula. Neste
modelo foi permitida flexibilidade entre a ligagdo N-N.

= Dados da simulagdo de docagem:
— Formacéao de 08 clusters.
— Variacdo de FEB: -4.57 a -2.68 kcal/mol (cluster 01 a 08).

— Cluster com a melhor pose: 04 (com 02 poses).

— FEB: do melhor cluster: -3.49 kcal/mol.

(A)

Figura 14: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simulagdo de docagem molecular. Em
(A) pode-se observar a melhor pose docada do composto 1QG607 022 no sitio ativo do
receptor, baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D gerado pelo programa
LigPlot apos a andlise das interagdes receptor-ligante. Figura da Autora.

= Dados da interagdo proteina-ligante:

— HHB: NAD (2.90A), Tyr158 (2.84A).

— NNB: Gly96, Phe97, Met98, Metl103, Glyl104, Metl61, Alal98, Met199,
11e202, Leu207, 11e215 e NAD.
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6.1.2.5 Modelo 1QG607_022 com 03 ligacdes fixas

Foi sugerido pelo Prof. Pablo Machado que a ligacdo entre os atomos N-N fosse
mantida rigida. Portanto, dos modelos 022 ao 025 foram repetidas as simulagdes de
docagem. Além da ligacdo N-N, outras 02 foram mantidas rigidas: C-N, por se tratar

de uma ressonancia; e N-C por indicac¢do do préprio AutoDock.

= Dados da simula¢do de docagem:

— Formacéao de 04 clusters.
— Variagdo de FEB: -4.10 a -2.78 kcal/mol (cluster 01 a 04).

— Cluster com a melhor pose: 03 (com 01 pose).

— FEB: do melhor cluster: -2.81 kcal/mol.
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Figura 15: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simulagdo de docagem molecular. Em
(A) pode-se observar a melhor pose docada do composto 1QG607 022 no sitio ativo do
receptor, baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D gerado pelo programa
LigPlot apos a andlise das interagdes receptor-ligante. Figura da Autora.

= Dados da interagdo proteina-ligante:

— HHB: Gly104 (2.93A).

— NNB: GIn100, Metl103, Gly104, Tyr158, Pro193, Thr196, Met199, I11e202,
Leu207 e NAD.
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6.1.2.6 Modelo 1QG607_023
= Dados da simula¢do de docagem:

— Formacéo de 11 clusters.
— Variagdo de FEB: -3.82 a -2.22 kcal/mol (cluster 01 a 11).

— Cluster com a melhor pose: 03 (com 02 poses).

— FEB: do melhor cluster: -3.36 kcal/mol.

Ty IS8(A)

e
%«

Figura 16: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simulagdo de docagem molecular. Em
(A) pode-se observar a melhor pose docada do composto IQG607 023 no sitio ativo do
receptor, baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D gerado pelo programa
LigPlot apds a analise das interagdes receptor-ligante. Figura da Autora.

= Dados da interagdo proteina-ligante:

— HHB: Tyr158 (2.86A).

— NNB: Gly%96, Phe97, Metl03, Gly104, Metl61, Alal98, Met199, 11202,
Leu207, Ile215 ¢ NAD.
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6.1.2.7 Modelo 1QG607_023 com 03 ligacdes fixas
= Dados da simulagdo de docagem:

— Formagao de 06 clusters.
— Variacdo de FEB: -3.56 a -2.17 kcal/mol (cluster 01 ao 06).
— Cluster com a melhor pose: 01 (com 08 poses).

— FEB: do melhor cluster: -3.56 kcal/mol.

(A) (B)

Figura 17: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simulag¢do de docagem molecular. Em (A)
pode-se observar a melhor pose docada do composto IQG607 023 no sitio ativo do receptor,
baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D gerado pelo programa LigPlot
apos a analise das interagdes receptor-ligante. Figura da Autora.

= Dados da interagdo proteina-ligante:

— HHB: Tyr158 (2.71A).

— NNB: Gly96, Met103, Gly104, Tyr158, Ala198, Met199, I1e202, Leu207,
[le215 e NAD.
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6.1.2.8 Modelo 1QG607_024
= Dados da simulagdo de docagem:

— Formacédo de 11 clusters.
— Variagdo de FEB: -5.06 a -2.97 kcal/mol (cluster 01 a 11).
— Cluster com a melhor pose: 04 (com 05 poses).

— FEB: do melhor cluster: -4.04 kcal/mol.
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Figura 18: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simulagdo de docagem molecular. Em
(A) pode-se observar a melhor pose docada do composto IQG607 024 no sitio ativo do
receptor, baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D gerado pelo programa
LigPlot apds a analise das interagdes receptor-ligante. Figura da Autora.

= Dados da interagdo proteina-ligante:

— HHB: Gly104 (2.94A), Met98 (3.04A).
— NNB: Gly96, Met98, GIn100, Met103, Gly104, Tyr158, Ala198 e Met199.
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6.1.2.9 Modelo 1QG607_024 com 03 ligacdes fixas
= Dados da simulag¢ao de docagem:

— Formagao de 06 clusters.
— Variacdo de FEB: -4.14 a -2.88 kcal/mol (cluster 01 ao 06).
— Cluster com a melhor pose: 03 (com 02 poses).

— FEB: do melhor cluster: -3.68 kcal/mol.
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Figura 19: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simulag¢do de docagem molecular. Em (A)
pode-se observar a melhor pose docada do composto IQG607 024 no sitio ativo do receptor,
baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D gerado pelo programa LigPlot
apos a analise das interagdes receptor-ligante. Figura da Autora.

= Dados da interagdo proteina-ligante:

— HHB: Tyrl58 (2.73A).

— NNB: Gly96, Phe97, Metl103, Gly104, Alal98, Met199, 11202, Leu207,
[le215 e NAD.
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6.1.2.10 Modelo IQG607_025
= Dados da simulag¢ao de docagem:

— Formagao de 08 clusters.
— Variacdo de FEB: -5.07 a -3.52 kcal/mol (cluster 01 ao 08).
— Cluster com a melhor pose: 06 (com 02 poses).

— FEB: do melhor cluster: -4.01 kcal/mol.
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Figura 20: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simulag¢do de docagem molecular. Em (A)
pode-se observar a melhor pose docada do composto IQG607 025 no sitio ativo do receptor,
baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D gerado pelo programa LigPlot
apos a analise das interagdes receptor-ligante. Figura da Autora.

A)

= Dados da interagdo proteina-ligante:

— HHB: Tyr158(2.84A).

— NNB: Gly96, Phe97, Metl03, Glyl04, Metl61, Alal98, Met199, 11e202,
Leu207, Ile215 ¢ NAD.
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6.1.2.11 Modelo IQG607_025 com 03 ligacdes fixas
= Dados da simulag¢ao de docagem:

— Formagéao de 07 clusters.
— Variacdo de FEB: -3.93 a -3.31 kcal/mol (cluster 01 ao 07).
— Cluster com a melhor pose: 04 (com 09 poses).

— FEB: do melhor cluster: -3.50 kcal/mol.
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Figura 21: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simula¢do de docagem molecular. Em (A)
pode-se observar a melhor pose docada do composto IQG607 025 no sitio ativo do receptor,
baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D gerado pelo programa LigPlot
apos a analise das interagdes receptor-ligante. Figura da Autora.
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= Dados da interagdo proteina-ligante:

— HHB: Nao houve formacéo de ligagdo.

— NNB: Phe97, Met98, Met103, Gly104, Tyr158, Pro193, Thr196, Met199, Ile215
e NAD.
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6.1.2.12 Modelo IQG607_026

Neste modelo foi introduzido o anel A do TCL.

= Dados da simula¢do de docagem:

— Formacéao de 10 clusters.
— Variacdo de FEB: -4.59 a -0.38 kcal/mol (cluster 01 ao 10).
— Cluster com a melhor pose: 02 (com 07 poses).

— FEB: do melhor cluster: -3.74 kcal/mol.

(A)

Figura 22: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simulag¢do de docagem molecular. Em (A)
pode-se observar a melhor pose docada do composto IQG607 026 no sitio ativo do receptor,
baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D gerado pelo programa LigPlot
apos a analise das interagdes receptor-ligante. Figura da Autora.

= Dados da interag¢do proteina-ligante:

— HHB: NAD (2.59A e 2.98A), Tyr158 (2.99A).
— NNB: Met103, Phel149, Alal57, Tyr158, Pro193, Leu207, [le215, Glu219 e NAD.
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6.1.2.13 Modelo IQG607_027

Neste modelo foi introduzido o anel B do TCL.

= Dados da simula¢do de docagem:
— Formacao de 12 clusters.
— Variagdo de FEB: -5.29 a -1.55 kcal/mol (cluster 01 ao 12).

— Clusters com as melhores poses: 01 (com 03 poses) e 03 (com 09 poses).

— FEB dos melhores clusters: -5.29 € -4.96 kcal/mol.

(A) (B)

© (D)

Figura 23: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simulag¢do de docagem molecular. Em (A)
pode-se observar a melhor pose docada (no cluster 01) do composto IQG607 027 no sitio ativo
do receptor, baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D gerado pelo
programa LigPlot ap6s a andlise das interacdes receptor-ligante. Em (C) pode-se visualizar a
melhor pose docada (no cluster 03), e em (D), o diagrama 2D correspondente no sitio ativo do
receptor. Figura da Autora.



= Dados da interacdo proteina-ligante (cluster 01):

— HHB cluster 01: NAD (2.44A) e Tyr158 (2.65A).

— NNB cluster 01: Met98, Met103, Glul04, Tyr158, Pro193, Ile194, Argl95,
Alal98, 11e202, Leu207, Glu219 e NAD.

= Dados da interacdo proteina-ligante (c/uster 03):

— HHB cluster 03: NAD (2.86A e 2.84A)

— NNB cluster 03: Met103, Phel49, Alal57, Tyrl58, Prol193, Met199,
Leu207, Ile215, Glu219, e NAD.

81
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7 Consideracdes Finais

Esta Tese de Doutorado foi desenvolvida como parte do esfor¢co que vem sendo
aplicado no desenvolvimento racional de novos medicamentos para o tratamento da
tuberculose.

Virios estudos tentaram elucidar o mecanismo de agdo da INH que, desde o seu
surgimento, ainda ¢ considerado o principal firmaco utilizado para o tratamento da
doenga. E amplamente aceito que a INH é uma pré-droga e por isso precisa
necessariamente passar por uma reagdo oxidativa para formar um aduto com
NAD(H), e assim se tornar ativa, ou em outras palavras, a INH por si s6 ndo é capaz
de inibir a enzima InhA do Mtb. A sua efic4cia exige a formacdo do aduto.

O aduto INH-NAD(H) ¢ formado quando a INH se liga ao quarto carbono (C4) do
anel nicotinamida do NAD(H) através de uma ligacdo covalente, e este aduto se forma
no interior do sitio catalitico da enzima InhA (Rozwarski ef al., 1998). Varios trabalhos
corroboram para a ideia de que a formacdo deste aduto ¢ precedida pela formacao de
intermedidrios reativos, e aparentemente, um radical acil é o intermediario-chave na
oxidagdo de INH (Rozwarski ef al, 1998; Nguyen et al, 2001; Amos et al., 2008).
Dados experimentais sugerem que a inibi¢do da enzima InhA ocorre mais
rapidamente quando na presenca de NADH se comparado ao NAD+, o que
demonstra a importancia deste radical acilado (Johnsson ez al., 1994).

Braslau et. al. (2002) demonstraram que a oxidacdo de hidrazidas mediadas por
oxidantes metédlicos de transi¢cdo envolvem a formag¢do de um radical acil
intermediario. Tendo isso em mente, no estudo proposto por Sousa ef al. (2012), o
composto 1QG607 foi criado numa tentativa de superar o mecanismo de ativacdo da
INH, e ainda assim ser capaz de formar o radical acilado intermedidrio. A ideia era criar
um composto capaz de auto-ativagdo que poderia promover uma reagdo de
transferéncia de elétrons intramolecular sem a necessidade da ag¢do oxidativa da
enzima catalase/peroxidase KatG.

Foi verificado que a por¢do pentacianoferrato sozinha do composto 1QG607 ndo
tem a capacidade de inibir a enzima InhA, seja na presenca ou na auséncia de NAD
(H), mostrando que a por¢do INH ainda ¢ o farmacoforo principal (Sousa et al., 2012)
do composto IQG607. No entanto, o autor sugere que o grupamento
pentacianoferrato provocou impacto no mecanismo de ativagdo da INH. O estudo
mostra que o atomo de ferro (Fe) do IQG607 provoca a oxidagdo da INH permitindo
que a reagdo intramolecular de transferéncia de elétrons aconteca de forma mais
rapida (Sousa ef al., 2012).

Embora as simulagdes de docagem molecular do complexo Inha-ligantes tenham

nos levado a crer que os trés andlogos do 1QG607 desenhados para este trabalho
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poderiam gerar bons compostos, apos a sintese do complexo 1 foram realizados ensaios
enzimaticos e se descobriu que ndo havia variacdo na atividade da enzima. Isso
indica que o composto ndo apresentou o efeito inibidor sobre a enzima InhA, como
era inicialmente esperado.

Em nossa tentativa de alongar o composto IQG607, permitindo assim um numero
maior de angulos de tor¢do para a molécula, e com isso, promover um melhor encaixe
do ligante na cavidade de ligacdo do substrato, descobrimos que dois grupamentos
importantes da INH foram separados, o que provocou a perda de atividade do
farmaco. Fazendo um levantamento na literatura recente, este fendmeno observado,
ndo foi relatado até o momento da redagdo desta Tese.

Nossa hipodtese € que as modificagdes que foram introduzidas no composto 1QG607
impediram a formac¢do do radical acil e, portanto, o aduto ndo pdde ser formado.
Como relatado por Wilming ez al. (1999), a formacdo de produtos isonicotinamida
ocorre a partir da quebra da Ligacdo C-N da isoniazida, mas as modificagdes que
introduzimos nos derivados de IQG607 foram feitas entre o anel de piridina da INH e
o grupo hidrazida. A nossa teoria ¢ que a separacdo do grupo carbonil do anel
piridinico proporciona o isolamento da carbonila, e esta pode ser a razdo pela qual a
transferéncia de elétrons ndo ocorre. As modificagdes introduzidas na molécula podem
provavelmente ter quebrado a ressonancia do anel piridinico, em relacdo ao grupo

carbonil, impedindo a transferéncia de elétrons, como pode ser visto na Figura 24.

NCy,,, |: WCN

NC,, | aCN
Fe . |',\\\\\
NC( | \CN /Fe\
N N | Yen
CN
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Figura 24: Provavel mecanismo de interrup¢do da transferéncia de elétrons. O composto
IQG607, em sua forma original, permite que a reag@o intramolecular de oxidacdo ocorra de
forma natural. Porém, com a quebra da ressondncia (complexo 1) impede a oxidagdo
intramolecular, e assim a possivel formag¢ao do radical acil correspondente. Figura cedida pelo
Prof. Pablo Machado.
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8 Conclusoes

O presente trabalho relata os esforcos realizados na tentativa de contribuir para a
descoberta de novas moléculas candidatas a farmacos, baseadas no composto
IQG607, inibidor da enzima InhA de Mycobacterium tuberculosis.

Durante este estudo projetamos moléculas analogas ao composto 1QG607, um
composto que acreditamos representar um novo e importante candidato a
medicamento para o tratamento da tuberculose, agindo de forma a inibir a enzima
InhA de Mtb. A Figura 25 ilustra de forma clara as principais etapas desenvolvidas

durante a elaboracdo desta Tese de Doutorado.
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Figura 25: Representacdo das principais etapas do desenvolvimento do projeto de pesquisa.
Modificacdes no composto IQG607 original foram introduzidas (esquerda). A interagdo dos
compostos derivados foi simulada e avaliada (centro). Apds o processo de sintese e testes de
bancada, foi formulada a hipotese da inativagdo do composto derivado (direita). Figura da
Autora.

Como nossos resultados revelaram as modificagcdes que foram introduzidas no
IQG607 original no exato ponto em que fizemos isso, causou a inativagdo do composto
derivado. Para explicar este fendmeno, acreditamos que de alguma forma, a separacao do
anel de piridina e a ligacdo C-N parece impedir a reagdo de transferéncia de elétrons que
¢ esperada para completar a oxidagdo da INH, assim inativando o complexo.
Acreditamos que os nossos dados corroboram com a ideia de que existe a necessidade
de um mecanismo de ativagdo para a INH, e que este ¢ provocado pela oxidagdo da
porcdo hidrazida do composto. Nossos dados reforcam também a ideia do mecanismo de
acdo proposto anteriormente para o composto [QG607. Analisando nossos resultados,
podemos observar que uma vez que ocorre o isolamento da transferéncia de elétrons (ou
tornando o mesmo dificil de acontecer) ndo se tem mais um composto ativo. Portanto,
concluimos que novas modificagdes podem ser projetadas para o composto 1QG607,

desde que a ressonédncia da molécula ndo seja quebrada.
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9 Trabalhos Futuros

Acreditamos que sem duvida o composto IQG607 representa um interessante
candidato ao desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento da
tuberculose, uma doenca que apresenta tanto apelo social e humanitario. Muito ainda
pode ser investigado para contribuir na constru¢do do conhecimento acerca deste
composto.

Como sugestdes para trabalhos futuros pode-se citar:

* O desenho de novos andlogos do composto IQG607 e sintese dos mesmos.

* Testes in vitro e in vivo dos compostos sintetizados.

* A introdug¢do de dtomos de halogénios em pontos estratégicos do composto,
provocando modificacdes conformacionais no sitio ativo da proteina de
forma a impedir a fungcdo desempenhada pela InhA no processo de sintese de

acidos graxos.



Apéndice A

A.1 Simulacoes de docagem molecular dos compostos desenhados pelo Prof.
Pablo Machado

Em adi¢do aos modelos desenhados durante o desenvolvimento desta Tese de
Doutorado, foram realizadas simulagdes de docagem molecular com cinco
compostos (Figura 26) desenhados pelo Prof. Pablo Machado, integrante do Centro
de Pesquisas em Biologia Molecular e Funcional — CPBMF e do INCT-TB -
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Tuberculose.

Da mesma forma que os compostos anteriores, as cargas dos compostos foram
adicionadas com o software VegaZZ e o posicionamento das moléculas foi realizado
com o software VMD, obedecendo os mesmos critérios usados para o composto
1QG607 e seus derivados.

Uma caracteristica marcante nestes compostos ¢ a unido de dois anéis fendlicos
por meio de uma ligacdo N-N. Esta ligacdo foi mantida fixa, ou seja, ndo foi
permitido angulo de giro entre estes dois &tomos, mantendo esta parte da molécula
rigida, e as demais ligacdes flexiveis (caso contrario a molécula fica muito rigida e
acaba ndo saindo do lugar - isto foi testado para todos os compostos).

Foram construidos manualmente novos conects, que sdo arquivos de formato
especifico contendo as instru¢des de como cada atomo da molécula deve se ligar a
outro e qual deve ser este atomo. Isto foi feito para cada um dos compostos
testados, pois a numeragdo dos atomos muda depois da molécula preparada para

docagem.
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composto_01 composto_02 composto_03

composto 04 composto 05

Figura 26: Representacdo do tipo “palitos e esferas” dos compostos derivados da INH
empregados nas simulacdes de docagem molecular utilizando o receptor cédigo PDB 1P44 da
enzima InhA de Mycobacterium tuberculosis. A coloragdo dos dtomos segue o modelo CPK
onde em branco vemos os hidrogénios, em cinza os carbonos, em azul os nitrogénios e em
vermelho os oxigénios. Figura da Autora.

Um resumo dos principais dados relacionados as simulagdes de docagem molecular destes
compostos, bem como das andlises da interag@o receptor-ligante que ocorreram durante estas
simulagdes sdo apresentados na Tabela 5. Mais detalhes podem ser encontrados nas secdes
deste apéndice que tratam de cada composto.

Tabela 5: Sumadrio das simula¢des de docagem molecular e interacdes receptor-ligante
realizados entre a InhA e os compostos desenhados pelo Prof. Pablo Machado.

Dados da simulagao Dados da Interagdo receptor-ligante
de docagem molecular
Composto Variagdo  FEB da Formacgao de Contatos
de FEB melhor ligacdes de H hidrofobicos
(kcal/mol) pose (HHB) — distancia  (NNB)
(kcal/mol) em
01 -6.17 -5.56 Nio ocorreu Phel49, Metl55,
a Prol56, Tyr158
-5.35 Leu218, NAD
02 -6.24 -6.24 Nio ocorreu Cluster  Cluster

a (cluster 01: 03:




-5.09 01) Gly104, Phel49
Metl55 Metl55
-5.09 Prol56 Prol56
(cluster Alal57 Tyrl58
03) Tyr158 Prol93
Pro193 Leu2l18
Leu207 NAD.
Ile215
Leu218
Glu219
Trp222
03 -6.63 -6.63 Cluster  Cluster  Cluster Cluster
a (cluster 01: 04: 01: 04:
-5.39 01) Alal57 NAD Met103 Metl55
(3.26) (3.04) Glyl04 Prol56
-6.01 Glyl04 Glu219 Phel49 Tyrl58
(cluster (2.93) (3.28) Metl155 Prol93
03) Ile194  Prol56 Ile194
(2.96) Alal57 Metl199
Tyr158  Tyrl58 Ile215
(3.14) 11e202  Leu218
Leu207 Glu219
Ile215 NAD
Leu218
Trp222
04 -5.62 -5.62 Cluster  Cluster  Cluster Cluster
a (cluster 01: 04: 01: 04:
-4.82 01) Nao Nao Glyl104 Phel49
ocorreu ocorreu Prol56 Metl55
-5.32 Alal57 Prol56
(cluster Tyr158  Tyrl58
04) Pro193 Prol93
Ile215  1le215
Leu218 Leu2l8
Glu219 NAD
Trp222
05 -5.87 -5.87 Cluster  Cluster  Cluster Cluster
a (cluster 01: 02: 01: 02:
-5.25 01) Nao Nao Glyl104 Phel49
ocorreu ocorreu  Metl55 Metl55
-5.57 Prol156 Prol56
(cluster Alal57 Tyrl58
02) Tyr158 Prol93
Pro193 Leu2l8
Ile215 NAD
Leu218
Glu219

Trp222
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A.1.1 Composto 01 (cluster 04)
= Dados da simula¢do de docagem:

— Formagao de 06 clusters.
— Variacdo de FEB: -6.17 a -5.35 kcal/mol (cluster 01 ao 06 ).
— Cluster com a melhor pose: 04 (com 02 poses).

— FEB do melhor cluster: -5.56 kcal/mol.
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Figura 27: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simula¢do de docagem molecular do
composto 01. Em (A) pode-se observar a melhor pose docada do composto 01 no sitio ativo do
receptor, baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D gerado pelo programa
LigPlot apds a analise das interagdes receptor-ligante. Figura da Autora.

Ol

= Dados da interacdo proteina-ligante (c/uster 04):

— HHB: Nao houve formacao de ligagdo de hidrogénio.

— NNB: Phel49, Metl55, Prol56, Tyr158, Leu218 e NAD.
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A.1.2 Composto 02 (cluster 01 e cluster 03)

= Dados da simulag¢ao de docagem:

= Formacao de 03 clusters.
— Variacdo de FEB: -6.24 a -5.09 kcal/mol (cluster 01 ao 03).
— Clusters com as melhores poses: 01 (com 13 poses) e 03 (com 01 pose).

— FEB dos melhores clusters:-6.24 ¢ -5.09 kcal/mol.
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Figura 28: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simulagdo de docagem molecular do
composto 02. Em (A) pode-se observar a melhor pose docada do composto 02 (no cluster 01)
no sitio ativo do receptor, baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D
correspondente, gerado pelo programa LigPlot apos a andlise das interacdes receptor-ligante.
Em (C) pode-se observar a melhor pose docada (no cluster 03), e em (D) no sitio ativo do
receptor o diagrama 2D correspondente. Figura da Autora.



91

= Dados da interacdo proteina-ligante (c/uster 01):

— HHB cluster: Nao houve formacgao de ligagdo de hidrogénio.

— NNB cluster: Gly104, Met155, Pro156, Alal57, Tyr158, Pro193, Leu207, 1le215,
Leu218, Glu219 e Trp222.

= Dados da interacdo proteina-ligante (c/uster 03):

— HHB cluster: Nao houve formagao de ligagdo de hidrogénio.

— NNB cluster: Phel49, Met155, Prol56, Tyr158, Pro193, Leu218 e NAD.
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A.1.3 Composto 03 (cluster 01 e 04)

= Dados da simulagdo de docagem:

= Formacao de 07 clusters.
— Variacdo de FEB: -6.63 a -5.39 kcal/mol (cluster 01 ao 07).
— Clusters com as melhores poses: 01 (com 08 poses) e 04 (com 05 poses).

— FEB dos melhores clusters: -6.63 € -6.01 kcal/mol.
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Figura 29: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simula¢do de docagem molecular do
composto 03. Em (A) pode-se observar a melhor pose docada do composto 03 (no cluster 01)
no sitio ativo do receptor, baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D
correspondente, gerado pelo programa LigPlot apos a andlise das intera¢des receptor-ligante.
Em (C) pode-se observar a melhor pose docada (no cluster 04), e em (D) no sitio ativo do
receptor o diagrama 2D correspondente. Figura da Autora.
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= Dados da interagdo proteina-ligante (cluster0l):

— HHB cluster: Alal57 (3.26A) e Gly104 (2.93A).

— NNB cluster: Met103, Gly104, Phe149, Met155, Pro156, Alal57, Tyrl58, 11e202,
Leu207, Ile215, Leu218 e Trp222.

= Dados da interacdo proteina-ligante (cluster 04):

— HHB cluster: NAD (3.04A), Glu219 (3.284), Tle194 (2.96A) e Tyr158 (3.14A).

— NNB cluster: Metl55, Prol56, Tyrl58, Prol93, Ile194, Met199, Ile215,
Leu218, Glu219 ¢ NAD.



94

A.1.4 Composto 04 (cluster 01 e 04)

= Dados da simulagdo de docagem:

= Formacao de 05 clusters.

— Variacdo de FEB: -5.62 a -4.82 kcal/mol (cluster 01 ao 05).
— Clusters com as melhores poses: 01 (com 19 poses) e 04 (com 01 pose).

— FEB dos melhores clusters: -5.62 € -5.32 kcal/mol.
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Figura 30: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simula¢do de docagem molecular do
composto 04. Em (A) pode-se observar a melhor pose docada do composto 04 (no cluster 01)
no sitio ativo do receptor, baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D
correspondente, gerado pelo programa LigPlot apos a andlise das interagdes receptor-ligante.
Em (C) pode-se observar a melhor pose docada (no cluster 04), e em (D) no sitio ativo do
receptor o diagrama 2D correspondente. Figura da Autora.



= Dados da interacdo proteina-ligante (c/uster 01):

— HHB cluster: Nao houve formagao de ligagdo de hidrogénio.

— NNB cluster: Gly104, Prol56, Alal57, Tyr158, Pro193, Ile215, Leu218,
Glu219 e Trp222.

= Dados da interacdo proteina-ligante (cluster 04):

— HHB cluster: Nao houve formagao de ligagdo de hidrogénio.

— NNB cluster: Phel149, Met155, Prol56, Tyr158, Pro193, 1le215, Leu218, e
NAD.
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A.1.5 Composto 05 (cluster 01 e 02)

= Dados da simulagdo de docagem:

= Formacao de 04 clusters.

— Variacdo de FEB: -5.87 a -5.25 kcal/mol (cluster 01 ao 04).
— Clusters com as melhores poses: 01 (com 18 poses) e 02 (com 02 poses).

— FEB dos melhores clusters: -5.87 € -5.57 kcal/mol.
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Figura 31: Melhor encaixe receptor-ligante durante a simula¢do de docagem molecular do
composto 05. Em (A) pode-se observar a melhor pose docada do composto 05 (no cluster 01)
no sitio ativo do receptor, baseado nos critérios citados no texto. Em (B) o diagrama 2D
correspondente, gerado pelo programa LigPlot apos a andlise das interagdes receptor-ligante.
Em (C) pode-se observar a melhor pose docada (no cluster 02), e em (D) no sitio ativo do
receptor o diagrama 2D correspondente. Figura da Autora.
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= Dados da interacdo proteina-ligante (c/uster 01):

— HHB cluster: Nao houve formagao de ligagdo de hidrogénio.

— NNB cluster: Gly104, Metl55, Prol56, Alal57, Tyr158, Pro193, Ile215, Leu218,
Glu219 e Trp222.

= Dados da interacdo proteina-ligante (c/uster 02):

— HHB cluster: Nao houve formagao de ligagdo de hidrogénio.

— NNB cluster: Phel49, Met155, Prol56, Tyr158, Pro193, Leu218 e NAD.



Apéndice B

B.1

Software Utilizado para o Desenho e Manipulacgdo das Estruturas

A derivacdo de moléculas do composto IQG607 envolveu uma série de etapas

bastante distintas, e estas foram relatadas ao longo do texto desta Tese. Porém, antes

de iniciar as primeiras modifica¢des do composto IQG607, foi necessario fazer uma

pesquisa com o objetivo de encontrar os melhores programas disponiveis para

desenho e manipulacdo de moléculas. Este periodo demandou tempo para

pesquisa, leitura e aprendizagem de cada soffware, para poder assim avaliar o

desempenho e a efetiva aplicagdo de cada um. Nesta busca foram avaliados

programas tais como os listados a seguir:

ChemTool 1.6.12 (http://ruby.chemie.uni-freiburg.de/~martin/chemtool/):
Este é um software relativamente simples, desenvolvido para sistemas Linux e
Unix que permite o desenho 2D de moléculas organicas que podem ser salvas
em varios formatos tais como X bitmap, PostScript, SVG, XFig, MDL molfile,
PNG, entre outros.

* EasyChem 0.6 (http://easychem.sourceforge.net/): Este programa ¢ muito

semelhante ao ChemTool, também desenvolvido para sistemas Linux e Unix, que
permite exportar arquivos EPS usando fontes de texto do sistema IATEX (sistema

de tipografia de alta qualidade, amplamente utilizado no meio cientifico).

ViewMol 2.4.1 (http://viewmol.sourceforge.net/): Com este sofiware ¢ possivel
construir e editar moléculas, visualizar a geometria destas moléculas em
diferentes representacOes graficas, desenhar funcdes bdsicas como orbitais
moleculares e densidade elétrica, desenhar propriedades definidas em grid,
mostrar forcas agindo sobre um atomo em uma determinada configuracao,
entre outras funcgdes. Este programa permite salvar novas moléculas em
formatos TIFF, PNG, HPGL, e PostScript. Além disso, animag¢des podem ser
convertidas para video (MPEG).

UCSF Chimera 1.5 (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/): Trata-se de um
software mais robusto que permite ao usudrio a visualizacdo e a andlise de
estruturas moleculares a nivel tridimensional, incluindo mapas de densidade,
alinhamento de sequéncias, resultados de simulacdes de docagem molecular,
trajetorias e ou conjuntos de conformag¢des de uma determinada estrutura.
Com este programa ¢ possivel também a geracdo de imagens e animagdes de

alta qualidade.
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= OpenBabel 2.2.3 (http://openbabel.org): Este ¢ um compilado de ferramentas
projetadas para tratar dados de moléculas quimicas em diversas linguagens de
programacdo. Trata-se de um projeto aberto e colaborativo que permite ao
usuario pesquisar, converter, analisar ou armazenar dados de modelagem

molecular, quimica, materiais de estado sdlido, bioquimica ou areas afins.

e ArgusLab (http://www.arguslab.com/ ): Pacote de modelagem molecular de
distribuigdo gratuita. E um programa que auxilia no processo de planejamento de
farmacos, que permite a modelagem molecular, graficos, tratamento de moléculas

e desenho estrutural de compostos quimicos.

e VegaZZ (http://www.vegazz.net/ ): Pacote de modelagem molecular de distribui¢cdo
gratuita. Utilizando a biblioteca grafica OpenGL, permite a geracdo de imagens de
qualidade e em tempo real. Com este programa ¢é possivel construir e ou editar
moléculas e tratar as mesmas de acordo com os critérios desejados. Permite
calculos moleculares, conformacionais, simula¢des de dinamica molecular,
andlise de trajetorias moleculares, e entre outras qualidades, é preparado para

trabalhar com arquivos tanto de entrada como de saida em diversos formatos.

Vale lembrar que estes sdo apenas alguns dos programas disponiveis para edi¢do e
manipulacdo de moléculas quimicas. Cada sofiware apresenta as suas peculiaridades e
suas particularidades, e por esse motivo foi necessario o uso de mais de um para cada

etapa de desenvolvimento deste estudo.
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