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RESUMO

Esta pesquisa refere-se a um estudo computacional via simulagido por
dinamica molecular (DM) que investiga os efeitos da temperatura na InhA, enzima
2-trans-enoil-ACP  (CoA) redutase do Mycobacterium tuberculosis (MTB). A
temperatura pode interferir na estrutura e fungao protéicas, na habilidade de ligagao
de uma proteina, na distribuicdo dos microestados, na conformagao molecular média
e nas reagoes enzimaticas. A partir do inicio do século XX, os experimentos in silico
tem sido cada vez mais utilizados para auxiliar na compreensao e comprovagao das
hipéteses tedricas elaboradas em diversas areas da ciéncia. Neste contexto, a
simulacdo por dindmica molecular (DM) tem sido uma das técnicas da biofisica
molecular computacional utilizadas no estudo da variagdo das propriedades
estruturais do estado nativo das proteinas e no planejamento e design de farmacos.
Esta pesquisa investigou o efeito da temperatura sobre a enzima 2-trans-enoil-ACP
(CoA) redutase (InhA) através de um estudo por simulagdo pela DM (SDM). A
enzima InhA é um importante alvo para a isoniazida (INH), um dos farmacos
utilizados no tratamento da tuberculose (TBC). O complexo enzimatico InhA-NADH
foi submetido a uma SMD a 25 °C (298 K) e outra a 37 °C (310 K) durante um
periodo de 20 ns. A temperatura de 37 °C foi escolhida por corresponder a
temperatura corporal humana. Por outro lado, 25 °C representa a temperatura
ambiente utilizada nos experimentos realizados em condicbes normais de
temperatura e pressao (NTP). Alguns parametros iniciais (desvio médio quadratico,
raio de giro, superficie acessivel ao solvente) foram obtidos a partir da analise dos
dados das duas trajetdrias. Existem diferengas conformacionais estatisticamente
significativas entre as estruturas 3D resultantes das SDM a 25 °C e 37 °C. Também
pesquisou-se o efeito da temperatura sobre a flexibilidade molecular. Enquanto

observamos um importante aumento da flexibilidade na regido de ligagdo do
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substrato (alga A, alga B e alga de ligagdo do substrato) aos 37 °C, as hélices a6, a7
e o2 apresentaram Fatores-B menores na temperatura corporal humana. Na regido
do sitio de ligacdo da coenzima, apenas trés residuos (Ser20, lle21 e Phe41)
apresentaram uma menor flexibilidade com o aumento da temperatura. Pequenos
aumentos de temperatura afetam significativamente a conformag¢ao de uma proteina
em regides importantes para o desempenho de suas fungdes. A elevagdo da
temperatura aumenta a flexibilidade da estrutura protéica, porém de forma
heterogénea, preservando regides que necessitam de maior estabilidade no aspecto
funcional. As nitidas modificagcbes da enzima InhA e sua coenzima NADH durante
um processo de alteragdo de temperatura de 25 °C para 37 °C devem ser
consideradas no decorrer do planejamento e design de qualquer farmaco. O
conhecimento detalhado das estruturas alvo, portanto, deve levar em conta as
condigbes ambientais (presséo, temperatura, pH) as quais serdo submetidas em in
vivo. Sugerem-se, para o futuro, pesquisas com temperaturas maiores e trabalhos

com docking.

Palavras-chave: biofisica molecular computacional, simulagdo por dinamica
molecular, temperatura, InhA, Mycobacterium tuberculosis, Fator-B, flexibilidade,

farmaco
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ABSTRACT

Temperature can interfere with protein structure and function, affecting its
ability to bind to other molecules, its conformational microstates distribution, as well
as the rate of its enzymatic reactions. Since the mid-20™ the in silico or computer
experiments have increasingly been used in different areas of science to help better
understand and prove theoretical hypotheses. In this context, molecular dynamic
(MD) simulations, a computational molecular biophysics technique was used in the
study of structural variations in the native state of proteins as well as in the design
and development of new drugs. The focus of the present study is on the effect of
temperature in the enzyme 2-trans-encil-ACP (CoA) reductase (InhA) from
Mycobacterium tuberculosis by means of MD simulations. The InhA enzyme is the
bonafide target of isoniazid (INH), the most important medicine used in the treatment
of tuberculosis. The InhA-NADH enzymatic complex was submitted to MD
simulations at 25 °C (298 K) and at 37 °C (310 K) for a total simulation time of 20 ns
each. The temperature of 37 °C was chosen because it is the human body
temperature, whilst 25 °C is used in in vitro experiments under normal conditions of
temperature and pressure (NTP). Structural parameters such as root-mean square
deviation or RMSD, radius of gyration, B-factors, and solvent accessible surface area
were calculated from the MD trajectories. There are statistically significant
conformational differences between the 3D structures resulting from 25 °C and 37 °C
MSD. We also investigated the effect of temperature in the molecular flexibility. While
observing a significant increase in flexibility in the substrate binding region (A- and B-
loops and in the substrate biding loop), at 37 °C the helices a6, a7 and a2 presented
low B-factors at human body temperature. In the NADH coenzyme binding site, only
three residues (Ser20, lle21 e Phe41) presented lower flexibility with temperature

increase. Small increases in temperature significantly affect the protein conformation
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in important regions that are relevant to its function. The increase in temperature
changes the protein flexibility but in a heterogeneous way, preserving regions that
need more stability in the functional aspect. The clear changes in the InhA enzyme
and its coenzyme NADH during the temperature increase process from 25 °C to 37
°C must be considered in planning new drugs against this target. Therefore, we
should take into account the environmental conditions (air pressure, temperature and
pH) which they will be submitted on in vivo. We suggest, for the future, that research
of targets to be done in temperature equal or very close to body temperature and to
the one used at the dynamic spectrum of these target structures in molecular docking

experiments, an important step in rational drug design.

Key-words: computational molecular biophysics, molecular dynamics (MD)
simulations, temperature, InhA or 2-trans-enoyl-ACP (CoA) reductase,

Mycobacterium tuberculosis, B-factor, flexibility, ration drug design.
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1.3 Justificativa



1.1 INTRODUGAO

O presente estudo envolve a investigacdo de possiveis alteracdes
conformacionais que a proteina InhA (2-trans-enoil-ACP (CoA) redutase) possa
sofrer com o aumento da temperatura. Realizaram-se, para isso, duas simulagdes
por dinamica molecular (DM) de 20 ns cada, aplicando-se valores diferentes de
temperatura para cada uma delas: 25 °C (temperatura ambiente) e 37 °C
(temperatura fisiolégica humana). Ao final da fase experimental, os dados foram
organizados em Graficos, Figuras e Tabelas e, posteriormente, analisados. Para
facilitar a leitura e o entendimento da questdo de pesquisa e seus resultados, a tese
foi dividida em CAPITULOS. No CAPITULO 1 apresentam-se o referencial tedrico,
0s objetivos e os argumentos que motivaram a realizagao deste trabalho. No
CAPITULO 2 descrevem-se os materiais e métodos empregados na pesquisa. No
CAPITULO 3 sdo discutidos os resultados obtidos nos experimentos
computacionais. No CAPITULO 4 apresenta-se o artigo cientifico submetido a um
periédico e, no CAPITULO 5, desenvolvem-se as consideracdes finais,
acompanhadas das perspectivas futuras. As palavras ou expressdes em negrito

estardo melhor definidas no glossario (CAPITULO 7).

1.1.1 As proteinas e os fatores ambientais

As proteinas sao polimeros de aminoacidos, com cada residuo de aminoacido
unido ao seu vizinho por um tipo especifico de ligacdo covalente denominada
ligacao peptidica (Lehninger et al., 2006). As proteinas desempenham diversas
fungdes bioldgicas nos processos vitais, podendo ser classificadas de acordo com
suas propriedades. Existem proteinas estruturais (as proteinas do capsideo viral, as

da camada mais externa da pele), proteinas que catalisam reacbes quimicas



(enzimas), proteinas de transporte e armazenagem (hemoglobina e ferritina),
proteinas reguladoras (hormdnios), proteinas que controlam a transcricdo génica e
proteinas envolvidas em reconhecimento (Lesk, 2008). Tanto a estrutura como a
funcdo protéicas podem sofrer alteracbes pelos fatores ambientais como, por
exemplo, pressao, pH, temperatura e concentracdo de sais. Medidas
termodinamicas indicam que, em condic¢des fisioldgicas, as proteinas sao apenas
marginalmente estaveis no estado nativo (Voet et al., 2000; Berg et al., 2008).
Cada uma das varias influéncias néo-covalentes nas proteinas - como efeitos
hidrofdbicos, interacdes eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio (H) e forgas de Van
der Waals — envolve uma quantidade de energia que pode chegar a milhares de
quilocalorias por mol (kcal/mol) em uma molécula inteira de proteina (Voet et al.,
2000). Portanto, o conjunto das interacbes nao covalentes sdo muito importantes
para a estabilizacdo da conformagao das proteinas. Para uma dada proteina,
somente um pequeno numero de conformacdes possiveis tem significado biolégico
(Murray & Harper, 1998). A compreensao do papel das alteragbes conformacionais
de uma proteina durante o processo de catalise enzimatica tem sido objeto de
estudo entre os enzimologistas (Benkovic et al., 2008).

A distribuicdo dos estados conformacionais que uma proteina pode ocupar é
potencialmente astronémica. As caracteristicas deste conjunto de estados pode
influenciar profundamente a estabilidade, a dindmica e a fungéo da proteina (Song et
al.,, 2007). Uma proteina pode ser encontrada, portanto, em uma variedade de
microestados que diferem em suas conformacgdes (Wintrode et al., 2003). A
distribuicado dos microestados € temperatura-dependente, de forma que a elevacgao
da temperatura aumenta a fragdo da populagcdo de conformacdes relativamente
desordenadas, as quais deixam de possuir a geometria necessaria para permitir a

ligacao da proteina com um substrato (Somero, 2004). A habilidade de ligagdo de



uma proteina, portanto, € fortemente influenciada pela temperatura. As estruturas
relativamente flexiveis que favorecem valores altos de atividade catalitica (kcat)
(como as estruturas que realizam um rapido movimento de fechamento durante a
ligagdo) apresentardo, com o aumento da temperatura, um enfraquecimento da
ligacdo com o substrato, pois uma fracdo maior das conformagdes da enzima
encontrar-se-ao no estado de “ligagdo-incompetente”) (Somero, 2004).

Um diagrama de energia livre para o enovelamento protéico mostra
macroestados estaveis (nativo, desnaturado e intermediario), considerando as
fontes aproximadas de energias harménicas como um conjunto de uma reagao
global coordenada. Um quadro mais completo considera macroestados compostos
de conjuntos de microestados (Figura 1.1) com similar, mas nao idénticas, energias

e conformacdes (Merkley et al., 2008).

Minimo local

Minimo

verdadeiro -‘%E
Proteina
Correta

Figura 1.1 A estrutura 3D de uma proteina nativa sob condi¢des fisiolégicas € aquela na
qual a energia livre do sistema é a mais baixa (Anfinsen, 1973). Assim, enquanto proteinas
podem mostrar outros minimos locais durante o enovelamento, existe apenas um unico
arranjo com energia minima verdadeira. Figura extraida e adaptada de Holliman (2000).



Este conjunto de conformagdes pode ser descrito através de uma superficie
padrdao multi-dimensional de energia-livre (landscape) que é bastante rugosa,
contendo estados transicionais e de multiplos minimos (Benkovic et al., 2008).

Os microestados sido populados de acordo com a distribuicao de
Boltzmann. Variagdes da temperatura alteram a populacdo relativa dos
microestados conformacionais com o macroestado. Se a conformacdo molecular
meédia varia com a temperatura, as propriedades do estado nativo também irdo se
alterar com a temperatura. A variacdo das propriedades estruturais no estado nativo
podem ser observadas e analisadas através do método da Dindmica Molecular (DM)
(Merkley et al., 2008).

Os fatores termodindmicos de associacdo envolvidos na interagdo das
macromoléculas biologicas (enzima-substrato, anticorpo-antigeno, hormdnio-
receptor, etc.) sdo caracterizados pela estequiometria da interagdo (n), a constante
de associagao (Kj), a energia livre de ligacdo (AGy), a entalpia de ligagao (AHy), a
entropia de ligacdo (ASp) e a capacidade calorifica ou térmica (ACp). Juntamente
com a informacao estrutural, as energias envolvidas nas ligagdes podem fornecer
uma dissecagcdo completa da interacdo e auxiliar na identificagdo das principais
regides de interface e contribuigdes energéticas (Pierce et al., 1999).

A segunda lei da termodinamica estabelece que: “a entropia total de um
sistema deve aumentar quando um processo ocorre espontaneamente”. A entropia
representa o grau de desordem ou distribuicdo ao acaso do sistema e torna-se
maxima a medida que este se aproxima do equilibrio verdadeiro (Murray et al.,
1998). Sob condigbes de temperatura e pressao constantes, a relagdo entre a
variagédo de energia livre (AG) de um sistema reagente e a variagcao da entropia (AS)
€ dada pela seguinte equacéao (Murray et al., 1998):

AG =AH-TAS ou AG = AE - TAS



onde

T = temperatura

AH = Ea — RT é a variagao da entalpia (calor)
R = a constante dos gases

Nas reagbes bioquimicas, podemos substituir AH por AE (variagao total da
energia interna da reacdo) pois os valores de ambas as varidveis sé&o
aproximadamente iguais. A energia de ativagao (Ea) é calculada pela equagao de
Arrhenius, pelo método dos minimos quadrados.

Zavodszky et al. (1998) realizaram um estudo comparativo entre a enzima
3-isopropilmalato desidrogenase (IPMDH, E.C. 1.1.1.85) da bactéria termofilica
Thermus thermophilus HB8 e seu homologo IPMDH encontrado na bactéria
mesofilica Escherichia coli. As enzimas termofilicas sdo estaveis e plenamente
ativas em temperaturas elevadas, apresentando caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes aos seus homodlogos.

A estabilidade protéica pode ser expressa em termos de diferenga de energia
livre associada ao desenovelamento da conformagdo da [IPMDH. A
macroestabilidade é caracterizada pela variagdo da energia livre do estado nativo
para o desnaturado (AGn_,p calculado por mol da unidade cooperativa), i.e., pelo
trabalho necessario para transferir a proteina do estado macroscopico nativo (N)
para o (D) desnaturado. Por outro lado, a microestabilidade € caracteristica da
rigidez de uma estrutura, com AG™° (variagdo da energia livre do micro-
desenovelamento) como a energia livre de Gibbs associada com as reagdes locais,
reversiveis, ndo-cooperativas de “desenovelamento” dentro do estado enovelado. A
macroestabilidade mantém a integridade da conformagédo nativa enovelada,
enquanto que a microestabilidade determina a flexibilidade da proteina, que é,

presumivelmente, responsavel pela fungao 6tima (Zavodszky et al., 1998).



Experimentos da termoestabilidade procuram elucidar como uma proteina
desenovela-se globalmente em resposta a energia térmica. Assim, priorizando a
medida dos movimentos globais em detrimento dos movimentos locais, consegue-se
explicar, com maior detalhe, como as dindmicas protéicas podem determinar sua
termoestabilidade (Zhang et al., 2004).

As forgcas de interagdo entre uma molécula (farmaco, substrato, ligante,
inibidor) e uma proteina/enzima podem incluir interagdes hidrofobicas, eletrostaticas,
de van der Waals e ligagdes de hidrogénio. Um estudo da interacdo entre a
albumina sérica humana e a vitamina B12 constatou uma relagcdo inversamente
proporcional da constante de ligagao (Ky) (7,40; 6,93; 6,22; 5,27) com 0 aumento da
temperatura (292, 298, 304 e 310 K), mostrando, que a K, diminui com a elevagao
da temperatura (Hou et al., 2008).

A agua, assim como as pontes salinas, afetam a termoestabilidade por
influenciar, de uma certa forma, as conformagdes suscetives as mudangas (Zhang et
al. 2004, Bakker et al. 1999). As macromoléculas biolégicas, como as proteinas,
conseguem adquirir e manter suas estruturas nativas 3D em diversos ambientes,
como, por exemplo, em solugdo aquosa (Burova et al., 2000).

ApOs a ligagao inicial de um substrato a uma enzima, a sua afinidade mutua
no meio aquoso aumenta proporcionalmente a sua taxa de produgado. Durante a
transformacdo do substrato, sua constante de dissociacdo (Ky), algumas vezes
alcanga valores muito baixos no estado de transi¢ao (Wolfenden et al., 1999). O
aumento da eficiéncia enzimatica deve-se muito mais ao componente entalpico da
reacao do que ao entrépico (Wolfenden et al., 1999).

Harcourt (1867) revela que as taxas das reagdes quimicas aumentam com a
elevagdo da temperatura, tendendo a dobrar o coeficiente de temperatura (Q),

quando a temperatura é ajustada de 20 a 30 °C (“Q10=2").



Wolfenden et al. (1999) mostraram que reagdes muito lentas tendem a ser
muito mais sensiveis a temperatura do que a generalizagdo possa sugerir, pois a
eficiéncia enzimatica de muitas enzimas aumenta acentuadamente com a diminuigao
da temperatura. Portanto, um aumento da afinidade enzimatica por inibidores de
enzimas analogos do estado de transicdao, em relacdo aos substratos
convencionais ou analogos de substratos, € esperado com o decréscimo da
temperatura.

A nitida dependéncia que ha da temperatura do K; (coeficiente de inibigcao)
fornece um novo critério para testar possiveis inibidores analogos do estado de
transicdo e pode representar uma importante orientagdo no uso pratico dos analogos
dos estados de transicdo como antagonistas de enzimas na medicina e na
agricultura (Wolfenden et al., 1999).

Por outro lado, estudos por calorimetria de titulacdo isotérmica revelaram que
a ligagédo otima do fator de viruléncia estreptococico G148-GA3 a albumina sérica
humana ocorre a temperatura de 37 °C. Nesta temperatura fisioldgica, obteve-se o
menor perfil de energia livre para a reagdo em estudo (Rozak et al., 2005). A
elevagdo da temperatura (20 a 37 °C) também esta relacionada a um maior
crescimento celular bacteriano e a um aumento da sintese protéica (Farewell &
Neidhardt, 1998).

A elevacao da temperatura aumenta a velocidade da reacgéo, pois ocorre uma
maior agitacdo e colisdo entre atomos e moléculas. Todavia, nas reacdes
catalisadas por enzimas que s&o encontradas em temperatura ambiente, a
velocidade tende a diminuir quando a temperatura passa de 35 °C e 40 °C
(Campbell, 2006). Temperaturas muito elevadas alteram as estruturas secundarias
e terciarias das enzimas, podendo leva-las até a um processo de desnaturagao

(Campbell, 2006).



1.1.2 Efeito da temperatura sobre as proteinas

Os niveis de temperatura e de hidratacdo controlam as propriedades
estruturais e dindmicas comuns das macromoléculas. Em temperaturas elevadas, os
atomos das proteinas podem apresentar movimentos anarmoénicos devido as
transicoes entre subestados conformacionais multiplos que caracterizam o variado
perfil de energia das biomoléculas. Em baixas temperaturas, as transicbes entre os
subestados conformacionais sdao menos frequentes e as macromoléculas sao
congeladas em diversos minimos de energia (Melchionna et al.,, 1998). A
temperatura exerce importantes efeitos na estrutura e atividade das proteinas, sendo
um dos importantes fatores ambientais que influenciam as atividades biolégicas das
células vivas (Villeneuve et al., 2005). A temperatura pode afetar enormemente as

reagdes enzimaticas (Figura 1.2).
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Figura 1.2 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica Exemplificacdo da
relacdo entre a velocidade de uma reacdo quimica e a temperatura. A medida que a
temperatura do ambiente aumenta, a velocidade da reagdo enzimatica eleva-se. A
temperatura na qual a atividade enzimatica € maxima é chamada de temperatura 6tima. Em
organismos mesofilicos, a temperatura em que as enzimas atingem a sua melhor velocidade
de reagédo é de cerca 35 °C a 40 °C. A partir destes niveis, a elevagdo gradativa da
temperatura vai ocasionando uma diminuicdo na velocidade da reacdo enzimatica
(Campbell, 2006).



As proteinas participam de uma ampla gama de reagdes, todas envolvendo
movimentos internos de seus atomos. Algumas, como na ligagcao e liberagdo de
oxigénio na mioglobina e hemoglobina e as catalises das reagdes pela enzimas,
envolvem a formacéo e quebra de ligagbes quimicas. Outras reagcbes sao regidas
por interagdes relativamente fracas (van der Waals) e forgas eletrostaticas podendo
envolver alteragcbes conformacionais, tais como movimentos do “hinge-bending’,
reorientacées de subunidades e de enovelamento e desenovelamento da cadeia
polipeptidica (Karplus, 2000). Qualquer uma das interagées acima dependem da
temperatura devido a imensa gama de movimentos protéicos subjacentes nas
escalas de tempo e de comprimento (Karplus, 2000).

As reagbes cataliticas e a ativagdo do complexo enzima-substrato, em
especial, sdo sensiveis a temperatura (Low et al., 1973). Existe uma temperatura na
qual a atividade da enzima € maxima, chamada de temperatura enzimatica 6tima.
De acordo com os ambientes analisados, serdo encontradas enzimas com diversos
otimos de temperatura. Acima da temperatura considerada 6tima, a velocidade da
reacao é reduzida devido a perda de atividade catalitica devido a desnaturagao
térmica. O efeito da temperatura sobre as enzimas também depende do pH, da forga
ibnica no meio e da presenca ou auséncia de ligantes (Campbell, 2006).

As enzimas, habitualmente, demonstram uma 6tima adaptagao de sua fungao
na faixa de temperatura ambiente do organismo que as produz (D’Amico et al.,
2003). Como consequéncia, a estabilidade das proteinas de um organismo
especifico depende da temperatura do seu ambiente. Por exemplo, proteinas de
organismos psicrofilicos se desnaturam a temperaturas acima de 30 °C (Georlette et

al., 2003).
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Nos animais homeotérmicos, capazes de manter constante a temperatura
corporal, a temperatura étima, geralmente, esta entre 35 °C e 40 °C (nos humanos,
36 °C a 37 °C). A taxa de metabolismo basal aumenta cerca de 13% para cada grau
Celsius (°C) da elevagdo de temperatura corporal. Pequenas elevagbes da
temperatura potencializam a defesa do organismo contra agentes infecciosos e
células neoplasicas (Sund-Levander & Grodzinsky, 2009; Voltarelli, 1994).

A natureza utiliza varias estratégias para adaptar as enzimas as alteragdes
ambientais de temperatura. Foi experimentalmente comprovado que as adaptacdes
mutacionais das enzimas para alteracdes ambientais de temperatura tendem a
manter uma flexibilidade conformacional 6tima nas temperaturas fisioldgicas
caracteristicas a cada microrganismo (Svingor et al., 2001). Proteinas extraidas de
organismos mesofilicos e termofilicos s&o interessantes objetos para o estudo das
relagdes entre a estabilidade estrutural, dindmica e sua funcdo. Uma comparacao
estrutural entre homdlogos de proteinas mesofilicas e termofilicas revelam que
familias diferentes de proteinas utilizam mecanismos estruturais diferentes para se
adaptar a temperaturas mais elevadas (Meinhold et al., 2008).

Comparagdes recentes entre as estruturas de proteinas mesofilicas e
hipertermofilicas tem identificado um numero de caracteristicas estruturais que,
acredita-se, serem responsaveis pelo aumento da estabilidade térmica. Uma
caracteristica importante é o elevado numero de pontes salinas na superficie de
dimero protéicos termofilicas (Bakker et al., 1999).

As flutuagcdes dinamicas de uma estrutura protéica ocorrem durante um ampla
faixa de tempo, que varia de fentosegundos a segundos (Benkovic et al., 2008).
Uma questdo fundamental a ser enfatizada € a existéncia da relagdo entre as
flutuagbes conformacionais da estrutura enzimatica e sua fungdo catalitica

(Hammes-Schiffer & Benkovick, 2006; Jaenicke & Zavodszky, 1990).
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A conservacdo das propriedades estruturais e funcionais necessarias das
proteinas, nas espécies adaptadas a diferentes temperaturas e pressoes, € obtida
através da variagao na sequéncia dos aminoacidos e acumulo dos pequenos solutos
organicos (por exemplo acgucares, alcoois) que estabilizam as caracteristicas
protéicas. Embora ortélogos de diferentes espécies termicamente adaptadas variem
na estabilidade, acredita-se que, em temperaturas fisiolégicas, um conjunto similar
de microestados conformacionais existam para todos eles. Estudos comparativos de
diversos conjuntos de ortdlogos demonstram que a estabilidade protéica geralmente
esta positivamente correlacionada com a adaptagéo a temperatura (Somero, 2003).

Diversos estudos experimentais realizados com microrganismos mesofilicos
e termofilicos comprovaram que a atividade enzimatica e a flexibilidade
conformacional estdo estreitamente correlacionadas e a adaptacdo evolucionaria
das proteinas a diferentes temperaturas fisioldgicas tende a manter a flexibilidade
conformacional adequada aquela temperatura (Zavodszky et al., 1998).

Um estudo dindmico computacional realizado por Hajdu et al. (2008) obteve o
parametro da flexibilidade conformacional da proteina Gliceraldeido-3-
fosfatodesidrogenase (GAPDH) em dois organismos: Thermotoga maritima
(TmMGAPDH, cuja temperatura fisiolégica ¢ de 68 °C) e musculo de rato
(RmGAPDH - temperatura fisiologica é de 25 °C). Em temperatura ambiente (21 a
23 °C), a flexibilidade conformacional da TmGAPDH é muito menor do que a
observada na RmGAPDH, mas aumenta com a elevagao da temperatura e torna-se
comparavel a da RmGAPDH a temperaturas préximas as fisioldgicas da Thermotoga
maritima. As principais alteragcdes foram observadas nas regides de ligagdo do
NADH e do substrato, mostrando como as adaptacdes se deram nos locais de maior
importancia funcional. Estes achados sustentam a idéia de que a dinamica na

GAPDH é essencial tanto para a fungéo catalitica como para a regulagao alostérica
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e que a flexibilidade conformacional da proteina, principalmente nas regides
importantes para a funcdo, é ajustada para a temperatura fisioldgica, maximizando a
eficiéncia da enzima na temperatura 6tima de crescimento do organismo (Hajdu et
al., 2008).

A bactéria Thermotoga maritima (Tm) foi objeto de estudo também de outro
pesquisador (Motono et al., 2007), o qual comparou os fatores termodinamicos da
proteina de choque frio (CSP — cold shock protein) com os de proteinas homodlogas
encontradas em duas bactérias mesofilicas. Apesar da TmCSP mostrar-se mais
estavel do que as outras CSPs a temperatura ambiente (21 — 23 °C), em condigdes
fisiologicas (68 °C) ela apresenta uma estabilidade termodindmica mais baixa.

Em simulagdes por DM a 300 K, a TmCSP mostra uma flexibilidade
semelhante as outras CSPs com excecdo das regides N e C-terminais, que se
apresentam mais rigidas. Estas regides sdo aproximadas por uma suposta rede
eletrostatica formada por quatro residuos e um par de ions. Estas interacbes sao
observadas tanto a 300 K como a 600 K, ndo sendo observadas nas outras CSPs.
Elas constituem uma verdadeira barreira cinética ao desenovelamento da TmCSP.
Isso sugere que os instrumentos da cinética nos permite uma melhor compreenséo,
auxiliada pelos recursos da termodinamica, de como a a enzima CSP da Tm possa
evitar o seu desenovelamento a altas temperaturas.

Sabendo-se que a magnitude da energia livre de ativacdo (AG*) representa a
“‘barreira de energia” a reacdo, as enzimas termoestaveis conseguem realizar
reagdes quimicas em temperaturas 6timas gragas a reducgéao significativa dos valores
de AG* (Low,1973).

O Chromobacterium violaceum, uma bactéria de solo disseminada em climas
tropicais, pode agir como um patdégeno oportunista. Para uma melhor compreenséao

dos efeitos da temperatura nesta bactéria, foi pesquisada a dependéncia da
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temperatura nas propriedades cataliticas e estabilidade de sua enzima fenilalanina
hidroxilase (PAH) (Zoidakis et al., 2005). Observou-se um aumento exponencial de
sua atividade catalitica maxima (k.a) com a temperatura (de 7 °C a 40 °C). O Ky
permaneceu constante entre 20 °C e 40 °C, mas rapidamente aumentou em
temperaturas inferiores a 20 °C. Este perfil cinético em relagéo a afinidade justifica a
preferéncia desta bactéria por climas tropicais (Zoidakis et al., 2005).

Um dos maiores temas de interesse na pesquisa dos procariotos refere-se ao
controle da expresséo génica e produg¢ao dos fatores de viruléncia pelos complexos
circuitos reguladores, em resposta a alteragbes no meio hospedeiro (disponibilidade
de nutrientes, pH, osmolaridade, fase de crescimento, tensdo de oxigénio,
concentracdo de ferro e temperatura). As bactérias patogénicas (que causam
doencgas) sdo expostas a diferentes temperaturas durante um ciclo infeccioso,
necessitando regular sua expressao génica de acordo com estas alteragdes (Smoot
et al., 2001).

O Streptococcus pneumoniae € um exemplo de adaptacédo a diversos sitios
da microbiota humana, ja que pode causar quadros patologicos em tecidos distantes
(pneumonia, meningite, faringite, otite, etc.) a partir da colonizagdo da nasofaringe
(Pandya et al., 2005). Devido a histéria natural da doenga pneumocdcica, a
regulacdo mediada pela temperatura poderia ter uma importante fungcdo na
viruléncia. Sabe-se que os fatores de patogenicidade estdo relacionados com as
caracteristicas epidemioldgicas das doengas infecciosas, mas a predile¢cdo de certos
fatores ambientais (como temperatura, concentragcdo de sais e outros) também sao
preponderantes para definir a preferéncia de algumas bactérias ou virus em
processos infecciosos especificos. Os genes e proteinas responsaveis por este

comportamento ainda permanecem desconhecidos. Por outro lado, a regulagdo da
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expressdo génica em funcdo da variacdo de temperatura tem sido amplamente
estudada nas bactérias patogénicas (Konkel & Tilly, 2000).

Uma alteracédo na temperatura de crescimento de 37 para 42 °C, no meio de
cultivo da bactéria Campylobacter jejuni (causadora de diarréia), resultou em um
aumento de 20% na expressao génica. (Stintzi, 2003).

O estreptococo do grupo A (S. pyogenes) € uma bactéria da microbiota
cutdanea que pode invadir a camada protetora da pele e causar doengas graves
como fasceite necrotizante ou sindrome do choque toxico. Percebeu-se que,
globalmente, esta bactéria transcreve uma quantidade de genes 9% maior a 29 °C
(temperatura da pele) do que a 37 °C (temperatura fisiolégica humana interna). E
importante salientar que a maioria destes genes (57%) tem fungéo inibitoria e podem
estar relacionados com fatores de viruléncia (Smoot et al., 2001).

Com a finalidade de melhorar o entendimento da capacidade de adaptagao do
estreptococo do grupo B (EGB) ao sangue humano, foi desenvolvido um estudo que
analisou o comportamento de todo o transcriptoma do genoma desta bactéria
durante a incubagdo em sangue de voluntarios sadios. Estas amostras foram
incubadas a 37 °C e 40 °C (simulando um estado febril). Observou-se uma
diminuigdo no nimero de transcritos na temperatura de 40 °C em relagdo a 37 °C
(Mereghetti et al., 2008).

O efeito da variagdo da temperatura externa nas proteinas quinases do
parasita Leishmania donovanii (formas promastigotos) foi objeto de estudo de Vieira
et al. (2002). A temperatura e o pH sdo considerados os dois maiores fatores
geradores de estresse encontrados pelo parasita ao infectar o hospedeiro mamifero,
pois a atividade maxima das proteinas quinases para os promastigotos foram

obtidas a um pH de 7.4 e temperatura de 30 °C. A liberagdo da proteina quinase
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constitutiva pela L. donovani parece ser um processo altamente regulado e é
controlado pelos fatores ambientais.

Bactérias patogénicas respondem a mudancgas da temperatura apresentando
alteracdes nas necessidades nutritivas, nas taxas de crescimento e na expresséo
dos fatores de viruléncia (Pandya et al., 2005).

O efeito da temperatura no metabolismo protéico dos miotubos C2C12 foi
investigado com a finalidade de estimar o potencial efeito da febre no catabolismo
dos musculos. No estado febril (40 °C), houve uma diminui¢do de 13 % da meia-vida
das proteinas de vida longa em relagdo a 37 °C (Morita et al., 1996).

Sarkar et al. (2006) pesquisaram o efeito do pH e da temperatura no
mecanismo de associagcdo e dissociacdo do complexo perfurante celular do
bacteriéfago T4. Através de experimentos sobre o equilibrio de sedimentacgao,
mostrou-se que os valores dos pesos moleculares mantinham-se estaveis nas
temperaturas mais baixas (4 °C, 20 °C) decrescendo, nitidamente, a 37 °C. Tais
resultados indicam que o processo de dissociacdo tem elevada dependéncia da
temperatura, pois os menores valores de massa molecular a 37 °C mostraram que
as subunidades protéicas encontravam-se separadas.

A prefenato desidrogenase é uma enzima chave na regulagdo da biossintese
da tirosina no Mycobacterium tuberculosis. Um estudo experimental, cujo objetivo foi
obter sua purificagdo e caracterizagdo (Xu et al., 2006), comprovou que a sua
atividade maxima é observada a uma temperatura de 310 K (37 °C). Esta informagao
€ bastante relevante para o presente estudo que avalia 0 comportamento dindmico e
estrutural de uma outra enzima do MTB, a InhA, em fungcdo do aumento da
temperatura. Apesar de tratar-se de uma enzima diferente, o estudo da prefenato
desidrogenase ressalta a importdncia de se investigar as propriedades

conformacionais das proteinas em diferentes temperaturas.
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A liberagao de éxido nitrico (NO) e 6xido nitrico sintase (ONS), por parte dos
macrofagos, sdo elementos importantes na resposta imune celular. Em condigbes
ambientais fisioldgicas (37 °C), a presenga de outros mediadores, como interferon
(IFN)- v e lipopolissacarideos (LPS) sédo necessarios para a produgdo do ON. Ja em
temperaturas préprias do estado febril (39,5 °C), a presenga uUnica de LPS é
suficiente para estimular a sintese de NO (Pritchard et al., 2005). Estes achados
sugerem que a variagao térmica microambiental € um elemento importante que

influencia a atividade inflamatéria dos macrofagos.

1.1.3 Biofisica molecular e computacional

Até meio século atras, as estruturas 3D das proteinas eram estudadas
indiretamente. Em 1970, a classificagdo das proteinas de acordo com sua estrutura
secundaria resultou em um natural aprimoramento das pesquisas na aplicagao dos
conhecimentos computacionais na pesquisa das macromoléculas biologicas (Fersht,
2008).

A consideracao incial das proteinas como estruturas relativamente rigidas tem
sido substituida pelo modelo dindmico no qual os movimentos internos e as
alteragdes conformacionais resultantes tém um papel essencial na sua funcgéo
(Karplus & McCammon, 2002).

O papel destas alteragdes no vasto poder catalitico das enzimas representa,
atualmente, um dos maiores desafios na area da biologia molecular. Embora se
saiba que as enzimas modulem as taxas de reacdo através de uma série de
movimentos protéicos mais ou menos extensos, € quase sempre impossivel
distinguir as alteragdes conformacionais envolvidas nas atividades cataliticas (Sytina

et al., 2008).
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As simulagdes por Dindmica Molecular (DM) s&o importantes instrumentos
para o entendimento das bases fisicas da estrutura e funcido das macromoléculas
bioldgicas. As simulagdes podem prover detalhes minuciosos relacionados com os
movimentos das particulas (por exemplo, atomos em uma proteina) em funcéo do
tempo. Desta forma, as simulagdes por DM podem ser utilizadas para investigar
questdes especificas sobre as propriedades de um sistema modelo, de forma muito
mais agil do que em experimentos laboratoriais (Karplus & McCammon, 2002).

Além das proteinas, a DM pode estudar outros sistemas moleculares como
liquidos, solucdes, eletrolitos, DNA, polissacarideos, membranas, cristais liquidos,
cristais e zedlitos. Processos como fusdo, adsor¢ao, segregacdo, formacdo de
complexos moleculares e desnaturacéo protéica podem ser analisados e fendmenos
como estabilidade protéica, reatividade enzimatica e permeabilidade da membrana
podem ser investigados (van Gunsteren & Mark, 1998).

A dinamica das proteinas tém sido investigada no contexto do comportamento
de uma unica molécula através da simulacdo pela dinédmica molecular (DM),
embasada pela mecanica estatistica (Lu et al, 1998). Por outro lado, a
caracterizagdo da imensa gama de movimentos protéicos encontra-se, ainda, nos
seus estagios primordiais. O entendimento sobre a relacdo entre os movimentos
protéicos e a atividade biologica encontra-se em fase bem avangada.

Reforcando a importancia da técnica de DM, esta consiste em um instrumento
cada vez mais popular utilizado para a investigagdo energética e mecanica das
biomoléculas. As moléculas protéicas flutuam devido ao movimento térmico e alguns
rearranjos estruturais sdo necessarios para o desempenho de sua fungdo normal.
Gracas as técnicas experimentais como a microscopia de forca atdbmica e as

informacdes tedricas resultantes das simulagbes por DM, o conhecimento da
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natureza dindmica das proteinas vem apresentando um crescimento consideravel
(Burden & Oakley, 2007).

Embora proteinas com estruturas semelhantes possam apresentar fungoes
similares, pequenas diferengas entre estas estruturas podem resultar em variagcoes
na expressao de sua especificidade e regulagdo (Gunasekaran & Nussinov, 2007).

A funcéo protéica é mediada por dindmicas internas anarménicas em uma
superficie de energia potencial bastante rugosa. Este comportamento pode ser
simulado pelo método da DM. As trajetérias atdmicas obtidas envolvem movimentos
complexos multidimensionais em uma ampla extensao espacial e de escalas de
tempo (Moritsugu & Smith, 2006). As mudancas conformacionais das proteinas
observadas durante as simulacdes de DM podem ser descritas através dos desvios
quadraticos médios (RMSD) e as flutuagdes da estrutura média da proteina podem
ser expressas em termos de flutuagdes dos desvios quadraticos médios atdmicos
(RMSF) (Namba et al., 2008). Um método utilizado para simplificar as analises das
trajetérias complexas das simulagdes por DM consiste na aproximagdo quase-
harmonica das flutuagdes posicionais atdmicas usando a analise de componentes
principais (ACP) (Moritsugu & Smith, 2006; Benkovic et al., 2008; Hammes-Schiffer
& Benkovic, 2006).

As dinamicas internas das proteinas globulares ocorrem em uma ampla
variagdo de escalas de tempo, desde vibragdes de alta frequéncia de ligacdes
quimicas, com periodos na ordem de 10 fs, a deformagdes globais que requerem
milisegundos ou até mais (Becker & Karplus, 1993). Estes movimentos sdo de
consideravel interesse, em parte devido a sua importdncia para as funcdes
biolégicas (Benkovic et al.,, 2008). Movimentos em escala de tempo de
picossegundos possuem um carater localizado, que quase sempre envolve

deslocamentos harménicos de muitos atomos em diferentes partes da proteina.
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Experimentalmente, estes movimentos em picossegundos s&o detectaveis por
diversas técnicas, incluindo o espalhamento incoerente de néutrons (Smith et al,,
1990). Movimentos nesta mesma variagdo de escala de tempo podem ser
examinados por simulagdes por DM, bem como por analises de modos normais de
vibracdo (Becker & Karplus, 1993).

A ACP das trajetorias da DM tem demonstrado que as flutuagdes dos desvios
quadraticos meédios atdmicos (RMSF) sdo dominadas por um pequeno numero de
modos ACP de grande amplitude com distribuigdo ndo quadratica do equilibrio. O
movimento protéico anarménico pode ser assim amplamente descrito em termos de
dindmicas ao longo destes modos ACP de larga amplitude (Moritsugu & Smith,
2006).

Um desafio permanente no entendimento de movimentos protéicos internos é
a efetiva separacao e caracterizacdo de componentes dindmicos vibracionais.

A temperatura ambiente, as proteinas sofrem excursdes dindmicas distantes
de sua estrutura 3D nativa, o que representa um importante papel para sua fungao.
As simulagbes por DM podem revelar detalhes da natureza destes movimentos ao
representar o estado de uma proteina como um conjunto conformacional que segue
as leis da termodinamica estatistica (Showalter et al., 2007).

O estudo das dinamicas macromoleculares como uma funcéo da temperatura
nos permite investigar o cenario energético das estruturas protéicas e melhor
compreender as forgas envolvidas nos movimentos da estrutura protéica (Wood et
al., 2008).

Existe uma boa relacdo entre a variagdo total da temperatura e as
caracteristicas do espectro de difracao de néutrons de uma proteina em relacdo aos
seus movimentos internos. Os componentes de difragdo podem ser elasticos,

quase-elasticos e inelasticos e contribuem para a precisdo dos movimentos internos
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das simulagdes, oferecendo importantes informacdes sobre os deslocamentos
atébmicos em uma escala de tempo de 0.3-100 ps (Smith et al., 1990).

As simulagdes por DM oferece um amplo niumero de dados que podem ser
comparados com os obtidos a partir de experimentos laboratoriais realizados para
detectar movimentos protéicos (ressonancia magnética nuclear — RMN -
despolarizagdo de fluorescéncia, raio-X de difusdo e espectroscopia vibracional)
(Levy et al., 1985).

As proteinas estdo no centro da agao dos processos bioldgicos, pois a quase
totalidade das transformacgdes moleculares que definem o metabolismo celular sao
mediadas pela catalise protéica. As proteinas exercem também fungdes regulatérias,
controlando as condigdes intracelulares e extracelulares e enviando informacdes
para outros componentes da célula. Além disso, as proteinas sdao componentes
estruturais essenciais das células (Voet et al., 2000). O entendimento da estrutura
protéica ndo € fundamental para a compreensao de sua fungao, ja que temos muitas
proteinas com fungdes conhecidas mas cuja estrutura ainda € ignorada. As
variagdes no comprimento e na sequéncia de aminoacidos dos polipeptideos
contribuem para a diversidade na forma e nas fungdes biolégicas das proteinas.
Informacgdes estruturais, energéticas e dindmicas, em nivel atdmico, de biomoléculas
de grande mobilidade geralmente ndo sdo acessiveis através de técnicas
experimentais. Nesses sistemas, pode-se utilizar métodos tebricos para a
investigacdo de seus aspectos moleculares. Se estes forem suficientemente
adequados para predizer as propriedades de sistemas bioldgicos, eles podem ser
utilizados no estudo de propriedades moleculares com uma resolugdo espacial,
energética e temporal que ndo poderia ser alcangada experimentalmente (van

Gunsteren & Mark, 1992).
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Variagdes de ordem espectral na absor¢cdo de um féton resultante de
espectroscopia de infra-vermelho (espectroscopia [V) revelam significativas
alteragdes conformacionais na enzima, ilustrando a importancia da flexibilidade e
dindmica na estrutura das enzimas para a sua fungéo (Sytina et al., 2008).

Experimentos realizados por Zavodsky et al. (1998) confirmam a idéia de que
a atividade enzimatica e a flexibilidade conformacional estdo estritamente
correlacionadas.

Considera-se a atividade enzimatica como sendo dependente da estrutura tri-
dimensional e das dinamicas do esqueleto polipeptidico. A flexibilidade protéica tem
origem do equilibrio entre forgas intra e intermoleculares e o constante deslocamento
das moléculas solventes cuja viscosidade tem propriedade temperatura-dependente
(Dvorsky et al., 2000).

A compreensao sobre como as dinamicas moleculares e o ambiente no qual
ocorrem contribuem para o entendimento sobre os mecanismos cataliticos vem
refinando os conhecimentos sobre as estruturas 3D e 0os mecanismos quimicos. Isso
nao se deve apenas a complexidade da interacdo enzima/substrato, mas também a
ampla variagdo de movimentos internos exibidos pelas proteinas globulares
(Benkovic et al., 2008; Hammes-Shiffer & Benkovic, 2006). O grande desafio
consiste no entendimento da natureza destes movimentos e de como eles
contribuem para a fungdo enzimatica (Daniel et al., 2003). As reagbes protéicas,
incluindo a formacdo do complexo-substrato, podem ser dependentes da
temperatura (Karplus, 2000).

Um estudo experimental e da dindmica avaliou os efeitos da temperatura na
atividade antimicrobiana e estrutura de algumas bacteriocinas do tipo lla (pediocina
PA-1, carnobacteriocina B2 e leucocina A) (Kaur et al., 2004). Foram utilizados, para

isso, o dicroismo circular (DC), simulagdes por DM e testes de atividade
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antimicrobiana. Em temperaturas elevadas, a pediocina PA-1 (Unica a ter uma
segunda ligagao dissulfeto C-terminal) mantém sua estrutura global, enquanto que
os outros peptideos apresentaram parcial ruptura da hélice. A pediocina PA-1 e seu
mutante (ped[M31Nle]) mostraram igual atividade nas diferentes temperaturas,
enquanto que os outros peptideos possuiam 30 a 50 vezes menos poténcia
antimicrobiana aos 37 °C (310 K) em relagédo aos 25 °C (298 K). Estes resultados
indicam que as alteragdes estruturais na regido helicoidal, observadas em
temperaturas fisioldgicas, contribuem para a perda da atividade destes peptideos
(Kaur et al., 2004).

Um desafio permanente no entendimento dos movimentos protéicos internos
consiste na separagao e caracterizacdo efetiva entre os componentes dinamicos
vibracionais e os difusivos (Moritsugu & Smith, 2006). Simulagbes por DM foram
realizadas com a carboximioglobina da baleia azul (pdb 1A6G) em solugédo aquosa,
adotando-se temperaturas em faixas entre 120 e 300 K. A partir de alguns
parametros obtidos na andlise das trajetérias, foi avaliada a dependéncia da
temperatura desta proteina. Os movimentos protéicos internos (atémicos) foram
separados e caracterizados em difusos e vibracionais. O componente de difusao
das flutuacbes dos desvios quadraticos meédios atdbmicos (RMSF) aumentou
acentuadamente durante a transigdo dindmica, enquanto que o componente
vibracional manteve-se linear com o aumento da temperatura (Moritsugu & Smith,
2006).

Um estudo da dinémica, realizado com técnicas espectroscoépicas, investigou
os efeitos do pH e da temperatura nos estados conformacionais de duas proteinas
de choque térmico, Hsc70 e gp96 (Fan et al., 2006). Estas proteinas tem atividades
relacionadas com a imunidade e funcionam, também, como chaperoninas. Com o

aumento da temperatura, o dicroismo circular (DC) mostrou, para a proteina
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Hsc70, uma diminuigdo do conteudo de hélice alfa (a). Observaram-se duas fases
de transigdo a um pH de 6 a 8: a primeira inicia na faixa de 30 a 40 °C e a segunda
ocorre a temperaturas acima de 60 °C. Medidas de fluorescéncia da sonda ANS
(Naftaleno Acido Sulfénico) mostraram que, com a elevacdo da temperatura, um
aumento da acessibilidade das regides apolares ao solvente em ambas as
proteinas. Mais do que a sequéncia nucleotidica ou a estrutura 3D, a semelhancga da
resposta conformacional as variacbes da temperatura e pH do ambiente foram

atribuidas a flexibilidade estrutural das chaperoninas (Fan et al., 2006).

1.1.4 A enzima InhA

A enzima 2-trans-enoil-ACP (CoA) redutase (InhA) do Mycobacterium
tuberculosis (MTB) é uma enoil redutase (ENR) e participa do processo de sintese
dos acidos micolicos, importantes constituintes da parede do MTB (Baldock et al.,
1996). Esta enzima catalisa a transferéncia de um hidreto para o substrato alocado
em seu sitio catalitico usando a coenzima NADH, que €& um agente redutor
encontrado em diversos processos bioquimicos nos seres vivos, como fonte de
hidreto (H").

Foi identificada uma ORF (fase aberta de leitura), como sendo responsavel
pela codificagéo da proteina alvo (InhA) da isoniazida (INH) (Banerjee et al., 1994).
Um unico evento mutagénico neste gene, resultando na substituicdo na posi¢cao 94
do aminoacido serina por uma alanina, confere ao MTB o fendtipo de resisténcia ao
tuberculostatico INH, tornando-o incapaz de sintetizar acidos micolicos (Banerjee et
al., 1994; Dessen et al.,1995; Quémard et al., 1995).

A InhA é um membro das enzimas da familia das desidrogenase/redutase de

cadeia curta (SDR — short chain dehydrogenase/reductase), que utilizam como
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coenzima uma molécula de NAD(H) ou NADP(H) (Dessen et al., 1995). A principal
caracteristica desta familia € a topologia do esqueleto polipeptidico, onde cada
subunidade é formada por um unico dominio com um nucleo central do tipo
Rossmann-fold (Schroeder, 2004). Rossmann-fold caracteriza-se por um leque de 7
fitas beta (B) paralelas formando uma folha 3, a qual é flanqueada por hélices alfa
() formando o dominio de ligagdo ao NADH (Figura 1.3) (Rozwarski et al.,1999;
Schroeder et al., 2005).

Além do MTB, esta enzima pode ser encontrada em outras espécies
bacterianas, como, por exemplo, na Escherichia coli e H. pylori (Rozwarski et
al.,1999).

Para que a inibigdo da InhA por INH seja efetiva, a molécula de INHA deve
sofrer uma transformacé&o para a forma biologicamente ativa (Dessen et al., 1995). A
INH liga-se ao anel nicotinamida do NAD(H), dando origem ao complexo inibidor
covalente INH-NAD, também chamado de aduto (Rozwarski et al., 1998; Oliveira et

al., 2006).
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Algca de
ligacao do
substrato

Figura 1.3 Representacdo do tipo ribbons da cadeia principal da estrutura terciaria da
enzima InhA de Mycobacterium tuberculosis. As oito hélices a (em ciano), flanqueiam a
folha B (em amarelo) constituida de sete fitas. A coenzima NADH (magenta), encontra-se
em uma conformacao estendida acima do nucleo formado pela folha B. Encontram-se
destacadas as algas A (residuos 100 a 114), B (residuos 150 a 161) e de ligagdo ao

substrato (residuos 197 a 204 da hélice a. 6; residuos 209 a 220 da hélice a. 7) (cédigo PDB:
1ENY — Dessen et al., 1995).

A estrutura geral da InhA lembra uma “cadeira” onde o sitio de ligagdo do
NADH é uma cavidade entre o “encosto” e o “assento” da estrutura. O sitio de
ligacdo do substrato localiza-se no “encosto” (Dessen et al., 1995). Estudos do
mecanismo enzimatico em estado estacionario da InhA do MTB indicaram que,
apesar do mecanismo cinético ndo ser estritamente ordenado, o NADH liga-se
preferencialmente a enzima e é seguido pelo substrato (Quémard et al., 1995).

A unidade biolégica funcional da InhA é um homotetramero (Figura 1.4)

(Rozwarski et al., 1999).

26



Figura 1.4 Representagdo do tipo ribbons da cadeia principal da estrutura terciaria da
unidade biolégica funcional da enzima InhA de Mycobacterium tuberculosis (codigo PDB:
1BVR). As quatro cores diferentes destacam cada uma das subunidades do homotetramero.
A coenzima NADH esta representada em modelo de palitos (magenta).

A analise independente de cada subunidade revela que a regido da cadeia no
lado oposto ao sitio ativo tem um fator de temperatura (Fator-B) muito baixo (regido
de baixa mobilidade) e deve estar envolvido no contato com as outras subunidades,
na parte interna do homotetrametro. Uma porgao consideravel de cada subunidade
esta envolvida em contatos intermoleculares (Rozwarski et al., 1999).

Os aminoacidos que delimitam o lado mais externo da cavidade de ligagao, a
esquerda do substrato, formam duas hélices o perpendiculares (06 e a7)

sustentadas por algas e formam a “al¢a de ligagao ao substrato” (residuos 196-219).
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Esta al¢ca de ligagcdo na InhA é maior do que as das demais ENRs, o que justifica a
capacidade da enzima do MTB em reduzir substratos maiores (Schroeder, 2004).
Em cada uma das subunidades, o NADH assume uma conformacgao
estendida dentro de sua cavidade de ligagdo ao longo das porgdes carboxi-terminal
da folha g. O anel nicotinamida do NADH se liga ao fundo, enquanto que a porgéo
adenina se direciona para fora da cavidade de ligagdo. Acima do NADH, o analogo
do substrato C4s assume uma conformacgédo em forma de “U” (Figura 1.5) e é fixado

pela algca de ligagdo do substrato (Rozwarski et al., 1999).

Algca de
ligagao do

substrato f i
)

a6

Figura 1.5 Representacéo do tipo ribbons das algas A e B e de alg¢a de ligagdo do substrato
da InhA (hélices a6 e a7). Entre as algcas visualizam-se o analogo do substrato Cqs €, na
regido inferior, a coenzima NADH (cédigo PDB: 1BVR - subunidade C).

As duas hélices a da esquerda (06 e a7), que sao conectadas por uma

pequena alga (volta), deslocam-se abrindo espaco para a entrada do substrato. Na
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regidao de contato entre as duas hélices a esquerda e as algas a direita do substrato
ha o predominio de aminoacidos nao carregados e as interagdes entre estes dois
segmentos da molécula sdo do tipo hidrofébicas (Schroeder, 2004). Por se tratar de
uma enzima especifica do MTB e por ser o alvo primario do principal farmaco
utilizada no combate a tuberculose, a isoniazida (INH), a InhA representa um alvo
interessante para o desenvolvimento de novos farmacos anti-tuberculose
(Schroeder, 2004). Muitos dos estudos experimentais in vitro (Quemard et al., 1995;
Rozwarski et al., 1999; Oliveira et al., 2006) e in silico (Schroeder et al., 2002;
Schroeder et al., 2005; Oliveira et al., 2006) envolvendo a InhA foram realizados a
temperatura de 25 °C. Na simulagdo por DM realizada por Schroeder (2004),
observou-se que a interacdo do NADH com a enzima InhA segue um padrdo de
ligagdo comum entre as enzimas da familia das SDRs com topologia do tipo
Rossmann fold (Schroeder et al., 2005).

Estudos experimentais da enzima InhA com a coenzima NADH, a
temperaturas intracelulares do organismo animal, ainda n&o foram realizados.
Existem variagcdes de temperatura nos diferentes sitios anatdémicos: superficie da
nasofaringe a 33 °C, tecidos mais profundos, como pulmdes, sangue e bago a 37
°C. Além disso, outros fatores influem na alteragdo da temperatura corporal, entre
eles as infecgOes e as reacgdes auto-imunes (Pandya et al., 2005)..

Desconhece-se, portanto, detalhes sobre o comportamento da interagao entre
o InhA do Mycobacterium tuberculosis e o NADH em temperaturas fisioldgicas (33
°C a 42 °C). Nao existe consenso sobre os limites da temperatura corporal normal e,
portanto, sobre qual nivel deve ser tomado como referéncia para se definir a
presenca de febre em um individuo em particular. Isto se deve as variagdes
individuais e a variagdes fisioldgicas da temperatura corporal, que ocorrem com 0s

periodos do dia (ritmo circadiano), a temperatura ambiental, o ciclo menstrual, a
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digestdo dos alimentos, a gravidez, os exercicios fisicos, o estresse emocional e a

desidratacdo (Voltarelli, 1994). No quadro 1.1 foram reunidas algumas cita¢des

encontradas em livros texto, que fazem mencdo a temperatura corporal média

humana. Portanto, apesar de uma variagdo individual da temperatura corporal,

acredita-se que o valor médio da mesma seja de 37 °C ou 310 K (Wong, 1997).

Quadro 1.1 Temperatura média corporal humana

Temperatura corporal média Texto circunjacente
humana
“... @ human can maintain its ‘internal pond"
37°C at a constant temperature of 37 °C”
(Campbell, 1993)
“... a healthy, resting adult human being is
37°C 98.6 °F (37 °C)” (World Book Encyclopedia,
1996)
“... the normal range for body temperature
is 97 to 100 degrees fahrenheit or 36.1 to
36.1-37.8°C 37.9 degrees celsius” (Simmers, 1988)
37°C “... fairly constant temperature of 98.6
degrees” (Eisman, 1972)
37°C “,,, core body temperature ... the normal
37 °C (Mackoviak et al., 1992)
37°C “ ... 37 °C, the physiological temperature of
the human body (Mereghetti et al., 2008)
37°C “... limiar térmico (que normalmente é
controlado rigidamente em torno de 37 °C
(Voltarelli, 1994)
37°C O valor médio da temperatura corporal
humana é de 37 °C (Wong, 1997)

Portanto, seria importante estudar o comportamento da enzima InhA do

Mycobacterium tuberculosis em temperaturas de 37 °C (fisiolégica) ou mais altas

(febre), pois € nesta temperatura que ocorrem os farmacos agem.
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1.2 - OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo o estudo computacional, pelo método da DM,
do complexo formado entre a enzima 2-frans-enocil-ACP (CoA) redutase de
Mycobacterium tuberculosis e a sua coenzima NADH, também chamado de InhA-
NADH (EC 1.3.1.9) em duas diferentes temperaturas.

Para alcancar tais objetivos foram realizadas as seguintes atividades:

- simulagéo por DM a 25 °C (temperatura ambiente);
- simulag&o por DM a 37 °C (temperatura fisiolégica humana).

Para avaliar a convergéncia entre as duas simulagdes, foram usados os
seguintes parametros:

- RMSD;
- energia total, energia cinética.

Com o intuito de observar e analisar as possiveis alteragbes conformacionais
que a enzima InhA possa sofrer com a mudanga de temperatura, as simulagdes por
DM se estenderam por um periodo de 20 nanossegundos. As seguintes analises
foram realizadas:

- RMSD;

-Rg;

- ASAS;

- Fator-B;

- Medida do comprimento do NADH (distancia C2N-CGA);

- Numero de interagbes de hidrogénio diretas entre a enzima InhA e o NADH.
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1.3 = JUSTIFICATIVA

A enzima InhA é uma enzima micobacteriana envolvida na sintese de acidos
micolicos (Dessen et al.,, 1995; Quemard et al., 1995) e que tem caracteristicas
especificas que a tornam um bom alvo para o planejamento de farmacos
potencialmente tuberculostaticos. As justificativas para tal afirmativa sédo as
seguintes:

- muitas das mutagdes encontradas em microrganismos resistentes a INH
estdo associadas a enzima ativadora deste farmaco, a KatG;

- somente uma enoil-ACP redutase € encontrada no MTB;

- a InhA é uma enzima especifica da micobactéria, nao interferindo no sistema
FAS | humano (Rozwarski et al., 1999).

A InhA tem sido estudada através de simulagdes por DM (Schroeder et al.,
2002; Schroeder et al., 2005; Oliveira et al., 2006) em temperatura ambiente (25 °C).
Porém, os processos celulares no organismo humano, infecgdo e multiplicagcédo dos
microrganismos nos seres humanos ocorrem a 37 °C (Campbell, 1987; Simmers,
1988; Mackoviak et al., 1992; Mereghetti, 2008; Voltarelli, 1994).

Estudos cinéticos e de simulagcéo por DM (Hajdu et al., 2008; Benkovik et al.,
2008) mostraram que a temperatura exerce importante influéncia na conformacgéao e
flexibilidade das proteinas.

Considerando a constante busca por novos inibidores da InhA, com este
estudo poderemos observar alteragdes conformacionais que esta enzima podera

apresentar com a elevagdo da temperatura de 25 °C a 37 °C.
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CAPITULO 2

2.1 Materiais e Métodos
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2.1 MATERIAIS E METODOS

2.1.1 O método de simulagao por dinamica molecular

A dindmica molecular (DM) é um método de simulagdo computacional da
evolucdo temporal do arranjo estrutural dos sistemas moleculares, isto €, de
sistemas fisicos compostos por atomos e moléculas (Teodoro et al., 2003). Através
deste método, podem ser obtidas, em nivel atdbmico, informagbes estruturais,
energéticas e dinAmicas de biomoléculas de grande mobilidade (van Gunsteren &
Mark, 1992).

Na DM, as interacdes entre os atomos do sistema molecular sdo descritas
através das teorias da mecanica classica associada a fungbes semi-empiricas
(Karplus & McCammon, 2002). Desta forma, a DM permite o estudo do
comportamento dinamico microscopico dos atomos que compdem um sistema, além
de representar e determinar as propriedades de equilibrio do mesmo, como:
grandezas termodinémicas (pressao, temperatura, volume, etc.), estrutura e energia
livre (Tuckerman & Martyna, 2000).

O desenvolvimento de diversos campos de for¢ca tem permitido realizar
calculos para sistemas bioldgicos de grandes proporgdes a custos computacionais

mais reduzidos (Tuckerman & Martyna, 2000).
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2.1.1.1 O campo de forca

A funcdo que descreve a energia potencial — e, portanto, a interagdo entre os
diversos atomos de um sistema molecular — juntamente com seus parametros, é
chamada de campo de forga (Schroeder, 2004).

Um campo de forgca é composto de expressdes que representam as forcas
intra e intermoleculares do sistema em questdo. A associacédo de funcdes simples da
mecanica molecular que descrevem as interagcdes entre particulas de um sistema,
de dados empiricos e de calculos de mecanica quantica de pequenos sistemas
modelo permite o calculo da energia potencial de grandes sistemas moleculares em
fungdo de suas coordenadas atomicas (Leach, 1996; Weiner et al., 1984).

As fungdes que descrevem os campos de forca sdo compostas por termos
independentes, que representam: i) a vibragao linear através de um estiramento; ii) a
deformagao angular; iii) as tor¢gdes de angulos diedros; iv) as interagdes entre pares
de atomos n&o ligados covalentemente como as interagées de van der Waals e as
interacdes eletrostaticas (Figura 2.1).

As simulagbes por DM realizadas neste estudo utilizam a fungédo de energia
potencial do pacote AMBER (Peariman et al., 1995).

Na simulacdo por DM, as for¢cas que atuam sobre cada atomo sao obtidas
calculando-se a primeira derivada do potencial em relacdo as posi¢cdes desses
atomos. A partir destas forgas, resolvem-se as equag¢des do movimento para
descrever como as posi¢des atbmicas variam com o tempo. A cada passo da

dinamica as forgas séo reavaliadas (Teodoro et al., 2003).
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FUNCAO DA ENERGIA POTENCIAL EMPIRICA
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Figura 2.1 Representacdo esquematica dos potenciais de energia existentes nas ligacoes,
angulos, diedros improprios, tor¢des, forgas eletrostaticas e de van der Waals. Figura
extraida e adaptada de Steinbach.

As contribui¢des relativas destas forcas sédo diferentes para os diversos tipos
de atomos na molécula simulada. Elas sdo determinadas pelo ajuste de uma série

de parametros, de forma que a molécula possa apresentar caracteristicas que
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tenham sido observadas experimentalmente ou que tenham sido calculadas pelos
principios basicos (Teodoro et al., 2003).

O numero de campos de forca desenvolvidos para a aplicacdo de moléculas
de interesse bioldgico é consideravelmente grande, devido a grande complexidade
das interagbes que envolvem grupos ibnicos e polares em solugdo aquosa (Cornell
et al., 1995). Atualmente, existe um conjunto de bons testes para avaliar tais campos
de forca. O campo de forga ff94, que estd comumente associado ao pacote de
simulacdo do Amber, € um dos mais amplamente usados na simulagao
biomolecular. Ap6s uma década de extenso uso e de testes, foram registradas
algumas limitagdes como, por exemplo, a super-estabilizagdo das hélices (Hornak et
al, 2006).

Atualmente, avangados campos de forga (Hornak et al., 2006) tem permitido
uma interpretacdo quantitativa das dinamicas do esqueleto peptidico préxima as
conferidas pela relaxacdo spin de RMN e acoplamentos dipolares residuais. Estas
melhoras foram somente atribuidas as modificagdes dos angulos potenciais diedros
¢ e  do esqueleto polipeptidico em alguns campos de forga, entre os quais o
ff99SB. Os movimentos dos aminoacidos das cadeias laterais, também tem um
importante papel funcional, mas ajustes oportunos foram realizados no passado
(Showalter et al., 2007).

As trajetorias resultantes de simulagcbes por DM com campo de forga
AMBER99SB tem coeficientes de correlacdo mais altos, um RMSD mais baixo e um
desvio padréo inferior na relagdo Spu® quando comparadas com as obtidas com um
campo de forga AMBER99. Isso demonstra que o campo de forca 99SB consegue
reproduzir, mais fielmente, os parametros de ordem experimental (Showalter &

Bruschweiler, 2007).
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Pelos argumentos expostos acima, optou-se por utilizar, no presente estudo,
um campo de forgca mais atualizado (ff99SB), cujo novo conjunto de parametros
surgiu para obter um equilibrio maior entre os elementos da estrutura secundaria,
observando-se uma melhor distribuicdo dos diedros do esqueleto peptidico para a
glicina e alanina com relagdo aos dados encontrados no PDB. Isso também leva a
um ajuste mais adequado, conferindo-se dados experimentais publicados para
preferéncias conformacionais de pequenos peptideos de alanina assim como uma
melhor harmonia dos dados de relaxacdo experimental de RNM de sistemas
protéicos testados (Hornak et al., 2006).

Um progresso consideravel no tratamento das forgcas eletrostaticas em
sistema biologicos foi feito com a utilizagdo do somatorio de Ewald e do método
PME (particle-mesh Ewald) (Darden et al., 1993; Essmann et al., 1995). Este método
impde uma periodicidade infinita ao sistema e permite o calculo de todas as
interacoes eletrostaticas sem truncamento, levando, em principio, a uma avaliagao
mais exata destas interacdes. Transformadas de Fourier sdo utilizadas para acelerar
o calculo das interagbes no espaco reciproco. Este método resulta em trajetorias
estaveis e foi logo adotado na simulagcdo de proteinas (Fox & Kollman, 1996) e
acidos nucléicos (Cheatham & Kollman, 1996; Cheatham et al., 1997) em solugao.

Sob algumas condi¢des, a periodicidade do sistema pode levar a distorgdes
na simulacao de liquidos e solugdes (Hunenberger & McCammon, 1999a e 1999b;
Weber et al., 2000). Portanto, alguns cuidados devem ser tomados para a
construgcéo destes sistemas, entre eles a adicao de contra-ions em regides proximas
a grupos carregados da macromolécula (Ibragimova & Wade, 1998) e utilizacdo de
uma camada de solvatagdo suficientemente grande para ndo causar distor¢ées nas
interacdes (consideracao de um sistema diluido) (Norberto de Souza & Ornestein,

1997).
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Na verdade, a escolha do método de tratamento das interagdes eletrostaticas
depende das caracteristicas dos sistemas e do balango entre o grau de exatidao
necessario e o custo computacional da simulagdo (van Gunsteren & Berendsen,

1990).

2.1.1.2 Organizagao de uma simulagao por Dinamica Molecular

Para que a qualidade dos resultados de uma DM seja satisfatéria, é
necessario que haja, na entrada dos parédmetros fornecidos, uma adequada
descricao das interacdes interatémicas (Tuckerman & Martyna, 2000).

Uma simulagdo por DM exige o cumprimento de algumas etapas, que serao

descritas a seguir (Karplus & Petsko, 1990; Norberto de Souza, 1994):

INICIACAO

Inicialmente, é preciso conhecer as coordenadas e velocidades dos atomos
(temperatura) que compdem o sistema, para que possam ser calculadas as novas
posicoes e velocidades e, assim, gerar a trajetoria (Schroeder, 2004). A estrutura
inicial da biomolécula a ser simulada por DM pode ser obtida a partir da estrutura 3D
obtida pela cristalografia por difracdo de raios-X, por ressonéncia magnética nuclear
(RMN) ou por um modelo gerado por estudos de modelagem molecular. Esta
molécula é colocada em um meio de simulagao (pode ser vacuo, um meio continuo
ou de solvente explicito) e, se necessario, sdo adicionados contra-ions para que o
sistema se torne neutro. As possiveis tensdes e interagdes indesejaveis que possam
existir na conformacgéo inicial sdo corrigidas através da relaxagdo do sistema,

atribuindo-se uma minimizacao de energia (Schroeder, 2004).
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AQUECIMENTO E EQUILIBRAGAO

Uma vez estabelecidas as coordenadas iniciais da simulacdo, sdo atribuidas
as velocidades para uma temperatura desejada. Para que ndo sejam introduzidas
perturbagcdes no sistema, o mesmo € aquecido lentamente. Inicialmente, as
velocidades sdo atribuidas para uma baixa temperatura (de um modo geral, 10 K) e,
através de sucessivas termalizacées (como 10—50 K, 50—-100 K, 100—»150 K, etc)
esta temperatura sofre um aumento até atingir os niveis desejados (Norberto de
Souza & Ornstein, 1999). Para isso, as velocidades sao reatribuidas a cada nova
temperatura.

ApOs ter sido atingida a temperatura almejada, € preciso equilibrar o sistema
até que suas propriedades (energias cinética e potenciais, temperatura, pressao e

outros parametros) se tornem estaveis (Schroeder, 2004).

PRODUGAO

Apos o sistema entrar em equilibrio, ele passa para a fase de produgéo.
Nesta fase, as propriedades médias dos sistemas ja estdo estabilizadas e podem,
desta forma, ser medidas. Dentro desta fase, por outro lado, pode-se perceber
regides da trajetéria mais estaveis do que outras. No presente trabalho, a regido
compreendida entre os 15 e 20 ns foi considerada a de maior estabilidade, por
apresentar os menores valores de desvio padrao nas medidas de RMSD (Figura
3.2). Os ultimos 5 ns da trajetéria da fase de produgao, portanto, foram utilizados

para o calculo dos parametros necessarios.
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2.1.1.3 Simulagéo por dindmica molecular da enzima InhA de MTB a 25 °C e 37
°C

As simulagdes por DM, neste trabalho, foram realizadas com o pacote do
AMBER versao 9.0. Utilizou-se, como estrutura incial para o complexo InhA-NADH, a
estrutura cristalina da InhA (céd. pdb: 1ENY) com uma resolucéo de 2,2 A (Dessen
et al., 1995), incluindo as moléculas das aguas cristalograficas. A molécula de InhA
foi preparada a partir das coordenadas da 1ENY.pdb, com 268 aminoacidos. Esta
estrutura n&o apresenta coordenadas para o primeiro residuo Met1. A Thr2 original
foi substituida por um residuo Ala (Schroeder, 2004). As coordenadas do NADH
também foram obtidas da estrutura 1ENY.pdb e foram utilizadas em conjunto com os
parametros do NADH e do campo de forgca do NADH gerados pelo Prof. Dr. Ulf Ryde
(Apéndice 1).

Os dados resultantes das simulagdes poderao se referir ao complexo wt InhA-
NADH ou apenas a enzima wt InhA (InhA livre), de acordo com o contexto.

Todos os atomos do sistema foram tratados explicitamente (modelo
atomistico) e seus residuos de aminoacidos foram considerados em pH fisiolégico.
Neste pH, a proteina apresenta uma carga liquida -4, e o NADH apresenta carga -2,
por isso o sistema a ser simulado foi neutralizado pela adicao de 6 ions de sddio
(Na+), proximos a residiuos Asp na superficie da proteina, a 5 A de distancia. Os
residuos de histidina HIS foram avaliados em relagdo a sua protonagdo e
substituidos por HID (posigédo d protonada) ou HIE (posigéo € protonada). Apos esta
avaliacdo obtivemos os seguintes residuos: 23 HIE, 69 HID, 92 HIE, 120 HID, 264
HID (Schroeder, 2004).

O sistema foi ajustado no interior de uma caixa retangular d’agua (Figura 2.2),
adicionando-se moléculas do tipo TIP3P. As dimensdes iniciais da caixa foram de

77,7 Ax733Ax77,3A.
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Figura 2.2 Caixa d’agua ortorrémbica de dimensées 77,7 A x 73,3 A x 77,3 A, contendo o
complexo wt InhA-NADH (amarelo e vermelho) e 6 contra-ions Na*. As moléculas d’agua do
tipo TIP3P estdo em ciano e vermelho.

Na tabela 2.1 apresentamos a composigao do sistema que foi utilizado em ambas as

simulag¢des por DM.

Tabela 2.1 Composi¢ao do sistema de simulagdo do complexo da enzima InhA espécie
selvagem com o NADH (wt InhA-NADH).

wt/INHA-NADH Moléculas Atomos
wt InhA 1-268 1-4.008
NADH 269 4.009 —4.079
6 Na+ 270 - 275 4.080 —4.085
Aguas cristalogréaficas 276 — 316 4.086 — 4.208
TIP3P (10.491 moléculas) 317 — 10.807 4.209 — 35.681
Total 10.807 moléculas 35.681 atomos

As simulagdes por DM foram realizadas com o médulo SANDER do programa
AMBER 9.0 (Pearlman, 1995), num ensemble isobarico-isotérmico (NPT), com
temperaturas de 298 K (25 °C) e 310 K (37 °C), respectivamente, e pressio de 1
atm. O tempo das simulacdes foi de 20 ns para cada uma, o que equivale a cerca de
3 meses e meio de tempo real, tendo gerado, aproximadamente, 250 GB em volume

42



de dados. Para o processamento das duas simulagdes por DM e analise dos dados
foi utilizado um CP com processador Core 2 Duo, memodria RAM 2 GB, display com
LCD de 197, Wide Screen Ultra Bright, DVD RW (grava e I1& DVD/CD).

Os parametros da macromolécula, com todos os atomos explicitamente
considerados (modelo atomistico), contra-ions e moléculas de agua TIP3P, foram
obtidos da biblioteca parm99.dat do AMBER 9.0 (Case et al., 2006). As cargas
parciais e parametros do NADH (Apéndice 1) foram obtidos a partir da tese da Dra.
Evelyn Schroeder (Schroeder, 2004), tendo sido gerados pelo Prof. Dr. Ulf Ryde
(Ryde, 1995). Eles foram gerados a partir de calculos ab initio com RHF/6-31G e
ajustados com o programa RESP (Bayly et al., 1993) e s&o totalmente compativeis
com o campo de forca do AMBER (Cornell et al., 1995).

Todos os atomos de hidrogénio, ions e moléculas de agua foram,
inicialmente, submetidas a 100 passos de minimizagao de energia com steepest
descent para remover os contatos muito proximos de van der Waals. O sistema foi,
assim, relaxado com etapas sequénciais de energia de minimizagdo onde os
movimentos do soluto foram gradualmente liberados de forma que nenhuma
restricdo foi aplicada.

Recomenda-se que o aumento da temperatura seja gradual, a fim de nao
ocasionar uma perturbacdo ao sistema (fase de equilibragdo). Por isso, a
temperatura foi sendo aumentada de 10 K para 298 K em 6 etapas (10 K para 50 K,
50 K para 100 K, ...) e as velocidades de cada etapa foram designadas de acordo
com a distribuicao Maxwell-Boltzmann para aquela temperatura e equilibrada por

200 ps (Norberto de Souza & Ornestein, 1999).
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2114 Anadlise dos resultados obtidos pelas simulagdées por dinamica
molecular da enzima InhA de MTB a 25 °C e 37 °C

Apds a obtengdo das duas trajetérias com a InhA de MTB a 25 °C e 37 °C por
um periodo de 20 ns, foram calculados os parametros necessarios para a analise do
sistema. E importante ressaltar que as simulacdes foram feitas utilizando-se a
proteina InhA em complexo com a coenzima NADH e as 41 aguas cristalograficas. O
calculo dos parametros foi feito considerando-se o complexo InhA-NADH ou a InhA
livre (sem o NADH). Ao se escrever “InhA”, faz-se referéncia a dados relacionados
apenas a enzima InhA.

Neste trabalho, a expressao “temperatura ambiente” refere-se a temperatura
de 25 °C, enquanto que “temperatura fisiologica” corresponde a 37 °C.

Para se avaliar a estabilidade das trajetérias, foi medido o desvio médio
quadratico (RMSD - root mean-square deviation). A partir deste parametro (Figura
3.2), pbde-se observar uma area nitidamente mais estavel entre os 15 e 20 ns de
ambas as trajetérias. Sao nestes ultimos 5 ns das trajetorias que foram realizados os
calculos dos demais parametros.

Para a medida da estimativa da variacdo do tamanho da proteina durante as
simulagdes, utilizou-se o Raio de Giro (Rg).

Tanto o RMSD quanto o Rg foram calculados em relagdo a cadeia principal
(CP), a todos os atomos (TA) e ao carbono a (Ca) da proteina InhA. A CP, neste
contexto, é constituida pelos atomos de Nitrogénio (N), Carbono (C), Carbono o (Ca)
e Oxigénio (O).

A extensdo da exposicdo do complexo molecular InhA-NADH ao solvente
agua (ASAS) foi calculada com o programa NACCESS (Hubbard & Thornton, 1993).
Os resultados obtidos sao discriminados nos seus componentes polares, apolares

(hidrofébicos) da cadeia principal e cadeia lateral.
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O Fator de temperatura ou Fator-B (em inglés B-factor) € um importante
parametro que mede a flexibilidade da proteina. Optamos por denomina-lo, no texto,
como Fator-B. Este parametro também foi calculado utilizando-se os dados dos
ultimos 5 ns, considerando-se a CP da InhA.

O valor do comprimento da conformacao estendida do NAD é obtido pela
mensuragao da disténcia entre o carbono 6 (C6) da adenina (anel A) do NAD e o
carbono 2 (C2) do anel nicotinamida (anel N) (Bell et al., 1997). Esta medida é de
cerca 12,5 A (Bell et al., 1997).

Foram consideradas ligagbes de hidrogénio (H) todas as que apresentavam
distancia igual ou inferior a 3,35 A entre o H e o outro atomo.

Critérios observados no HBPLUS quanto a medida dos angulos minimos:

o DHA90.00
o HAAA 90.00

o DAAA 90.00
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CAPITULO 3

3.1 Resultados e discussoes
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3.1 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1.1 Convergéncia e estabilidade das simulagdes por dindmica molecular (DM)
da enzima InhA em duas temperaturas (25 °C e 37 °C)

A convergéncia das simula¢des por DM das moléculas biolégicas é aferida,
tradicionalmente, pela avaliagdo de parametros que constatam a estabilidade das
mesmas (Norberto de Souza & Ornstein, 1999). Para isso, alguns parametros gerais
como energia total (Figura 3.1) (energias potencial e cinética), temperatura, volume e

densidade dos sistemas sao monitorados durante as simulagdes por DM.
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Figura 3.1 Grafico da energia total do sistema aquoso InhA-NADH em fungao do tempo de
simulagdo. A simulagdo a 25 °C (preto) e (vermelho) 37 °C. Observa-se uma nitida
estabilidade energética apds os primeiros 120 ps. Na figura inserto observamos o
comportamento da energia total apds a minimizagao e durante o periodo de aquecimento (0
a 200 ps).
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O monitoramento dos parametros energéticos das simula¢gdes do complexo
INhA-NADH em ambas as temperaturas mostrou que os valores observados
alcangaram um patamar apoés os 120 ps das trajetorias, permanecendo estaveis
durante este periodo de equilibragao e fase de produgao (Figura 3.1).

Por outro lado, visto que o nosso interesse refere-se essencialmente as
alteracdes que a estrutura da macromolécula (InhA) sofre durante a trajetéria
dindmica, em relagdo a estrutura inicial (c6d pdb: 1ENY), a raiz do desvio médio
quadratico (RMSD — root mean-square deviation) foi o principal parametro utilizado
para se avaliar a estabilidade da simulagao.

Este € um procedimento padrdo em analises de simulagbées por DM em
sistemas biologicos (Schroeder, 2004; Norberto de Souza O. & Ornstein R.L., 1999;
Hornak et al., 2006).

O RMSD ¢é uma medida global da macromolécula e que pode ser avaliado
utilizando-se todos os atomos, inclusive os das cadeias laterais, ou apenas os
atomos do esqueleto polipeptidico (N, Ca, C, O) ou, ainda, o Ca (carbono alfa).

O valor médio e desvio padrao do RMSD da cadeia principal a 25 °C é de
1,28 +0,13 A ede 1,35+ 0,17 A a 37 °C, nos ultimos 5 ns da trajetéria (Figura 3.2 e
Tabela 3.1). Os graficos iniciais referentes aos RMSDs e aos demais parametros
mostram calculos que se referem a estrutura protéica isolada (InhA), ignorando o
seu ligante NADH. Para isso, no momento da obtengdo das coordenadas, pelo
programa ptraj do AMBER, além das aguas (cristalinas e da caixa) e dos ions sédio
(Na*), a coenzima NADH também foi removida. Na Figura 3.2, observam-se as

curvas referentes ao RMSD da simulacédo por DM da InhA a 25 °C e 37 °C.
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Figura 3.2 RMSD da cadeia principal da enzima InhA a 25 °C (verde) e a 37 °C (magenta)
em funcao do tempo para as simulagdes por DM durante 20 ns. A média e desvio padrao do
RMSD da InhA a 25 °C sdo de 1,28 + 0,13 A nos ultimos 5 ns da trajetdria. Os atomos que
constituem a cadeia principal sdo os de nitrogénio (N), carbono o (Ca), carbono (C) e
oxigénio (O). O RMSD foi calculado em relagdo a estrutura cristalina 1 ENY. Com a
elevacao da temperatura para 37 °C, ocorre um aumento da média do RMSD para 1,35 %
0,17 A. O calculo dos parametros (Fator-B, distancia entre 4tomos) foram calculados com os
valores correspondentes a por¢ao da trajetéria mais estavel, que vai de 15 a 20 ns.

Na Tabela 3.1 estdo descritos os valores dos RMSDs em fungao do tempo
das trajetérias do complexo InhA-NADH em ambas as temperaturas. Todos os

RMSDs foram calculados com o programa ptraj do AMBER 9.0.
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Tabela 3.1 Valores dos RMSDs do complexo InhA-NADH, em ambas as
temperaturas, avaliadas durante toda a simulagdo (20 ns) e nos ultimos 5 ns da
trajetoria.

RMSD (A)
tempo: 0-20 ns TA CP Ca
. (N, C, O, Co)

25 C 2,35+0,20 1,34 £ 0,13 1,33+0,13

37°C 2,34+£0,18 1,42+ 0,15 1,38 £ 0,15
tempo: 15-20 ns

25°C 2,44 £ 0,07 1,28 £ 0,13 1,35 £ 0,07

37°C 2,44 £ 0,06 1,35+ 0,17 1,44 £ 0,07

TA: todos os atomos CP: cadeia principal Ca: carbono alfa
(N, C, O, Co)

O raio de giro é definido como a média ponderada da distribuicdo das massas
atbmicas em relacdo ao centro de massa da macromolécula, medindo a
compactacgao desta ultima e nos fornecendo uma estimativa da variagdo do tamanho
da proteina durante as simulagdes.

A forma equacional do raio de giro instantdneo pode ser expressa como

(Garofoli et. al., 2004):

1

- -\

i[M]=

aonde N = numero total de atomos, m; = massa do atomo i, r; = posi¢cao do

atomo J, rcm = posigao do centro de massa e M = massa total do sistema.
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Na tabela 3.2 foram organizados os valores dos raios de giro por temperatura
e tipos de residuos considerados (todos os atomos, somente a cadeia principal,
carbono a). Na Figura 3.3 temos os valores do raio de giro para a cadeia principal

nas temperaturas de 25 °C e 37 °C.
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Figura 3.3 Raio de giro da enzima InhA em ambas as temperaturas nos 20 ns da trajetoria,
sem o NADH. Em magenta, esta representado o Rg a 37 °C; em verde, tem-se o Rg a 25 °C
e a linha em ciano corresponde ao Rg da estrutura cristalografica 1ENY. Nao existe
diferencga estatisticamente significativa entre os Rg das duas temperaturas.

O raio de giro foi escolhido para providenciar uma informagao global da
estabilidade mecanica da proteina durante a trajetoria, para analisar mais
especificamente a tendéncia da proteina ser submetida a transicbes conformacionais

em uma diregao especifica do espago.

51



Tabela 3.2 Valores dos Rg da InhA, em ambas as temperaturas, avaliadas durante
toda a simulagao (20 ns) e nos ultimos 5 ns da trajetéria.

Tempo/ Rg (A) TA CP Ca

tempo: 0-20 ns
25°C 18,13 £ 0,06 17,95 + 0,06 17,95 + 0,06
37°C 18,17 £ 0,06 17,99 + 0,06 17,99 + 0,06
tempo: 15-20 ns
25°C 18,17 £ 0,05 18,01 £ 0,05 18,01 £ 0,05

37 °C 18,19 £ 0,05 18,02 £ 0,06 18,01 £ 0,05

TA: todos os atomos
CP: cadeia principal (N,C,0,Ca.)
Ca: carbono alfa

Os raios de giro foram calculados com o programa ptraj do AMBER 9.0. O Rg
do esqueleto polipeptidico da 1ENY é de 17,90 A. Diferentemente do
comportamento das curvas dos RMSDs, ndo houve alteragdo significativa dos
valores médios e desvios padrées do Rg, como pode ser conferido na tabela 3.2. Na
Figura 3.3 e Tabela 3.2 pode-se observar uma manutengédo dos valores médios do
raio de giro de todos os atomos em ambas as temperaturas.

Por outro lado, a enzima InhA na simulagdo por DM a 37 °C mostrou um raio
de giro da cadeia principal (17,99 + 0,06 A) maior do que o apresentado pelo cristal
1ENY (17,90 A) e pela InhA a 25 °C (18,01+0,05 A nos ultimos 5 ns). O Rg do
carbono alfa tem valores semelhantes ao do esqueleto polipeptidico.

Na Figura 3.3, pode-se visualizar com maior nitidez a elevag&o da curva do
raio de giro (Rg) da InhA a 37 °C com relagdo ao Rg da InhA a 25 °C e ao da 1ENY.
Uma elevagdo do raio de giro nas simulagdes da InhA com o aumento da
temperatura € um resultado intuitivamente previsivel, pois espera-se que o sistema

em estudo, com o calor, sofra relaxamento e gradual expanséo.
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A Figura 3.4 confirma a maior estabilidade encontrada no periodo de 15 a 20
ns em ambas as trajetorias, onde se encontra o menor desvio-padréo para ambas.
A avaliagdo dos parametros do RMSD e Rg mostram que as trajetorias da InhA
estao estaveis para ambas as temperaturas. Os resultados parciais do estudo sobre
o sistema da InhA através de simulagdes por DM mostraram que a elevagao da
temperatura de 25 °C para 37 °C (temperatura corporal) ocasionou uma gradual
mudanc¢a conformacional da enzima em estudo, expressada pelo aumento do
RMSD. Tal aumento é mais nitido nos ultimos 5 ns. Quanto a estimativa da variagao
do tamanho da proteina durante as simulagbes, o Rg também elevou-se com o
aumento da temperatura. Este parametro, contudo, mostrou uma elevagao uniforme
em toda a trajetoria e ndo somente nos ultimos 5 ns. A macromolécula encontra-se
mais compactada a 25 °C e vai sofrendo um relaxamento de suas interagbes

atbmicas, resultando em uma maior variagao do seu tamanho.

1,6 0,16
1,4 + 10,14
1,2 T T 0,12
) 1 0,1
M T TV,
s \ x
p 08 T 0,08
(A 96 + 0,06
0,4 1 1 0,04
0,2 1 1 0,02
0 - : : : 0
0_5 5 10 10_15 15_20
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Figura 3.4 Grafico das médias (colunas) e desvios padrbes (DP - linhas) do RMSD das
simulagdes por DM em ambas as temperaturas. O segmento de 15 a 20 ns mostra o menor
DP do RMSD em relagao aos outros intervalos de tempo.
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Os parametros analisados foram acompanhados durante toda a trajetéria das
simulagdes por DM. Entretanto, para efeito de analise, somente os ultimos 5 ns das
trajetérias (fase de producdo), quando os sistemas foram considerados estaveis de
acordo com os critérios de convergéncia utilizados, sdo apresentados. A Figura 3.4
mostra uma diminuigdo gradual da variagdo dos valores dos desvios padrbes do
RMSDs, conforme a progressao temporal da simulagdo. O periodo da simulagao por
DM de 15 a 20 ns evidenciou os menores valores de desvio-padrao em ambas as
trajetorias. Portanto, somente este segmento foi considerado para a analise dos

demais parametros.

3.1.2 ASAS — Area Acessivel ao Solvente

Outro parametro avaliado foi o da area de superficie acessivel ao solvente
(ASAS), que estima a extensdo da exposicdo da molécula ao solvente agua. A
ASAS foi calculada com o programa NACCESS (Hubbard & Thornton, 1993).

O tamanho e a forma das macromoléculas representam um importante papel
para o desempenho de suas funcdes. A area superficial das proteinas e de acidos
nucléicos sado quantificagbes geométricas que determinam varias propriedades
destas estruturas complexas. Recentemente, métodos de refinamento energético
tem incluido a area superficial ou o volume excluido para o calculo das energias de
solvatacéo (Liang et al., 1998). Lee e Richards (1971) introduziram os modelos de
ASAS e superficie molecular (SM) para proteinas. Este ultimo é também conhecido
como o volume excluido do solvente (Liang et al., 1998). Na Figura 3.5 podemos

observar a representacdo esquematica dos modelos de superficie molecular.
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Exemplo

Superficie acessivel ao solvente
-H

r

Lado externo

Superficie excluida
o solvente

Superficie __— /
de contato
Superficie

f reentrante

atomos (vDW)

Lade interno

Figura 3.5 Modelos de superficie molecular. Em vermelho, temos uma linha que delimita a
ASAS. A linha verde corresponde aos contatos de van der Waals: em conjunto com a linha
azul, representa a superficie molecular (SM). Figura extraida e adaptada de Voss et al.
(2006).

Estes modelos de superficie oferecem um instrumento para definir as
propriedades geométricas das moléculas e servem de base para o desenvolvimento
de algoritmos e programas para calcular tais propriedades.

Na Figura 3.6, observa-se o grafico dos valores da ASAS da InhA a 25 °C e
37 °C, durante a trajetdria completa (20 ns).

A média da ASAS da proteina InhA a 25 °C é de 12.867 + 162 A? e o padréo
de sua curva confirma o carater estavel da trajetéria, observado com os parametros
anteriores.

A média da ASAS, em temperatura ambiente, para a InhA em complexo com
o NADH (Tabela 3.3) foi de 12.489 + 164 A? diferindo de apenas 378 A? dos valores

obtidos pelo experimento de simulagdo por DM realizado com o programa AMBER

6.0 (13.110 + 113 A?) (Schroeder, 2004). Estes resultados mostram que a utilizagdo
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de diferentes campos de forga, assim como a obten¢do de simulagdes mais longas
(20 ns), ndo afetam, significativamente, a ASAS da proteina.

Estes valores descritos acima mostram que a presenga do coenzima implica
em uma pequena diminuigdo da ASAS. Isso se justifica pelo fato do NADH ocupar
uma porg¢ao do espago no qual a proteina faria contato com o solvente (Figura 3.5).
O valor da ASAS da estrutura cristalina 1ENY (12.643 A?) esta bastante préximo dos

valores encontrados nas simulagdes a 25 °C.
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Figura 3.6 Representacao grafica da area total da superifcie acessivel ao solvente da InhA
livre, a temperatura ambiente (25 °C) (verde) e em temperatura fisiolégica (37 °C) (linha
magenta). Em linha horizontal esta a ASAS da estrutura cristalina 1ENY (12.643 A?).
Observa-se um aumento da ASAS com a elevagéo da temperatura.

Na Figura 3.6 foram comparadas as curvas das ASAS em ambas as

temperaturas dos sistemas simulados. A média da ASAS a 25 °C é de 12.804 + 147

A?, enquanto que a da ASAS a 37 °C é de 12.998 + 172 A?, nos Ultimos 5 ns.
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O aumento da ASAS com a elevagcao da temperatura, acompanhado do

aumento global de seu volume, ja era esperado, pois uma expansdo geral da

proteina ocorre nestas condicbes. Da mesma forma que em temperatura ambiente, a

presenca do NADH resulta em uma pequena diminuicdo dos valores da ASAS

(Tabela 3.3).

Tabela 3.3 Valores da area acessivel ao solvente em temperatura ambiente (25 °C) e

fisioldgica (37 °C) durante toda a extensao da trajetoria (0 a 20 ns)

Estrutura ASAS (A%
InhA a 25 °C 12.867 + 162
‘InhA a 25 °C 13.110 £ 113
InhA a 37 °C 13.047 £ 176
InhA-NADH a 25 °C 12.489 + 164
"InhA-NADH a 25 °C 12.854 + 136
InhA-NADH a 37 °C 12.651 + 182
1ENY 12.643

"Simulacéo realizada por Schroeder em 2004

A diferencga estatisticamente significativa (ANOVA, p<0.01) entre as ASASs

confirma a hipotese de que existe, efetivamente, uma alteracdo conformacional

global da proteina ao elevar-se a temperatura a niveis fisiolégicos.

Ao medirmos a ASAS com o programa NACCESS, também obtemos os seus

componentes polares, apolares (hidrofébicos) da cadeia principal e cadeia lateral

(Figura 3.7).

57



14000 — todos os atomos

12000 cadeias laterais

10000 —

fo/: 8000 apolar
® _MWWWWWWNMWWMWMMMMWWWW
< i
2
6000 — polar

| A o i o S S YOS e S A A S

4000 —

cadeia principal

2000 —fommamad _— oAt

T T T T T T T 1
0 5000 10000 15000 20000
Tempo (ps)

Figura 3.7 Grafico da area total da superficie acessivel ao solvente (ASAS) da InhA a 25 °C
e 37 °C, com as suas subdivisbes. As cores mais escuras (preto, azul, verde oliva, azul
escuro e violeta) correspondem a temperatura fisioldgica, enquanto que as cores mais
claras (cinza, ciano, verde claro, laranja e rosa) correspondem a temperatura ambiente.

Como pode ser observado no grafico da Figura 3.7, as cadeias laterais séo as
que estdo mais expostas ao solvente, enquanto que a cadeia principal,
evidentemente, permanece na regido mais interna da proteina. As regides apolares
(hidrofébicas — azul claro) também estdo mais expostas, em relacdo as polares
(hidrofilicas), ao solvente. O padrao das curvas obtidas na trajetoria a 37 °C (Figura
3.8) é igual, diferindo, apenas nos valores (que sdo mais elevados) (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 Distribuicdo da média da ASAS por regido e polaridade nas duas
temperaturas no intervalo de 15 a 20 ns

25 °C média e dp (A?) 37 °C média e dp (A?)
Todos os atomos 12.804 + 147 12.999 + 172
Cadeia lateral 10.880 £ 145 10.992 £ 161
Regido apolar 7.629 +118 7.583 £ 123
Regi&o polar 5.176 + 86 5.416 £ 92
Cadeia principal 1.925 + 41 2.007 £ 45
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Os resultados obtidos na analise da ASAS mostram que, com excecado das
regides hidrofobicas, o aumento da area exposta ao solvente ocorre de forma
homogénea com a elevagéo da temperatura.

Por outro lado, um estudo de simulacdo por DM com a enzima RNase A
(Merkley et al., 2008) em seis temperaturas (entre elas, 25 °C e 37 °C) mostrou que,
abaixo da temperatura de fusdo T, (melting temperature). o aumento da ASAS se
acompanha de um aumento proporcional da ASAS dos residuos nao polares.

Esta divergéncia de resultados ressalta a importancia de ndo transpor as
caracteristicas de uma proteina para outra. Mesmo sob os mesmos fatores
ambientais, diferentes comportamentos poderdao ser observados para diferentes
sistemas protéicos.

Um resumo dos parametros calculados e analisados até este momento, para
se avaliar a estabilidade das simulagdes, € mostrado na Tabela 3.5 e foram
comparados aos valores obtidos em Schroeder (2004), Schroeder et al. 2005 e a
forma cristalina da InhA (1ENY).

Tabela 3.5 - Parametros estruturais da InhA observados nos ultimos 5,0 ns das
simulag¢des por DM.

Sistemas/Parametros RMSD cp Rg_cp ASAS Tempo
(A) (A) (A% total
(ns)
wtInhA a 25 °C 1,37 £ 0,07 18,01 £0,05 12.804 £147 20,0
wtInhA a 37 °C 1,48 £ 0,06 18,01 £0,06 12998 +172 20,0

‘wtInhA_NADHa25°C 1,60+0,10 17,90 £ 0,10 12.854 £ 136 3,1
wt InhA_NADH 25 °C 1,64 £ 0,28 17,06 £0,05 12594 +170 20,0
wt InhA_NADH 37 °C 1,48+ 0,06 17,06 £0,05 12976+159 20,0

1ENY 17,90 12.643

"wt InhA-NADH a 25 °C : estes valores referem-se aos obtidos em Schroeder em 2004, por simulagao
por DM com a enzima InhA e seu ligante NADH.
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O estudo de Merkley et al. (2008) demonstrou que mudangas conformacionais
devido a alteragbes na temperatura podem estar relacionadas com alteracbes
funcionais. O mais interessante € que estas alteracbes ocorrem mesmo em
variagdes pequenas de temperatura, como nos niveis fisioldgicos.

A seguir serdo descritos e comentados alguns parametros (Fator-B, distancias
inter-atdbmicas, interagbes de hidrogénio) medidos nas estruturas resultantes de
ambas as trajetorias dinamicas, relevantes para a compreensdo da relagéo

temperatura, estrutura dindmica e fungao.

3.1.3 Fator-B ou Fator de Temperatura

O conhecimento dos movimentos atdmicos nas proteinas sdo fundamentais
para o entendimento de sua funcdo bioldégica (Hunenberger et al., 1995). A
flexibilidade protéica € um aspecto importante da relacdo entre a estrutura protéica e
a sua funcdo, como, por ex., as proteinas sofrem alteracbes conformacionais de
forma a encontrar o melhor encaixe com o seu ligante (Teodoro et al., 2003).

Embora seja dificil de se obter informagdes experimentais sobre a flexibilidade
de proteinas, a mesma pode ser facilmente extraida das simulacbes por DM

(HUnenberger et al., 1995).
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mTO=32
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3.1.3.1 Flutuagoes posicionais atomicas (RMSF)

A flexibilidade e mobilidade de uma macromolécula sao refletidas na flutuagao
de cada atomo em relagao a sua posigao média, durante a fase de produgao de uma
simulacado por DM. As flutuagdes posicionais atémicas (RMSF - root mean square
fluctuation), podem ser formalmente relacionadas com o Fator-B e assim
comparadas com os dados experimentais disponiveis. A Figura 3.8 ilustra os

valores do RMSF de ambas as trajetorias.
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Figura 3.8 - Grafico do RMSF da cadeia principal da InhA a 25 C (magenta) e a 37 C
(ciano) em comparagdao com o RMSF da estrutura inicial (azul escuro). Os valores estéo
mais elevados na estrutura cristalografica do que nas simulagdes.

O Fator-B constitue um conjunto de medidas que refletem a flutuagao térmica
atdbmica e outros erros experimentais (Yang et al., 2005). Eles tém sido usados como
uma medida de mobilidade e flexibilidade estrutural.

Os RMSF foram obtidos pelo Fator-B, aplicando-se a férmula:

st = 7)) - P2
V3
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onde <rf>—<r,.>2 = <Arf> representa as flutuagdes posicionais médias quadraticas de

cada atomo na proteina (Hinenberger et al., 1995). Apartir desta férmula obtém-se o

1

2
Fator-B: Fator — B = 873[ X (<r.2>—<r.>2) ou Fator-B = 87%/3 (AP,

onde (A representa a flutuagdo posicional atémica média-quadratica.

3.1.3.2 Fator-B da estrutura cristalina da InhA
O modelo de flexibilidade conformacional das enzimas € altamente
dependente da temperatura, o que facilita a adaptacdo das mesmas as variagcoes
térmicas (Svingor et al., 2001). Na Figura 3.9 estdo destacadas as regides de maior
mobilidade (Schroeder, 2004; Schroeder et al., 2005) na estrutura cristalina da InhA
(cod. pdb: 1ENY).
Alga de

ligagao do
substrato

Alga entre y

a2ep3_~ -

Figura 3.9 Representacdo das regides de maior mobilidade da estrutura cristalina da InhA
(cod. 1ENY). Os residuos que compreendem a Alga A sao de 100 a 114; a Alga B, de 150 a
161; a alga de ligagdo do substrato, de 197 a 220. Os residuos 41 a 69 constituem a hélice
a2, a fita B3 e a alga que esta compreendida entre as duas estruturas.
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Entre as regides de maior mobilidade estéo: (i) a regido dos residuos 41-69
(a2, B3); (ii) as regides dos residuos 100-114 (alga entre 4 e a4, Alga A) e 150-161
(alca entre 5 e a5, Alga B) que formam um dos lados da cavidade de ligagdo do
substrato e no cristal também fazem contato com a subunidade vizinha.
3.1.3.3 Fator-B das simulagoes por DM a 25 °C e 37 °C

Os Fatores-B das trajetérias foram calculados com o programa ptraj (AMBER
9.0), multiplicando-se o quadrado das flutuacdes ((Ar?)) por 87> /3.

O Fator-B calculado para a cadeia principal da enzima em relagcdo as
respectivas estruturas médias das fases de produgcdo mostrou um perfil de
flexibilidade semelhante entre a enzima InhA na temperatura de 25 °C e a mesma

enzima na temperatura de 37 °C, embora a amplitude a 37°C seja maior (Figura
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Figura 3.10 Fator-B da cadeia principal (atomos N, Ca, C, O) da enzima InhA nas
simulagdes a 25 °C (preto), 37 °C (vermelho) calculados sobre os ultimos 5 ns de simulagao.
Em verde esta representada a curva do Fator-B da estrutura cristalina da InhA (céd. pdb:
1ENY).
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Em ambas as simulagdes, as regides correspondentes as fitas e a maioria
das hélices a apresenta um Fator-B menor, enquanto que nas algas e regides de
maior mobilidade estes valores sdo maiores.

Na Alga B percebe-se um nitido aumento dos fatores de temperatura aos 37
°C. A regido que corresponde a parte da alga de ligagao do substrato e compreende
as hélices a6 e a7, também mostra-se mais flexivel aos 37 °C.

O aumento da flexibilidade com a elevacdo da temperatura também pode ser
percebido na maioria dos residuos localizados no sitio de ligagdo da coenzima, a 4

A de distancia do NADH (Figura 3.11).
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Figura 3.11 Fator-B dos residuos da InhA que estdo a 4 A do NADH. Em preto estdo
representados os Fatores-B dos residuos a 25 °C e em vermelho, os Fatores-B dos residuos
a 37 °C. Os trés circulos em preto que estdo circunscritos por uma linha verde,
correspondem aos residuos (Ser20, lle21, Phe41) cujos valores do Fator-B séao
significativamente maiores a 25 °C em relagao a 37 °C. Nos demais residuos, o Fator-B é
maior a 37 °C ou ndo se altera com o aumento da temperatura. Neste grafico ndo foi
utilizado o mesmo padrao de cores dos demais graficos (preto e cinza claro) por optar-se
por cores que tornasse mais nitida a interpretacao dos dados (vermelho e preto).
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Os residuos a 4 A do NADH sao: Gly14, lle15, lle16, Ser20, lle21, Phe41,
Leu63, Asp64, Val65, Ser94, 11e95, Gly9e6, lle122, Met147, Asp148, Phe149, Lys165,
Ala191, Gly192, Pro193, lle194, Thr196. Os valores do Fator-B de cada residuo nas
duas temperaturas podem ser vistos no Apéndice.

Os residuos Ser20 e lle21 interagem com o P; do NADH e a Phe41 interage
com a porgao adenina do NADH. Estes trés residuos, diferentemente dos demais,
apresentaram uma diminuicdo significativa da flexibilidade com o aumento da
temperatura.

Um tipo de representacdo grafica bastante esclarecedor quanto a diferenca
do padrdo de flexibilidade entre duas estruturas (Norberto de Souza & Ornstein,
1999; Bandyopadhyay & Meher, 2006) consegue-se através dos valores resultantes

da diferenga entre os fatores de 37 °C e os de 25 °C (Figura 3.12).
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Figura 3.12 — Grafico das diferengas do Fator-B da cadeia principal (atomos N, Ca, C, O) da
enzima InhA calculadas sobre os ultimos 5 ns de simulagdo. A diferengca foi obtida
subtraindo-se o valor do Fator-B do residuo a 25 °C do valor do Fator-B do mesmo residuo a
37 °C (Fator-B 37 °C - Fator-B 25 °C). Se o valor do Fator-B a 37 °C for maior do que o valor

do Fator-B a 25 °C, o resultado da diferenca sera positivo e o ponto ficara acima da linha
que passa pelo zero.
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Uma diferenga significativa entre os fatores de temperatura das duas
trajetérias é observada na Figura 3.12. Aos 37 °C, trés algas apresentam uma
flexibilidade nitidamente maior: alga entre a3 e 34, a alga B e a alga de ligagcéo ao
substrato. A alga A, mesmo que com valores menores, também mostra-se mais
flexivel aos 37 °C. A regido de ligagdo do substrato, portanto, esta significativamente
(ANOVA, p<0,01) mais flexivel na temperatura do organismo humano. Por outro
lado, trés helices (02, a6 e a7) estdo bem mais rigidas a esta mesma temperatura
(37 °C), sendo que duas delas (a6 e a7) formam a base da estrutura a qual prende-
se a extremidade da alga de ligagédo do substrato. A figura 3.13 mostra as regides de

maior flexibilidade aos 37 °C.

B loop

substrate binding
loop

Figura 3.13 — Representacdo do tipo ribbons da cadeia principal da estrutura terciaria da
enzima InhA colorida de acordo com a diferencas dos valores do Fator-B. Em preto, temos
os valores positvos da diferenga entre o Fator-B de 37 °C e o Fator-B de 25 °C. Em cinza
claro, esta diferenca é negativa. Em preto, portanto, temos as regides mais flexiveis a 37 °C.
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E interessante observar como, aos 37 °C, as hélices a6 e a7 tornam-se mais
rigidas, formando um “apoio” ou “alavanca” para que a extremidade da algca de
ligacao ao substrato possa apresentar maior flexibilidade.

Esta distribuicdo irregular da flexibilidade com o aumento da temperatura,
também foi observada em simulagdes por DM com a ribonuclease A em nove
temperaturas diferentes (Tilton et al., 1992). O Fator-B médio nas temperaturas mais
baixas (inferior a 180 K) foi semelhante ao observado experimentalmente em muitas
pequenas moléculas organicas. Ja o aumento da temperatura, ndo so resulta em um
aumento global do Fator-B, mas também em um aumento da magnitude, mas com
distribuicdo heterogénea. As distribuicbes mais complexas, nas altas temperaturas,
podem refletir em um aumento desarmdnico dos movimentos atémicos.

Um estudo de simulagdo por DM de duas enzimas homologas da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi realizado nas temperaturas de 25
°C e 37 °C. Comparando-se os Fatores-B dos residuos em ambas as temperaturas,
observaram-se grandes diferencas nas regides de ligagdo do NAD e na regido de
ligacao do substrato, o que indica que os ajustes evolutivos da flexibilidade ocorrem
em regides vitais para a fungdo enzimatica (Hajdu et al., 2008). Este fenbmeno pode
estar relacionado com a busca de uma conformagdo que ofere¢ca uma melhor
funcionabilidade nas condi¢gbes de temperatura 6tima.

Neste trabalho, também foram encontradas altera¢des significativas dos
valores dos Fatores-B nas regides de ligagdo do NAD e nas regides de ligagao do
substrato ao elevar-se a temperatura do experimento a 37 °C. As informagdes sobre
o Fator-B das simulagdes mostram que a alteragao da flexibilidade, com a elevagao
da temperatura, se da de forma heterogénea, pois a proteina ndo apresenta um

aumento global de sua flexibilidade.

67



3.1.3.4 Amplitude do RMSF e do Fator-B

Na Figura 3.8, os valores de RMSF da estrutura cristalina sdo maiores do que
aqueles obtidos nas fases de producgdo das trajetérias a 25 °C e 37 °C. O mesmo
comportamento pode ser observado no estudo realizado por Merkley et al. (2008),
onde os RMSFs de seis trajetérias em seis temperaturas diferentes da enzima
RNase A estdo nitidamente abaixo dos valores de RMSF obtidos da estrutura
cristalina.

Na Figura 3.10, da mesma forma que ocorreu com o RMSF, observa-se que
os valores dos fatores de temperatura da estrutura cristalina (1ENY) s&o mais
elevados do que os das trajetorias dinamicas da InhA nos ultimos 5 ns. Na Figura
3.14, pode-se visualizar que a grande maioria dos residuos apresentou fatores de

temperatura com valores inferiores a 25 A.

260 -
240 -
220 -
200 -
180 -
160 -
140 4
120
100 -
80 -

60 -

40

20
0

numero de residuos

' )
0-25 25-50 50-100 100-150
Fator-B (A)

Figura 3.14 - Distribuicdo do Fator-B da InhA de acordo com os seus valores. As colunas
cinza claras representam os valores a 25 °C, enquanto que as colunas pretas referem-se a
temperatura de 37 °C. A grande maioria dos residuos, em ambas as temperaturas,
apresentam Fatores-B com valores inferiores a 25 A.
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As simulagdes por DM foram realizadas com o campo de forca ff99SB.
Segundo Hunenberger et al. (1995), o campo de for¢a pode interferir na mobilidade
atbmica do sistema tanto favoravel como desfavoravelmente. A extensdo da
trajetéria também pode influenciar na amplitude do Fator-B, sendo inversamente
proporcional ao mesmo. Quanto maiores os comprimentos das trajetdrias das
simulagdes, portanto, esperam-se encontrar valores menores para os Fatores-B
calculados.

No estudo de Tai et al. (2001) os valores do Fator-B da acetilcolinesterase do
rato de uma trajetoria de 10 ns se mostraram inferiores ao Fator-B de sua estrutura

cristalina.

3.1.4 Regiao de ligagdao do NADH

Atualmente, tem-se disponivel uma descrigdo detalhada da regido do sitio
ativo da InhA, o que auxilia no entendimento do mecanismo de sua reagéo
enzimatica e facilita o planejamento do desenho de possiveis farmacos (Dessen et
al., 1995; Quemard et al., 1995; Rozwarski et al., 1998).

A InhA catalisa a reducdo NADH-dependente dos acidos graxos insaturados
de cadeia longa, que sdo essenciais para a parede celular bacteriana (Pantano et
al., 2005; Rozwarski et al., 1998). Durante esta fase de catalise, o NADH costuma
adotar uma forma estendida, cuja medida é obtida através da distancia entre o
carbono 6 (C6) da adenina e o carbono 2 (C2) do anel nicotinamida (ver materiais e
métodos). Esta distancia é, aproximadamente, de 12,5 A (Bell et al., 1997). Com a
finalidade de se avaliar o comportamento da conformag¢ao do NADH com a elevagao
da temperatura, foi medida a distancia entre o C6 do anel adenina (anel A) e 0 C2 da

porgao da nicotinamida (anel N) em ambas as simulagbes (Figura 3.15).
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Figura 3.15 Extensao da coenzima NADH. Este parametro € medido pela distancia entre os
atomos C2 do anel nicotinamida e C6 do anel adenina em ambas as temperaturas. A curva
em verde representa a distancia C2N-C6A do NADH aos 25 °C. A curva em magenta, com
os valores mais baixos, corresponde a esta mesma distancia aos 37 °C.

Aos 25 °C, a distancia média do C2N-C6A foi maior (16,7 + 0,4 A) do que a 37
°C (15,5 + 0,5 A). Aos 37 °C, observa-se uma diminui¢do da distancia C2N-C6A do
NADH. Essas informagdes nos permitem perceber que, em temperatura fisiolégica

humana, a conformacgéo do NADH sofre alteragdes, ficando menos estendida do que

aos 25 °C (Figura 3.16).
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Figura 3.16 — Representagdo do NADH aos 25 °C (ciano) e 37 °C (magenta). Foram
utilizados os snaphots mais préximos das estruturas médias dos ultimos 5 ns de ambas as
trajetorias. Percebe-se uma maior distorgdo do NADH aos 37 °C, diminuindo sua distancia
C2N-CB6A. Aos 37 °C, portanto, o NADH fica menos estendido.

Nos ultimos 5 ns, o numero médio de interagdes de hidrogénio (H) entre o
NADH e a InhA foram 7 aos 25 °C e 8 aos 37 °C. A elevacdo da temperatura,
portanto, foi responsavel pelo aumento de 1 interagdo de H entre a coenzima e a
proteina.

Considerou-se interacédo de H (ver materiais e métodos) toda relagdo entre
hidrogénio e residuo da InhA que apresentasse distancia igual ou menor a 3,35 A,

Os residuos da InhA que, com maior frequéncia, fazem interacdo com o
NADH sé&o: Asp64, Ser20, Lys165, Val65, Gly14, lle21, lle 194, Thr 196 (Figura

3.17).
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Figura 3.17 — Estrutura cristalina da InhA (cdd. pdb: 1ENY) mostrando a interacao entre o
NADH e os residuos da proteina. Figura obtida através do programa LIGPLOT (Wallace et
al., 1995).

Analises cinéticas mostram que a resisténcia a isoniazida deve-se a uma
diminuicdo da afinidade da proteina mutante ao NADH. As estruturas 3D da InhA
selvagem e mutante revelam que a resisténcia a droga esta diretamente relacionada
a perturbacgéo na rede de hidrogénio que estabiliza a ligagdo do NADH (Schroeder et
al., 2005).

Monitoramos as ligagdes de hidrogénio formadas entre o NADH e seu sitio de
ligacdo na enzima InhA durante toda a trajetoria de ambas as simulag¢des. Na tabela

3.6 estado descritas as interagdes de H observadas nos ultimos 5 ns da simulagéo.
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Tabela 3.6 — Ligagdes de hidrogénio® formadas entre o NADH e a proteina InhA nas

temperaturas de 25 °C e 37 °C nos ultimos 5 ns.

Residuo Grupo do aa Atomo do Ocorréncia Ocorréncia
NADH" a25°C (%) a37°C (%)
Gly14 0] O3B 66 9,5
lle15 O O3B 0 9,5
Ser20 oG O2A 33 0
lle21 N O2N 38 0
Asp64 OD1 N6A 71 81
Val65 N N1A 33 38
Gly96 N 04B 95 100
N O5B 0 76
Lys165 NZ 02D 66
NZ 03D 28 0
NZ O1A 57
NZ O1N 95
lle194 C=0 N7N 71 66
N O7N 95 91
Thr196 0G1 N7N 48 15
OG1 O1N 5 5
OG1 O2N 0 95
0OG1 05D 5 0

®Interagao de hidrogénio: distancia de 3,35 ou < entre H e o outro atomo
®Nome dos atomos das moléculas do NADH de acordo com o Apéndice 1

Define-se como ocorréncia de uma ligagéo ou interacao, a probabilidade desta

interacao ocorrer durante um determinado periodo de tempo da simulagdo por DM.

Neste caso especifico, o periodo considerado foi o dos ultimos 5 ns da trajetoria.

Como se pode observar na tabela 3.6, as ocorréncias das interagbes de H entre os

residuos da InhA e os atomos do NADH sofrem algumas alteragdes com o aumento

da temperatura. Observa-se, aos 37 °C, um aumento significativo na ocorréncia das
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interagdes de H entre a Gly96 e o NADH. Por outro lado, diminui a probabilidade de
interag&o entre os residuos Gly14, Ser20, lle 21 e lle194 e o NADH aos 37 °C.

Nos residuos Lys165 e Thr196, ao elevarmos a temperatura da simulagdo por
DM, ocorre uma mudanga quanto ao tipo de atomo que interage com o NADH.

A porcao de pirofosfato do NADH esta préxima a alga que conecta 1 a a1

(Figura 3.18).

NADH

Alga rica em
glicina

- .

)

Figura 3.18 Posicdo da algca rica em glicina em relacgdo ao NADH em ambas as
temperaturas: 25 °C (ciano) e 37 °C (magenta). Com o aumento da temperatura diminuem
consideravelmente as interagbes de hidrogénio que ocorrem entre o NADH e a alga rica em
glicina.
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Embora as conformacdes dos sitios ativos e a posicdo do NADH nas enzimas
selvagem e mutantes sejam muito semelhantes, uma notavel diferenga encontrou-se
na posi¢ao dos atomos da cadeia principal (Gly14), o primeiro residuo da al¢a 1. Na
Tabela 3.6 nota-se que a percentagem de ligagbes da Gly14 diminuiram
notavelmente aos 37 °C (de 66 a 9,5%). A Gly14 desempenha um importante papel
no mutante S94A, pois este residuo rompe uma ligacdo de H formada entre uma
molécula de agua e o NADH da InhA selvagem, diminuindo a afinidade da coenzima
pela a proteina (Dessen et al., 1995).

O comprimento das interagcdes de H entre as duas simulagdes, para este
residuo, ndo se modificou significativamente (Tabela 3.7), assim como sua ASAS e
seu Fator-B. A flexibilidade da Ser94 mantém-se baixa (Fator-B de 9 A aos 25 °C e
de 11 A aos 37 °C) como deveria se esperar pela localizagdo deste residuo em
regido de ligagdo com a coenzima.

A alga rica em glicina (Gly14, lle15, Ser20 e lle21) é responsavel pela maioria
das ligagdes diretas com a porgéo pirofosfato do NADH (Figura 3.18). Aos 37 °C,
as ligacdes de hidrogénio entre os aminoacidos Ser20 e lle21 e os atomos do NADH
desapareceram e a ocorréncia das ligagdes da Gly14 diminuiram consideravelmente
(Tabela 3.6).

Esta redugédo importante das interagées de hidrogénio entre a alga rica em
glicina da InhA e o NADH com o aumento da temperatura modifica o padréo de
distribuicdo das ligagbes que ocorrem entre a proteina e sua coenzima.

O mutante 121V apresenta uma diminuicdo desta afinidade pela substituigdo

da lle21 por uma Valina e por n&o ter interacdo nenhuma entre a Ser20 e o NADH.
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Tabela 3.7 — Comprimento das ligagées de hidrogénio formadas entre o NADH e a
proteina InhA nas temperaturas de 25 °C e 37 °C

Residuo Grupo do aa Atomo do Comprimento  Comprimento
NADH? da interagdo da interagéo
a25°C (%) a 37°C (%)

Gly14 O 03B 2,9 3,0
lle15 O 03B - 3,1
Ser20 oG O2A 2,6 -
lle21 N O2N 29 -
Asp64 OD1 NGA 3,0 2,9
Val65 N N1A 3,2 3,1
Gly96 N 04B 3,1 3,1
N O5B - 29
Lys165 NZ 02D 3,0 -
NZ 03D 3,0 -
NZ O1A - 2,8
NZ O1N - 2,8
lle194 C=0 N7N 29 3,0
N O7N 3,0 3,0
Thr196 OG1 N7N 3,0 3,2
OG1 O1N 3,2 2,8
OG1 O2N - 2,7
OG1 05D 3,0 -

®Nome dos atomos das moléculas do NADH de acordo com o Apéndice 1

N&do se observou diferenga significativa na ocorréncia das ligacbes de
hidrogénio entre os residuos Asp64 e Val65 e o NADH, em ambas as temperaturas.
Ja para a Gly96, as ligagdes de hidrogénio que ocorriam apenas entre o
nitrogénio (N) do residuo e a porgdo O4B do NADH em temperatura ambiente,

passaram a ocorrer com duas oxidrilas da coenzima (O4B e O5B) aos 37 °C.
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A Lys165 forma ligagdes de hidrogénio com as hidroxilas (OH) da ribose da
nicotinamida do NADH (Figura 3.19) e € um dos residuos que, juntamente com a
Tyr158 e a Phe149, estédo relacionados com o mecanismo catalitico da enzima InhA
(Rozwarski et al., 1999). Os trés residuos encontram-se conservados em enzimas
homologas, o que reforgca a importancia de suas fungdes cataliticas.

Na Figura 3.19, observa-se que as interagdes entre as hidroxilas O2D e O3D
do NADH a 25 °C transferem-se para as hidroxilas O1A e O1N aos 37 °C (Tabela
3.6). Esta mudanga € evidente e importante e acompanha a alteragéo
conformacional da redugcdo do comprimento do NADH (distancia C2N-C6A) com a

elevagao da temperatura.

"hélice o5

NADH

Figura 3.19 — Visualizagdo da coenzima NADH, residuo Lys165 e parte da hélice a5 na
estrutura cristalina 1ENY. As linhas verdes tracejadas representam as ligagcdes de H que
ocorrem entre o residuo Lys165 e os atomos O2D e O3D da porgao nicotinamida do NADH.
Estas ligagcdes também sado observadas nas estruturas resultantes das simulagdes por DM
aos 25 °C. Aos 37 °C, por outro lado, a Lys165 passa a ligar-se ao NADH através de
ligagbes de H com os atomos O1N e O1A da porgao pirofosfato (linhas tracejadas em
amarelo). Optou-se por utilizar uma imagem da estrutura cristalina da InhA (pdb 1ENY) ao
invés de estruturas resultantes das simulagées por DM por conseguir uma imagem mais
nitida desta regido e dos residuos envolvidos na interagao.

A mobilidade deste residuo é bastante reduzida, por ele estar envolvido com a

ligagdo da coenzima no seu sitio de ligagdo da InhA. O Fator-Ba25°C éde5Aea
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37 °C é de 8 A. Na presenca do NADH, n&o se observou diferenca na area acessivel
ao solvente nas duas temperaturas.

A Tyr158 mostra um aumento maior da flexibilidade aos 37 °C do que a
Lys165, apresentando uma elevagdo do Fator-B (de 8 A para 14 A). Por outro lado,
a area acessivel ao solvente diminui com a elevagdo da temperatura, tanto na
auséncia (14% a 6% valor da area) como na presenga do NADH (7 a 3%). Na Figura
3.20 podem ser visualizadas as interagdes entre os residuos LYS165, TYR158 e o

NADH em ambas as temperaturas.

TYR1 5% TYR158
je
\

W4 / «-\f/ LYS165
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NADH fi}”((\\
\/( NADH
DM 25°C DM 37°C

Figura 3.20 - Interagdo entre os residuos Lys165 e Tyr158 e o NADH a 25 °C (ciano) e a 37
°C (magenta). Foram utilizados os snapshots mais proximos da estrutura média de ambas
as trajetdrias.

A Phe149 estende-se acima do anel de nicotinamida, protegendo a porgao
reativa do NADH do solvente. Este é o unico residuo que sofre alguma alteragao
significativa na presenga da isoniazida (INH). Na presenga do grupo acil isonicotinico

da INH, a cadeia lateral da Phe149 faz uma rotagcdo fora do anel nicotinamida,
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criando espacgo para este grupo. Apds, a cadeia lateral da Phe149 se coloca ao lado
do anel piridinico do grupo acil isonicotinico, permitindo que participe de uma
interacdo aromatica anel-stacking (anel tipo empilhamento) (Rozwarski et al., 1998).

O fator de temperatura e a area acessivel ao solvente da Phe149 nao se
alteram nas duas simulagdes.

O residuo lle194 ndo mostrou diferengas significativas nas interagcdes de H
entre o complexo InhA-NADH nas duas temperaturas.

Quanto a Thr196 (Figura 3.21), as interagbes de hidrogénio que se faziam no
atomo N7N do NADH aos 25 °C (48%) reduziram para  15% aos 37 °C. Nesta

temperatura surgiram outras ligagdes associadas ao O2N da coenzima (95%).

Thr196

Figura 3.21 - Interagdo entre o residuo de Thr196 e o NADH a 25 °C (ciano) e a 37 °C
(magenta). Foram utilizados snaphots que apresentam maior semelhanga com as estruturas
médias nos ultimos 5 ns das trajetérias. Com a elevagao da temperatura, grande parte das
ligacdes entre a Thr196 e o atomo N7N da nicotinamida do NADH transferiram-se para o
atomo O2N.

Ainda no sitio de ligagdo do NADH, tem-se um residuo de extrema
importancia para o mecanismo de resisténcia da InhA, que é a S94 (Figura 3.22)
(Quemard et al., 1996). A substituicdo deste aminoacido por uma Alanina resulta em
uma diminui¢ao da afinidade da enzima pelo NADH, levando a um enfraquecimento

da ligagao a INH.
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A inibicdo isoniazida-dependente da InhA tipo selvagem requer a presenca do
NADH, sendo que a inibicdio do mutante S94A ocorre somente quando a
concentragdo do NADH estd aumentada (Rozwarski et al., 1998). Existe, portanto,
uma correlagcéo entre a habilidade da enzima ligar-se ao NADH e o fato de tornar-se

inibida pela isoniazida ativada (Basso et al., 1998).

Figura 3.22 - Interagdo entre o residuo de Ser94 e o NADH a 25 °C (ciano) e a 37 °C
(magenta). Foram utilizados snaphots que apresentam maior semelhanga com as estruturas
médias nos ultimos 5 ns das trajetorias.
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A enzima mutante S94A, portanto, confere, ao MTB, resisténcia a INH. No
nosso estudo, ndo houve diferenga estatisticamente significativa no fator de
temperatura e na area acessivel ao solvente deste residuo em ambas as
temperaturas. Nao se observou, portanto, alteracdo na flexibilidade da S94, aos 37
°C. Sugere-se repetir o mesmo estudo com o respectivo mutante.

Analisando-se as ocorréncias das intera¢des de hidrogénio entre os residuos
da InhA e o NADH, os valores dos Fatores-B e as ASAS destes mesmos residuos,
pode-se afirmar que a elevacdo da temperatura de 25 °C a 37 °C foi responsavel por
uma nitida alteragdo conformacional do sitio de ligagdo do NADH e da propria

coenzima.
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CAPITULO 4

4.1 Artigo cientifico



4.1 ARTIGO CIENTIFICO

Flexibility of Mycobacterium tuberculosis 2-trans-Enoyl ACP (CoA)
Reductase (InhA) at Two Temperatures: A Molecular Dynamics

Simulation Study
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4.1.1 - Abstract

Most computer experiments by the molecular dynamics simulation (MD) method
are conducted at 298 K, considered the room temperature. We know, however, that the
physiologic temperature of homeothermic animals is around 310 K. In this work, we
report results of a MD study of the 2-trans-enoyl ACP (CoA) reductase (InhA) enzyme
(E.C. 1.3.1.9) from Mycobacterium tuberculosis at two temperatures, 298 K and 310 K,
for 20 ns each. In particular, we observe that the loop involved with the substrate binding
site is more conformationally restricted at physiologic temperature. We also find
important differences in B-factor values for the two trajectories, resulting in interesting
conclusions about the effect of temperature in the flexibility of InhA, one of the major

targets for development of new drugs against tuberculosis.
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4.1.2 - Artigo tipo Letter

Biological macromolecules exist in an equilibrium between different
conformations as a function of environment — number of molecules for each of the
molecular species present in the system — and thermodynamics — temperature, pressure
— conditions (1). Molecular dynamics (MD) simulations are important tools for
understanding the physical basis of the structure and function of biological
macromolecules and can help understand the contentious question concerning the
effect of temperature on the protein structure and dynamics, particularly those that lead
to conformational changes (2). However, there is the question whether the distribution of
protein conformations plays a role in the kinetics of biologically important processes at
room or other temperature (3).

MD simulations at different temperature for several proteins have been performed
(4-9). We have previously carried out explicit aqueous MD simulations studies of the
Mycobacterium tuberculosis (MTB) 2-trans-enoyl ACP(CoA) reductase (Wt-InhA)
enzyme (E.C. 1.3.1.9) in complex with its native NADH coenzyme and two mutants in
order to understand InhA-NADH affinity in the context of the isoniazid mechanism of
resistance for this enzyme (10). In the present work we extended those studies to
investigate the effect of temperature in the structure and dynamics of the InhA-NADH
complex at two different temperatures: 298 K and 310 K. The molecular system
preparation an MD simulations were performed with the SANDER module of AMBER 9.0
(11) with the same protocol used by Schroeder et al. (10), except that here we used the
force field ff99SB of Simmerling and co-workers (12). The initial structure for the InhA-
NADH complex was taken from the 2.2 A crystal structure (PDB ID: 1ENY) (13) with 41

crystallographic water molecules.
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We performed a total of 20 ns of MD simulation for each temperature and used
the last 5.0 ns as the production phase based on the convergence of the root-mean

square deviation (RMSD) of the trajectory from the initial conformation (13).

Bloop

substrate binding
loop

FIGURE 1 Ribbon representation of the InhA (PDB ID: 1ENY) tertiary structure. The major
regions involved in substrate entrance and binding are labeled A-loop, B-loop, and the
substrate binding loop. The structure is colored according to the difference in B-factor
values (AB) at both temperatures (see Fig. 3). For regions in black AB is positive. In the
grey regions AB is negative. In short, the black regions indicate the most flexible InhA
motifs at 310 K, while in the grey regions InhA is most flexible at 298 K.
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Analysis of variance (ANOVA) showed significant differences (p<0.01) in the
global conformational parameters (RMSD, radius of gyration, and solvent accessible
area (data not shown), between the trajectory at 298 K and 310 K. Specific
conformational changes were observed for the A- and B-loops, as well as for the
substrate binding loop, which are involved in NADH binding and substrate entrance,
binding, and product exit (10). We measured the distance between the centers of mass
of the amino acids that make up these loops and looked at their absolute differences
(AD310-208) between the two temperatures (Table1).

TABEL 1 Absolute distance differences (AD3q0.29s) between the A-, B-, and
substrate binding loops at 310 K and 298 K.

Loops Distances (A) at
_ AD310-208
Temperatures: A)
298 K 310 K
A-loop and
substrate 16504  14.9+0.3 16
binding loop
A-loop and
B-loop 13.0+£0.3 12.3+£04 1.3
B-loop and
substrate 13.3+£0.3 12.6+£0.2 0.7
binding loop

The distances between the A-, B-, and substrate binding loops and the A- and B-loops
are smaller at 310 K. We also notice that ADs319.208 for the substrate binding loop
(residues 197-220) and A-loop (residues 100-111) at two temperatures (Fig. 2) is bigger

than the other distances (Table 1).
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FIGURE 2 Distances (A) between the centers of mass of the A-loop and the substrate
binding loop at 298 K (gray) and 310 K (dark). AD3q0.205 is 1,6 A in the last 5.0 ns of the
trajectory.

These results suggest that the loops involved with substrate entrance and binding
present, at physiologic temperature (310 K), have a more closed conformation (Fig. 1). If
this behavior occurs in the presence of the substrate it might help keep the substrate
closely bound to its biding site. Accordingly, the same could be expected for a drug-like
small molecule which should preferably bind in the same site in order to inhibit MTB’s
InhA enzyme.

Receptor flexibility plays a major role in substrate, coenzyme, cofactor and drug
binding (14,15). In order to verify which regions differ most in flexibility in MTB’s InhA at
the two different temperatures, we calculated the atomic isotropic B-factors using the

equation
B-factor; = (87:2 /3X<132>—<1;>2) where <rf>—<r,.>2 is the mean-square positional fluctuation
of atom j (16, 17).
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B-factors reflect the local mobility of protein atoms, and were first used by Vihinen
to compare the flexibility of mesophilic and thermophilic enzymes (18). We calculated
the B-factor for the last 5.0 ns of both trajectories. Fig. 3 shows the B-factor differences
(AB310-208) for the two temperatures (19). The values were plotted as a function of

residue number.

loop between a3

40 - and 34 Substrate

binding

B loop loop

10
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1] o 40 G0 50 oo 120 140 160 180 200 220 240 260 280
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FIGURE 3 B-factor differences (ABj;q9.293) as a function of InhA’'s residue number. Some
InhA functionally important regions are highlighted (see Fig. 1). (a) a2 helix; (b) loop
between a3 and B4; (c) B-loop; (d) a6 helix; (e) substrate binding loop and (f) a7 helix.

Mapping Fig. 3 onto Fig. 1, we observe that the areas with more flexibility at
physiologic temperature are the loop between a3 and 34 and two loops related with the
substrate entrance and binding (B-loop and substrate binding loop). The regions with
less flexibility at 310 K are a2, a6 and a7 helices. The latter a-helices belong to the
substrate binding loop. It is interesting to observe that the two helicoidal components of
the substrate binding loop becomes more rigid with an increase in temperature (gray
regions in Fig. 1), while the loop connecting them show more flexibility at 310 K. The

increase of InhA flexibility, therefore, is not homogeneous.
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It is possible that the rigidity of the substrate binding loop, with increasing
temperature, may favor a more stable binding mode for the substrate and, accordingly,
for efficient drug binding to this import MTB drug target (20). Experiments with MTB
INhA-NADH complex together with other drug candidates and at physiological
temperature may confirm our findings and reveal novel ways to search for InhA

inhibitors.
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e perspectivas
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5.1 —- CONSIDERAGCOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O presente trabalho refere-se ao primeiro estudo computacional via simulagao
por DM que investiga os efeitos da temperatura sobre a estrutura 3D do complexo
enzimatico InhA-NADH do Mycobacterium tuberculosis. Os parametros obtidos de duas
simulagdes por DM com a enzima InhA e sua coenzima NADH, a 25 °C e 37 °C, foram

analisados e comparados, obtendo-se as seguintes conclusoes:

- Existem diferengas conformacionais estatisticamente significativas entre as

estruturas 3D resultantes das simulagdes por DM aos 25 °C e 37 °C.

- Na regiao de ligagcédo do substrato (alga A, alga B, al¢a de ligagao do substrato)
observou-se um importante aumento da flexibilidade (Fator-B aumentado nos residuos

desta regido) aos 37 °C.

- A medida da distancia entre as al¢as do substrato, alca A e alca B mostra que a
InhA assume uma conformagdo mais aberta aos 25 °C (temperatura ambiente) nesta
regido. Ja, aos 37 °C, estas distancias se reduzem, tornando a regido destas algas,
mais reclusa. Um dado interessante a ser observado é que a distancia entre a alca de
ligacdo do substrato e a algca B da InhA na temperatura fisiolégica humana ¢é igual a
esta distancia na estrutura cristalina. A mesma semelhanga ocorre entre a InhA a
temperatura ambiente e suas formas mutantes. Este parametro, relacionado com a
conformagao das algas que estdo em contato com o substrato, nos faz alertar sobre o
quanto o ajuste de um fator ambiental como a temperatura pode interferir no resultado

conformacional da estrutura protéica.
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- Nas hélices a6, a7 e a2 da InhA, os Fatores-B de seus residuos diminuiram
aos 37 °C, o que demonstra que a alteracao da temperatura ambiental n&o interfere de
forma linear na flexibilidade da enzima. Uma maior elevagao da estabilidade estrutural
das proteinas esta relacionada com o aumento de sua rigidez, enquanto que uma maior
flexibilidade pode favorecer sua atividade (Meinhold et al., 2008). As hélices a6 e a7
oferecem “sustento” para a al¢a de ligagao do substrato, mostrando-se mais firmes, aos
37 °C. A hélice a2 faz parte da regido de contato com o NADH, justificando sua maior

estabilidade com o aumento da temperatura.

- Na regido do sitio de ligagdo da coenzima, a grande maioria dos residuos
localizados a 4 A do NADH apresentaram a sua flexibilidade aumentada aos 37 °C, com
excecdo dos residuos Ser20, lle21, Phe41. Os residuos Ser20 e lle21 fazem parte da
alga rica em glicina e, além do Fator-B diminuido, aos 37 °C deixam de ter interagdes

de hidrogénio com o NADH.

- Pode-se concluir, portanto, que até mesmo pequenos aumentos de
temperatura afetam significativamente a conformagdo de uma proteina em regides
importantes para o desempenho de suas fungdes. A elevacado da temperatura aumenta
a flexibilidade da estrutura protéica, mas de forma heterogénea, preservando regides
gue necessitam de maior estabilidade no contexto dinAmico de sua funcionabilidade. A
influéncia da temperatura sobre a flexibilidade, portanto, ndo se da de forma global e
uniforme, seguindo um padrdo de distribuigdo que permita um melhor desempenho

enzimatico naquelas condi¢gdes ambientais.
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- O comprimento do NADH diminui de 16,7 A para 15,5 A com o aumento da
temperatura. Isso confirma as mudangas que ocorrem no nivel de coenzima e sitio de

ligacdo do NADH ao alterar-se a temperatura.

- Quanto as interagdes de hidrogénio entre o NADH e os residuos da InhA,
observou-se uma mudanga na disposi¢ao destas ligagbes na temperatura fisioldgica
humana. A mudanga conformacional do NADH aos 37 °C acompanha-se da diminuigao
de suas interagdes de hidrogénio com a alga rica em glicina. Outra mudancga observa-se
na Lys165 que deixa de partilhar suas ligagdes de hidrogénio com os atomos O2D e
O3D do NADH para interagir com os atomos O1 da adenosina e O1 da nicotinamida.
As alteragdes na distribuicdo das ligagdes de hidrogénio entre o NADH e os residuos da
proteina, confirmam as mudangas conformacionais que ocorrem no sitio de ligagao da

coenzima com o aumento da temperatura.

- Um maior entendimento dos eventos mecéanicos associados a ligagdo do
substrato e do NADH a InhA é essencial para permitir a projegdo de novos farmacos
inibidores desta enzima (Hornak & Simmerling, 2006). As nitidas modificagbes da
enzima InhA e sua coenzima NADH durante um processo de alteracdo de temperatura
de 25 °C para 37 °C devem ser consideradas no decorrer do planejamento e design de
algum farmaco tuberculostatico. O conhecimento detalhado das estruturas alvo,
portanto, deve levar em conta as condigdes ambientais (pressao, temperatura, pH) as

quais serao submetidas em in vivo.

- O conhecimento detalhado que o estudo computacional com simulagbes por

DM nos oferece sobre as alteragdes estruturais que as macromoléculas biolégicas
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podem sofrer com as mudangas dos fatores ambientais pode aprimorar os

conhecimentos fisiopatolégicos das doengas.

- Considerando que as alteracbes conformacionais das proteinas podem afetar
sua habilidade de ligar-se a outras moléculas e que qualquer progresso na modelagem
do movimento protéico e flexibilidade contribuira para o entendimento do mecanismo
das fungdes bioldogicas (Fersht, 2008), os resultados do presente trabalho enfatizam a
importancia do estudo sobre as mudancas estruturais que as enzimas podem sofrer

com a variagao dos fatores ambientais.

Entre as perspectivas futuras que podemos vislumbrar a partir deste trabalho

cientifico, temos:

- Realizagcdo e anadlise de outras simulagdes por DM com InhA e NADH com
temperaturas mais elevadas (39 °C, 40 °C e 42 °C). Varios trabalhos na literatura
(Morita et al., 2006) apontam para diferengas cinéticas, metabdlicas, estruturais e
dindmicas das proteinas a temperaturas correspondentes a estado febril (40 °C). Estes
dados sugerem um estudo mais detalhado, da InhA e outras enzimas, nestas
temperaturas. No estudo de Pritchard (2005) verificou-se que o aumento da
temperatura pode funcionar como um elemento facilitador para a sintese de mediadores

quimicos no processo inflamatario.

- Comparagao do comportamento das aguas envolvidas na ligagdo entre a InhA

e o NADH nas diferentes temperaturas.

- Elaboracgéo de estudos de docking com complexos InhA-NADH provenientes de

simulagdes a diferentes temperaturas.
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GLOSSARIO

Analise de componentes principais (ACP)

Consiste em reescrever as coordenadas das amostras em outro sistema de
€ixo mais conveniente para a analise dos dados.

As n-variaveis originais geram, através de suas combinagdes lineares, n-
componentes principais, cuja principal caracteristica, além da ortogonalidade, é
que sao obtidos em ordem decrescente de maxima variancia. A componente
principal 1 detém mais informacéao estatistica que a componente principal 2, que
por sua vez tem mais informagao estatistica que a componente principal 3 e
assim por diante.

Este método permite a reducdo da dimensionalidade dos pontos
representativos das amostras pois, embora a informacgao estatistica presente nas
n-variaveis originais seja a mesma dos ncomponentes principais, € comum obter
em apenas 2 ou 3 das primeiras componentes principais mais que 90% desta

informacéo.

Analogos do estado de transigao

Assemelham-se ao estado de transicdo da reacao.

Chaperonina
Uma familia de proteinas do choque térmico, dentro da qual é feito o

dobramento das proteinas.

Configuragao

Relagdo geométrica entre um dado conjunto de atomos.

Conformacgao

Arquitetura tridimensional de uma proteina e relacbes espaciais de todos os
atomos com os demais (Murray et al., 1998). Conformacao refere-se a disposi¢cao
espacial de grupos diversos sem o rompimento de ligagdes, em consequéncia da
rotacdo em torno de lagos simples na molécula (Lehninger et al, 2006). Uma
proteina pode apresentar iniumeras conformagdes. Cada uma delas caracteriza

um micro-estado (Fonseca et al., 2006).
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Dicroismo circular - DC

E uma forma de espectroscopia que faz uso da absorcéo diferenciada da luz

polarizada no sentido horario ou no sentido anti-horario. Este fenbmeno é

rotineiramente utilizado no estudo da estrutura secundaria de proteinas.

Distribuicao de Boltzmann

Em fisica, a Distribuicdo de Boltzmann permite calcular a fungao
distribuicdo para um numero fracionario de particulas N;/ N ocupando um
conjunto de estados j cada um dos quais tem energia E;.

N; _ gie BilkeT

N Z(D)

onde kg é a constante de Boltzmann, T é a temperatura (admitida como sendo
uma quantidade precisamente bem definida), g; € a degeneragéo, ou numero de

estados tendo energia E;, N é o total do numero de particulas:
.ﬁ'r - Z _h'rx
i
e Z(T) é chamada fungao particdo, a qual pode ser tratada como sendo igual a

ZET) _ Zg-ie_E‘“IBT-

Enovelamento

As proteinas sao polimeros formados por uma sequéncia definida de
aminoacidos. O material genético de cada célula é capaz de produzir uma unica
sequUéncia de aminoacidos de uma maneira bastante reprodutivel. Entrentanto,
esta sequéncia unidimensional de aminoacidos necessita, no entanto, sofrer
arranjos se dobrando sobre si mesma para que, ao final, forme-se uma proteina
com uma estrutura 3D definida dotada de fungdo biolégica. Este processo é
conhecido como enovelamento protéico e a proteina enovelada é dita nativa.
Portanto, uma estrutura secundaria (alfa hélices, folhas beta e voltas), terciarias

(arranjo tridimensional) e quaternaria completamente definida.
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Ensemble canodnico
Estado termodindmico que corresponde por um numero de atomos N, volume

V e temperatura T constantes (NVT).

Ensemble isobarico-isotérmico
Estado termodinamico caracterizado por numero de atomos N, pressao P e

temperatura T constantes (NPT).

Ensemble microcanénico

Estado termodindmico que corresponde a um sistema isolado, e é
caracterizado por numero de atomos N, volume V e energia total E constantes
(NVE).

Entalpia

E a grandeza fisica que descreve a energia interna total de um sistema. A

unidade da entalpia é o joule (J) no Sistema Internacional de Unidades e sua

representacao é feita pelo simbolo H.

Entropia

E uma grandeza termodindmica que representa o grau de desordem. Ela

mede a parte da energia que nao pode ser transformada em trabalho.

Espalhamento incoerente de neutrons

As técnicas de espalhamento de neutrons desempenham um importante
papel no estudo da matéria condensada. Elas complementam as técnicas mas
conhecidas de espalhamento de raios X, elétrons e luz. A utilidade dos néutrons
térmicos provem do fato destas particulas possuirem comprimentos de onda de
Broglie (A\,) da ordem das distancias interatémicas na matéria condensada, ou
seja1ad A e, correspondentemente, energias da ordem de 5 x 10° a 8 x 102
eV, isto é, da ordem das energias quanticas caracteristicas excitadas em
temperaturas ordinarias. O espalhamento de néutrons pela matéria condensada
€ devido a dois tipos de interagdo: (a) a interagdo neutron-nucleo, via forgas

nucleares, corresponde a secdes de choque o e amplitiudes de espalhamento b,

com o =4rb*, que sdo caracteristicas de um particular nicleo, e que devem ser

determinadas experimentalmente; (b) o momento do néutron (-1,91 magnetons
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nucleares) interage com campos magnéticos locais na amostra em estudo, em
particular com campos de quaisquer momentos magnéticos tais como aqueles
relacionados com camadas incompletas nos ions de elementos de transicdo e
terras raras. O espalhamento pode ser elatstico e inelatico, coerente e
incoerente. O espalhamento elastico coerente (espalhamento de Bragg) é
utilizado no estudo de arranjos de atomos e de spins nos sélidos, enquanto que o
espalhamento inelatico (com perda ou ganho de energia pelo neutron) é utilizado
no estudo de movimentos atémicos (difusdo, rotagdes, vibragdes na rede
cristalina) e de ondas de spin (magnons). O neutron é mais sensivel ao
movimento de atomos leves como o hidrogénio e o carbono sendo, portanto uma
ponta de prova ideal para o estudo da dindmica de moléculas orgéanicas
(Herdade, 1994).

Espectroscopia de infravermelho (espectroscopia IV)

E um tipo de espectroscopia de absorgdo a qual usa a regido do
ingravermelho do espectro eletromagnético. Ela pode ser usada para identificar
um composto ou investigar a composi¢ao de uma amostra. A espectroscopia IV
baseia-se no fato de que as ligagbes quimicas das substancias possuem
frequéncias de vibracao especificas, as quais correspondem a niveis de energia
da molécula (niveis vibracionais). Tais frequéncias dependem da forma da
superficie de energia potencial da molécula, da geometria molecular, das massas

dos atomos e eventualmente do acoplamento vibrénico.

Estado de transicao

Para se superar a energia de ativacdo de uma reacdo, passa-se pela
formagao de um estado intermediario chamado “estado de transi¢ao”, sempre um
composto instavel e de alta energia, representado por “Ts”, ligado com altissima
afinidade ao sitio catalitico.

Considerando uma reagado de substituicdo, em que um grupo de saida L,
ligado, inicialmente, a R, & substituido por um grupo que entra, E:

E+R-L=E-R+L

Essa substituicdo envolve um estado de transigéo, E... R... L, cuja formacéo e
subseqliente decomposicao pode ser representada por duas “reagdes parciais”,
cada uma com uma variagao caracteristica em energia livre:

E+R-L=E...R..L  AGg
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E..R.L=E-R+L AGp
com AGEg = variagdo em energia livre da formagao do estado de transigao

AGp = variagado em energia livre da decomposi¢ao do estado de transigéo

Estequiometria
E o célculo das relagdes quantitativas dos reagentes e produtos em uma

reacao quimica equilibrada.

Equacéao de Arrhenius
Define a relagdo logaritmica entre a constante da velocidade e a temperatura:
log (ko/ k1) = Ea/2,303R(1/T1 = 1/Ty)

Interacoes
A proteina nativa € mantida por um somatorio de interagdes fracas (pontesde

hidrogénio, interagdes idnicas, interagdes hidrofébicas).

Hinge-bending
E uma expressdo que traduz um movimento molecular. Significa movimento

flexivel tipo dobradica.

Marginalmente estaveis

A estabilidade das proteinas €& controlada para manter suas fung¢des. Em
condigbes fisiologicas, o estado nativo corresponde a conformagao
termodinamicamente mais estavel. O estado nativo é apenas ligeiramente mais
estavel que o estado desnaturado. Uma estabilidade maior tornaria a proteina

pouco flexivel.

Macroestado

E o estado termodindmico de qualquer sistema que estd exatamente
caracterizado pelas medidas das propriedades do sistema e numero de moles de
cada constituinte. O conjunto (“ensemble”) desses micro-estados compde o

macro-estado da proteina.
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Microestado

Refere-se a uma “foto estantdnea” da localizacdo e momento de cada
molécula e atomo em todo macroestado. Na mecanica classica, para um sistema
constituido por um conjunto {q} de graus de liberdade, seus microestados podem
completamente ser especificados através de pontos no espaco de fase definidos
ao se conhecer as coordenadas generalizadas das posigdes, r1, r2 ..rN, e

momentos, p1, p2...pN, das N particulas do sistema.

Movimento anarménico
E um movimento periédico em que a lei de variagdo com o tempo n&o é uma

fungcédo harménica.

Nativo
Estado em que a proteina apresenta a fungao para a qual foi produzida
(Fonseca et al., 2006).

Proteina quinase constitutiva
Quinase cuja sintase ndo depende da presenga de um indutor ou substrato

especifico.

Psicrofilos

Organismos que vivem em baixas temperaturas.

Temperatura ambiente:
Em condi¢gbes Normais de Temperatura e Pressao (NTP) a temperatura é de
25°C.

Temperatura fisiolégica (basal)

Nos endotérmicos (regulagao interna da temperatura) ou homeotérmicos
(temperaturas pouco variadas), como o homem, verifica-se a temperatura
fisiologica. O organismo tem a capacidade de regular a temperatura interna
através de mensagens nervosas. Homeotérmicos — Animais que podem manter a
temperatura do corpo constante, mesmo com a variacdo da temperatura

ambiente. S30 as aves e os mamiferos.
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Zeolitos
S&0 um numeroso grupo de minerais que possuem uma estrutura porosa. Os

zeolitos naturais formam-se em locais onde camadas de rochas vulcdnicas e

cinza vulcanica reagem com agua alcalina; também ocorrem em ambientes pés-

deposicionais em que cristalizaram ao longo de milhares ou mesmo milhdes de

anos em bacias marinhas pouco profundas.
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Apéndice 1

APENDICES

Parametros do NADH - (Ryde, 1995)

NADH, AMBER 5.0 compatible;

NAH.res
NAH INT 0
CORRECT OMIT
0.00000
1 DUMM DU
2 DUMM DU
3 DUMM DU
4 C6N CA
5 H6N H4
6 C5N CA
7 HS5N HA
8 C4N CT
9 H41 HC
10 H42 HC
11 C3N CA
12 C7TN C
13 07N 0]
14 N7N N
15 H71 H
16 H72 H
17 C2N CA
18 H2N H4
19 NIN N*
20 C1D CT
21 H1D H2
22 C2D CT
23 H2D H1
24 02D OH
25 HO2D HO
26 C3D CT
27 H3D H1
28 03D OH
29 HO3D HO
30 C4D CT
31 H4D H1
32 04D 0S
33 C5D CT
34 H5D1 HI1
35 H5D2 HI
36 05D 0S
37 PN P
38 OIN 02
39 02N 02
40 03 0S
41 PA P
42 0O1A 02
43  0O2A 02
44 0O5B 0S
45 Cb5B CT
46 H5B1 H1
47 H5B2 HI1
48 C4B CT
49 H4B H1
50 O04B oS
51 C3B CT
52 H3B H1
53 03B OH

DU BEG

[0 I = Il o B o Bl B i Bl e I o il i I i I Gl I 3 -l B Bl 3 I 0 B IR B O W IR -l I -l 3 -l B . B o v B B o v Bl 3 [ o B =l = B il e B i

OV 0oy O D> WN R O

Orord DB D DD D DD DNWWWWWWWWWWNNNNNNNNNNNDNMDNNMNNNNRERRRRERRERRE
P OO UuUuud P EFRPRFRPOdJdJdJ0WWWwWOoOOoOOOMHNWOHNOONBNNOOWTdIRFR & DSNDNE

OO DWW WNRE O

BSOS D SN WWWWWWWWNONRNNRONNRONNDNNDN R PR R e [ = S
DO TR BB OO0 JOANOWOOONNANANNONOOWIW--IRE NN R - ®

U. Ryde,

[
o =N

o
WO Mo D WWNN P

BSOS D D D DD DD W WWWWWWWNDNNNMNNMNNMNMNNMNNMNNNNRERENRERERRRFE
agod DR P RPRPOJdJJJ0WWWOOHOONNMNONOO WO WW-JJHF

Osmar NORBERTO DE

PR R R RPRRRRRRRRRRRRRRRRRE PP

o e

PR PR R RRRRRPRPRRPRRRRREP PR PR

.000
.000
.000
.000
.086
.403
.080
.395
.093
.093
.407
.505
.233
.352
.004
.009
.382
.084
.387
.488
.094
.508
.088
.436
.959
.520
.091
.423
.960
.521
.090
.435
.521
.029
.092
.440
.620
.473
.481
.574
.611
.485
L4777
.580
.420
.024
.093
.503
.104
.414
.523
.092
.434

111

111

.000
.000
90.
80.
86.
39.
118.
120.
106.
107.
120.
119.
117.
117.
120.
120.
119.
118.
120.
116.
110.
117.
113.
.340
106.
99.
114.
109.
105.
103.
111.
104.
114.
113.
118.
108.
117.
105.
109.
100.
136.
106.
109.
103.
121.
108.
115.
100.
106.
106.
112.
.048
110.

000
257
845
816
831
143
309
814
163
504
812
707
682
477
053
597
593
524
618
258
807

795
733
651
790
431
900
514
712
250
342
256
747
474
958
032
139
620
319
295
587
317
046
908
744
529
546
631

551

SOUZA,

2717

.000
.000
.000
304.
113.
260.
322.
142.
122.
239.
.543
173.
21.
203.
179.
.302
355.
179.
.805
174.
20.
142.
46.
.899
89.
162.
198.
79.
40.
322.
142.
23.
264.
288.
168.
48.
190.
176.
308.
62.
195.
337.
207.
92.
75.
267.
35.
154.
59.
175.
292.
-18.
135.

544
956
797
829
477
831
002

166
930
001
872

721
611

865
227
452
086

056
298
096
530
651
360
236
472
249
300
168
875
938
012
271
417
390
227
094
769
897
459
989
082
863
953
482
541
535

02/10/2001

.00000
.00000
.00000
.35520
.22190
.17300
.12570
.13480
.01960
.01960
.22270
.82850
.60990
.99350
.40470
.40470
.18400
.14220
.22930
.03840
.16170
.06700
.09720
.61390
.41860
.20220
.06150
.65410
.43760
.10650
.11740
.35480
.05580
.06790
.06790
-.56610
1.37290
-.85580
.85580
-.57600
1.37290
.85580
.85580
.56610
.05580
.06790
.06790
.10650
.11740
.35480
.20220
.06150
.65410
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54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

CHARGE NADH
0.
0.

-0.
0.
-0.
0.
-0.
0.
0.
-0.
-0.
0.
0.
0.

0
0.
0

IMPR
C6N
NIN
C2N
C4N
C5N
C3N
C7N
C8A
C6A
N7A
N1A
C5A

LOOP
NIN
C1B
04D
C4A
C4A

DONE

HOB
C2B
H2B
02B
HOB
ClB
H1B
N9A
C8A
H8A
N7A
C5A
Co6A
N6A
H6l
H62
N1A
C2A
H2A
N3A
C4A

3552
0196
9935
2293
6139
4376
0679
8558
5661
1174
4376
0394

.6073

4115

.3053

OPER
C2N
C3N
C4N
C6N
N1N
N7N
H71
C4A
Ho6l
NOA
N3A
N1A

C6N
04B
C1D
C5A
N9A

3

2

O OO O OO0 0oooo

o

HO
CT
H1
OH
HO
CT
H2
N*
CK
H5
NB
CB
CA
N2

NC
CQ
H5
NC
CB

2219
0196
.4047
.0384
.4186
.1065
.0679
.5760
.0558
.3548
.0670
.2007
.0515
.7615

N1N
C2N
C3N
C5N
C6N
C7N
N7N
N9A
N6A
C8A
C2A
C6A

RERERHRERHAURREEHEEEHEHnH S

[eNoNeoNoNoNol o NeNe)

C1lB
H2N
CTN
H5N
H6N
O7N
H72
C1D
H62
H8A
H2A
N6A

53
51
55
55
57
55
59
59
61
62
62
64
65
66
67
67
66
70
71
71
73

.1730
L2227
.4047
L1617
.2022
L1174
.5661
.3729
.0679
.2022
.0972
.0251
.7009
.5875

51
48
51
51
55
51
55
55
59
61
61
62
64
65
66
66
65
66
70
70
71

48
45
48
48
51
48
51
51
55
59
59
61
62
64
65
65
64
65
66
66
70

.1257
.8285
.1840
.0670
.0615
.3548
.3729
.8558
.0679
.0615
.6139
.2006
.9019
.0473

.962
1.511
.091
.429
.961
.500
.096
.481
.339
.081
.344
.335
.375
.334
.001
.004
.334
.345
.079
.345
.341

e

PR R RPRRRRRRRRRRRR R

.1348
.6099
L1422
.0972
.6541
.0558
.8558
.8558
.1065
.6541
.4186
.1553
L4115
.6997

106.
103.
107.
112.
108.
102.
110.
115.
126.
125.
111.
102.
123.
120.
123.
122.
115.
122.
119.
121.
119.

326
289
136
235
105
172
904
254
756
157
176
981
335
288
250
140
111
289
198
528
342

273.
252.
88.
212.
20.
330.
284.
161.
321.
359.
179.
.509
180.
352.
184.
.982
179.
359.
180.
.544
358.

873
113
678
910
361
379
037
267
228
651
494

071
032
224

506
037
231

936

.43760
.06700
.09720
.61390
.41860
.03940
.20070
.02510
.20060
.15530
.60730
.05150
.70090
.90190
.41150
.41150
.76150
.58750
.04730
.69970
.30530
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Parametros do campo de forca do NADH:

Special force constants for NAD+,

April, 1998
BOND

CA-N*  448.00
ANGL

CA-C -0 80.
CA-C -N 70.
C -CA-CT 63.
CA-CA-N* 70.
CT-CA-HA 35.
H4-CA-N* 35.
CA-CT-CA 63.
CA-N*-CA 70.
CA-N*-CT 70.
DIHE

X -CA-N*-X
N*-X
CA-CA-C -0
Vanhommerig,
CA-CA-C -0
Vanhommerig,
CA-CA-C -N
Vanhommerig,
CA-CA-C -N
Vanhommerig,

IMPR
CA-CA-N*-CT
CA-CA-CA-C
CA-CT-CA-C
CT-CA-CA-C

END

4

1
BBA

BBA

BBA

BBA

NADH, NADP+,

1.344 NAD: N1-C2 and N1-C6

00 119.
00 115.
00 120.
00 119.
00 120.
00 114.
00 120.
00 121.
00 120.

7

0.

1295(96) 125

0.

1295(96) 125

0.

1295(96) 125

0.

1295 (96)125

= =

80
70
00
50
00
00
00
20
60

.40

02

45

02

45

= Ve

NAD,
NAD,
NAD
NAD,
NAD
NAD
NAD
NAD,
NAD,

Vanhommerig,
Vanhommerig,

Vanhommerig,

Vanhommerig,

Vanhommerig,
180.0
180.0
180.0
180.0

180.0

180.
180.
180.
180.

BBA
BBA

BBA

BBA
BBA

and NADPH; Ulf Ryde,

1295(96)125
1295(96)125

1295(96)125

1295(96)125
1295(96)125

2. NAD;
1. NAD,
2. NAD,
1. NAD,
2. NAD,
2. NAD
2. NAD
2. NAD
2. NAD

24

=X-CM-
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Apéndice 2
Arquivos de entrada para as simula¢des da dindmica molecular:

mini_00.in

#Minimizacdo do 1ENY NADH cWAT (276-316) + CIO. NTR=1 Restraint=25.0

&cntrl
imin=1, nmropt=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1l, ntxo=1l, ntpr=50,
ntwr=50, iwrap=0, ntwx=50, ntwv=0, ntwe=0, ioutfm=0, ntwprt=0,
idecomp=0,
ibelly=0, ntr=1, restraint wt=25.0, restraintmask=':1-316",
maxcyc=200, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, drms=1.0E-4,
ntc=1, tol=0.00001, jfastw=0,ivcap=0,

ntf=1, ntb=2, ntp=1, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25,

ipol=0, ifgnt=0,
igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
&ewald

verbose=0, ew_type=0, nbflag=1l, use pme=1, vdwmeth=1, eedmeth=1,

netfrc=0,

mdcp_00.in

#Equilibrando a Densidade da Caixa D'agua por 20ps (apenas H20 AMBER)

&cntrl
imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=250, ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0, idecomp=0,
ibelly=1, ntr=0, bellymask=':317-10807', restraint wt=100.0,
restraintmask=':2-823",
nstlim=10000, nscm=1000, t=0.0, dt=0.002, nrespa=1l,
isgld=0, tsgavg=0.2, tempsg=1.0, sgft=0.0, isgsta=1l, isgend=1,

ntt=1, temp0=298.16, tempi=10.0, ig=71277, tautp=1.0, gamma 1n=0,

vrand=0, vlimit=20.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=2.0,
ntc=2, tol=0.00001,jfastw=0,

ivcap=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25,
ifgnt=0,
igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
&ewald

ipol=0,

verbose=0, ew type=0, nbflag=1l, use pme=1, vdwmeth=1, eedmeth=1,

netfrc=0,

mini_01.in

#Minimizac&o do 1ENY NADH cWAT (276-316) + CIO. NTR=1 Restraint=1.0
&cntrl
imin=1, nmropt=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=50,
ntwr=50, iwrap=0, ntwx=50, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0, idecomp=0,
ibelly=0, ntr=1, restraint wt=1.0, restraintmask=':1-316",
maxcyc=200, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, drms=1.0E-4,
ntc=1, tol=0.00001, jfastw=0, ivcap=0,

ntf=1, ntb=2, ntp=1, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25,

ipol=0, ifgnt=0, igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
/
&ewald

verbose=0, ew_type=0, nbflag=1l, use pme=1l, vdwmeth=1, eedmeth=1,

netfrc=0,
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mini_02.in

#Minimizacdo do 1ENY NADH cWAT (276-316) + CIO. NTR=1 Restraint=10.0
&cntrl
imin=1, nmropt=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=50,
ntwr=50, iwrap=0, ntwx=50, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0, idecomp=0,
ibelly=0, ntr=1, restraint wt=10.0, restraintmask=':1-316",
maxcyc=200, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, drms=1.0E-4,
ntc=1, tol=0.00001, jfastw=0,
ivcap=0,
ntf=1, ntb=2, ntp=1, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25,
ipol=0, ifgnt=0,
igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
/
&ewald
verbose=0, ew_type=0, nbflag=1l, use pme=1, vdwmeth=1, eedmeth=1,
netfrc=0,

/

mini_03.in

#Minimizacdo do 1ENY NADH cWAT (276-316) + CIO. NTR=1 Restraint=5.0
&cntrl
imin=1, nmropt=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=50,
ntwr=50, iwrap=0, ntwx=50, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0, idecomp=0,
ibelly=0, ntr=1, restraint wt=5.0, restraintmask=':1-316",
maxcyc=200, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, drms=1.0E-4,
ntc=1, tol=0.00001, jfastw=0,
ivcap=0,
ntf=1, ntb=2, ntp=1, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25,
ipol=0, ifgnt=0,
igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
/
&ewald
verbose=0, ew type=0, nbflag=1l, use pme=1, vdwmeth=1, eedmeth=1,
netfrc=0,

/

mini_04.in

#Minimizac&o do 1ENY NADH cWAT (276-316) + CIO. NTR=1 Restraint=1.0
&cntrl
imin=1, nmropt=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=50,
ntwr=50, iwrap=0, ntwx=50, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0, idecomp=0,
ibelly=0, ntr=1, restraint wt=1.0, restraintmask=':1-316",
maxcyc=200, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, drms=1.0E-4,
ntc=1, tol=0.00001, jfastw=0,
ivcap=0,
ntf=1, ntb=2, ntp=1, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25,
ipol=0, ifgnt=0,
igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
/
&ewald
verbose=0, ew_ type=0, nbflag=1l, use pme=1l, vdwmeth=1, eedmeth=1,
netfrc=0,

/

123



mini_05.in

#Minimizacdo do 1ENY NADH cWAT (276-316) + CIO. NTR=0, Without Restraint
&cntrl
imin=1, nmropt=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=50,
ntwr=50, iwrap=0, ntwx=50, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0, idecomp=0,
ibelly=0, ntr=0, restraint wt=1.0 restraintmask=':1-316",
maxcyc=200, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, drms=1.0E-4,
ntc=1, tol=0.00001, jfastw=0, ivcap=0,
ntf=1, ntb=2, ntp=1, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25,
ipol=0, ifgnt=0, igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
/
&ewald
verbose=0, ew_ type=0, nbflag=1l, use pme=1, vdwmeth=1, eedmeth=1,
netfrc=0,
/
mdcp_01.in

#Molecular Dynamics Warm-Up 10K-50K
&cntrl
imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1, ntxo=1l, ntpr=250,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0, idecomp=0,
ibelly=0, ntr=0, bellymask=':1-1', restraint wt=100.0,
restraintmask=':2-823",
nstlim=10000, nscm=1000, t=0.0, dt=0.002, nrespa=1l,
isgld=0, tsgavg=0.2, tempsg=1.0, sgft=0.0, isgsta=1l, isgend=1,
ntt=1, temp0=50.0, tempi=10.0, i1g=71277, tautp=1.0, gamma 1n=0, vrand=0,
vlimit=20.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=2.0,
ntc=2, tol=0.00001,jfastw=0, ivcap=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25, ipol=0,
ifgnt=0,
igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
&ewald
verbose=0, ew_type=0, nbflag=1l, use pme=1l, vdwmeth=1, eedmeth=1I,
netfrc=0,
/
mdcp_02.in

#Molecular Dynamics Warm-Up 50K-100K em 20ps.
&cntrl
imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1, ntxo=1l, ntpr=250,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0, ioutfm=0, ntwprt=0,
idecomp=0,
ibelly=0, ntr=0, bellymask=':1-1', restraint wt=100.0,
restraintmask="':2-823",
nstlim=10000, nscm=1000, t=0.0, dt=0.002, nrespa=1l,
isgld=0, tsgavg=0.2, tempsg=1.0, sgft=0.0, isgsta=1l, isgend=1,
ntt=1, temp0=100.0, tempi=50.0, ig=71277, tautp=1.0, gamma 1n=0,
vrand=0, vl1imit=20.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=2.0,
ntc=2, tol=0.00001,jfastw=0, ivcap=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25, ipol=0,
ifgnt=0,
igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
&ewald
verbose=0, ew_ type=0, nbflag=1l, use pme=1l, vdwmeth=1, eedmeth=1,
netfrc=0,
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mdcp_03.in

##Molecular Dynamics Warm-Up 100K-150K em 20ps.
&cntrl
imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=250,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0, idecomp=0,
ibelly=0, ntr=0, bellymask=':1-1', restraint wt=100.0,
restraintmask="':2-823",
nstlim=10000, nscm=1000, t=0.0, dt=0.002, nrespa=1l,
isgld=0, tsgavg=0.2, tempsg=1.0, sgft=0.0, isgsta=1l, isgend=1,

ntt=1, temp0=150.0, tempi=100.0, ig=71277, tautp=1.0, gamma 1n=0,

vrand=0, vl1imit=20.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=2.0,
ntc=2, tol=0.00001,jfastw=0,
ivcap=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25,
ifgnt=0,
igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
/
&ewald

ipol=0,

verbose=0, ew_type=0, nbflag=1l, use pme=1, vdwmeth=1, eedmeth=1,

netfrc=0,

/

mdcp_04.in

##Molecular Dynamics Warm-Up 150K-200K em 20ps.
&cntrl
imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=250,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0, idecomp=0,
ibelly=0, ntr=0, bellymask=':1-1', restraint wt=100.0,
restraintmask=':2-823",
nstlim=10000, nscm=1000, t=0.0, dt=0.002, nrespa=1l,
isgld=0, tsgavg=0.2, tempsg=1.0, sgft=0.0, isgsta=1l, isgend=1,

ntt=1, temp0=200.0, tempi=150.0, ig=71277, tautp=1.0, gamma 1n=0,

vrand=0, vl1imit=20.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=2.0,
ntc=2, tol=0.00001,jfastw=0,

ivcap=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25,
ifgnt=0,
igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
/
&ewald

ipol=0,

verbose=0, ew_type=0, nbflag=1l, use pme=1l, vdwmeth=1, eedmeth=1,

netfrc=0,

/
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mdcp_05.in

##Molecular Dynamics Warm-Up 200K-250K em 20ps.
&cntrl
imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=250,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0, idecomp=0,
ibelly=0, ntr=0, bellymask=':1-1', restraint wt=100.0,
restraintmask="':2-823",
nstlim=10000, nscm=1000, t=0.0, dt=0.002, nrespa=1l,
isgld=0, tsgavg=0.2, tempsg=1.0, sgft=0.0, isgsta=1l, isgend=1,

ntt=1, temp0=250.0, tempi=200.0, ig=71277, tautp=1.0, gamma 1n=0,

vrand=0, vl1imit=20.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=2.0,
ntc=2, tol=0.00001,jfastw=0,

ivcap=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25,
ifgnt=0,
igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
/
&ewald

ipol=0,

verbose=0, ew_type=0, nbflag=1l, use pme=1, vdwmeth=1, eedmeth=1,

netfrc=0,

/

mdcp_06.in

#Molecular Dynamics Warm-Up 250K-298.16K em 20ps.
&cntrl
imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=250,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0, idecomp=0,
ibelly=0, ntr=0, bellymask=':1-1', restraint wt=100.0,
restraintmask=':2-823",
nstlim=10000, nscm=1000, t=0.0, dt=0.002, nrespa=1,
isgld=0, tsgavg=0.2, tempsg=1.0, sgft=0.0, isgsta=1l, isgend=1,

ntt=1, temp0=298.16, tempi=250.0, ig=71277, tautp=1.0, gamma 1n=0,

vrand=0, vlimit=20.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=2.0,
ntc=2, tol=0.00001,jfastw=0,

ivcap=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25,
ifgnt=0,
igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
/
&ewald

ipol=0,

verbose=0, ew type=0, nbflag=1l, use pme=1, vdwmeth=1, eedmeth=1,

netfrc=0,

/
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mdcp_07.in

##Molecular Dynamics at 298.16K from 120-200ps. Restart!!!! Atencéo.
&cntrl
imin=0, ntx=5, irest=1, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=250,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0, idecomp=0,
ibelly=0, ntr=0, bellymask=':1-1', restraint wt=100.0,
restraintmask="':2-823",
nstlim=40000, nscm=1000, t=0.0, dt=0.002, nrespa=1l,
isgld=0, tsgavg=0.2, tempsg=1.0, sgft=0.0, isgsta=1l, isgend=1,
ntt=1, temp0=298.16, tempi=298.16, ig=71277, tautp=1.0, gamma 1n=0,
vrand=0, vl1imit=20.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=2.0,
ntc=2, tol=0.00001,jfastw=0,
ivcap=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25, ipol=0,
ifgnt=0,
igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
/
&ewald
verbose=0, ew_ type=0, nbflag=1l, use pme=1, vdwmeth=1, eedmeth=1,
netfrc=0,

/

mdcp_prod.in

#Molecular Dynamics at 298.16K.
&cntrl
imin=0, ntx=5, irest=1, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=250,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0, idecomp=0,
ibelly=0, ntr=0, bellymask=':1-1', restraint wt=100.0,
restraintmask=':2-823",
nstlim=50000, nscm=1000, t=0.0, dt=0.002, nrespa=1l,
isgld=0, tsgavg=0.2, tempsg=1.0, sgft=0.0, isgsta=1l, isgend=1,
ntt=1, temp0=298.16, tempi=298.16, ig=71277, tautp=1.0, gamma 1n=0,
vrand=0, vl1imit=20.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=2.0,
ntc=2, tol=0.00001,jfastw=0,

ivcap=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, cut=9.0, scnb=2.0, scee=1.2, nsnb=25, ipol=0,
ifgnt=0,
igb=0, ievb=0, iamoeba=0,
/
&ewald

verbose=0, ew_type=0, nbflag=1l, use pme=1l, vdwmeth=1, eedmeth=1,
netfrc=0,

/
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Apéndice 3

Sistemas das simulagdes da enzima InhA de Mycobacterium tuberculosis:

cWAT InhA NADH e suas 41 moléculas de aguas cristalograficas, a 25 °C e 37 °C

- Coordenadas iniciais: 1ENY.pdb

- Tempo total de simulagao: 20 ns

cWAT InhA_NADH RESIDUOS ATOMOS

InhA 1-268 1-4.008

NADH 269 4.009 —4.079

6 Na+ 270 - 275 4.080 —4.085

Aguas cristalinas 276 — 316 4.086 — 4.208

TIP3P (10.491 moléculas) 317 - 10.807 4.209 — 35.681

Total 10.807 residuos 35.681 atomos
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Apéndice 4

Numero de interagdes de hidrogénio (H) entre o NADH
e a InhA

Numero de Numero de
Snapshot da interacdes de H interacdes de H
trajetoria (ps) a25°C a37°C
15000 7
15250 10
15500
15750
16000
16250
16500
16750
17000
17250
17500
17750
18000
18250
18500
18750
19000
19250
19500
19750
20000
Numero
médio 7 8
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