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RESUMO

A tuberculose ¢ uma doenga infecciosa globalmente desafiadora e enfrenta problemas
como resisténcia a medicamentos e a necessidade de novos tratamentos eficazes. A proteina
tirosina fosfatase B (PTPB) encontrada na bactéria Mycobacterium tuberculosis, causadora da
tuberculose, ¢ uma enzima importante na regulacdo de processos celulares e tem sido
identificada como um alvo promissor para o desenvolvimento de novos farmacos contra a
doenga. Os derivados da pirimidina s3o compostos quimicos conhecidos como potenciais
inibidores da PTPB. Eles possuem a estrutura basica da pirimidina, uma molécula organica
heterociclica de seis membros contendo nitrogénio. Esses derivados sdo modificados em sua
estrutura molecular para criar uma variedade de compostos com propriedades especificas.
Baseado neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o modo de interagdo de
onze compostos derivados da pirimidina e a enzima PTPB, através das técnicas de docking e
simulagdes de dindmica molecular, em relagdo as energias de interacdes intermoleculares e
estabilizacdo do complexo ligante-proteina. Os resultados obtidos forneceram informagdes
valiosas sobre a interagdo entre os derivados da pirimidina e a PTPB da Mycobacterium
tuberculosis, contribuindo para o desenvolvimento de novos compostos terapéuticos que
possam inibir ou modular a atividade dessa enzima. Espera-se que as simulagdes
computacionais fornecam insights sobre a estrutura e o comportamento das interagdes no sitio
ativo da enzima PTPB, auxiliando na identificagdo de compostos promissores que possam ser
alvos potenciais para o desenvolvimento de novos farmacos contra a tuberculose.

Palavras-chaves: Docking; Dindmica molecular; Derivados da pirimidina; Proteina tirosina

fosfatase B (PTPB); Tuberculose.



ABSTRACT

Tuberculosis is a globally challenging infectious disease and faces issues such as drug
resistance and the need for new effective treatments. The protein tyrosine phosphatase B
(PTPB) found in Mycobacterium tuberculosis bacteria, which causes tuberculosis, is an
important enzyme in the regulation of cellular processes and has been identified as a potential
target for the development of new drugs against the disease. Pyrimidine derivatives are
chemical compounds that have the basic structure of pyrimidine, a six-membered nitrogen-
containing heterocyclic organic molecule. These derivatives are modified in their molecular
structure to create a variety of compounds with specific properties. Based on this context, the
present work aims to evaluate the mode of interaction of eleven compounds between pyrimidine
derivatives and the PTPB enzyme, through docking techniques and molecular dynamics
simulations, in relation to the intermolecular and stabilized interaction energies of complex
protein-binding. The results obtained provided valuable information about the interaction
between pyrimidine derivatives and PTPB from Mycobacterium tuberculosis, contributing to
the development of new therapeutic compounds that can inhibit or modulate the activity of this
enzyme. It is expected that computer simulations will provide insights into the structure and
behavior of interactions in the active site of the PTPB enzyme, helping to identify promising
compounds that could be potential targets for the development of new drugs against
tuberculosis.

Keywords: Docking; Molecular dynamics; Pyrimidine derivatives; Protein tyrosine

phosphatase B (PTPB); Tuberculosis.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose ¢ uma doenca infecciosa causada pelo microrganismo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). A doenga ¢ disseminada pelo ar, através de goticulas provenientes de
espirros ou tosse de uma pessoa contaminada. A propagagao depende do sistema imunoldgico
do receptor, sendo mais comum em portadores de cancer, diabetes, virus HIV e outros
problemas de satude (Ferri et al., 2014; Braga et al., 2011).

Os métodos mais utilizados para detectar a doenga sdo os exames bacterioldgicos. Entre
as técnicas realizadas para a elaboragao dos exames estdo os testes de coloragdo, baciloscopia,
um método fundamental que consiste no exame direto do escarro, cultura para micobactéria e
exames de imagem, como radiografias do torax (Busatto et al., 2015; Anvisa, 2010).

O tratamento da doenca ¢ feito com medicamentos convencionais, como Rifampicina,
Etambutol, Pirazinamida e Isoniazida. Esses medicamentos sdo altamente eficientes e faceis de
administrar. No entanto, com o tempo, a bactéria desenvolve mutacdes ¢ adquire resisténcia,
tornando necessario a busca constante por novos alvos terapéuticos ¢ o desenvolvimento de
novos medicamentos para o tratamento da tuberculose (Bagchi, 2023).

A proteina tirosina fosfatase B (PtpB) tem sido identificada como um alvo promissor no
tratamento da tuberculose, podendo afetar a sobrevivéncia da bactéria no hospedeiro, o que abre
oportunidades para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas (Pal et al., 2022).

A sintese de compostos derivados da pirimidina vem se destacando na quimica
medicinal, para a estruturagdo e estudo dos seus desempenhos farmacologicos. Por exemplo, o
composto pirano [2,3-d] pirimidina, quando conectado a uma determinada molécula, seu
derivado apresenta caracteristicas farmacéuticas inerentes em compostos bioativos, como
antigeno, antituberculares, antifingicos e antibacterianos. (Thanh et al., 2019)

Através do uso das técnicas de docking e dindmica molecular de compostos derivados
da pirimidina e a proteina tirosina fosfatase B da Mycobacterium tuberculosis, é possivel um
melhor entendimento de como esses compostos interagem com o sitio ativo dessa enzima,
avaliando as estruturas dos compostos em relacdo as suas conformagdes no sitio ativo da
proteina e suas energias de interacdes envolvidas, além da identificagdo de quais residuos de

aminodacidos fazem parte da estabilizacdo dos respectivos complexos.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tuberculose

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a tuberculose ¢ a doencga infecciosa
que mais mata em todo o mundo. Em 2021, estimou-se cerca de 10,6 milhdes de casos de
tuberculose no mundo, resultando em um total de 1,6 milhao de 6bitos devido a doenga (OMS,
2022).

A compreensao da doenca melhorou em 1882, quando o alemao Robert Koch identificou
a Mycobacterium tuberculosis como a origem da tuberculose, trazendo esperanca para o
tratamento da doenca. Posteriormente, em 1943, o primeiro agente antituberculose, a
estreptomicina, foi isolado e testado. Ao longo dos anos, novos agentes foram descobertos,
como a rifampicina, isoniazida e pirazinamida, contribuindo para o controle da doenca (Blevins,
2010).

Os principais sintomas da doenga incluem tosse, febre, falta de ar, fraqueza,
expectoragdo e, em alguns casos, hemoptise, dor toracica, perda de peso e fadiga excessiva
(Borgdorff et al., 2002). A tosse € o primeiro sintoma que surge nos infectados, seguida pela
expectoragdo. Muitas vezes, esses sintomas passam despercebidos, confundindo-se com uma
gripe ou problemas respiratorios relacionados ao tabaco. Isso aumenta o tempo entre o
aparecimento dos sintomas e o diagnostico da doenca, dificultando o tratamento e permitindo

que o escarro se torne bacilifero e contagie outras pessoas (Conde et al., 2009).

2.2 Mycobacterium Tuberculosis

Pertencem a familia Mycobacteriaceae, composta por dois géneros, Amycolicicoccus €
Mycobacterium, sendo este ultimo de maior importdncia clinica. A Mycobacterium
tuberculosis, também conhecida como bacilo de Koch, passou por uma sequéncia de mutagdes,
evoluindo de bactérias saprofitas para bactérias parasitas de mamiferos. Os primeiros contatos
com a ra¢a humana foram causados pelo consumo de carne crua ou mal cozida, resultando na
contracdo da Mycobacterium bovis (Steele JH et al., 1995). As micobactérias sdo intracelulares
facultativas, possuem crescimento lento e sdo predominantemente aerdbias. Suas paredes
celulares sao complexas, contendo proteinas, lipidios e carboidratos (Groisman et al., 1997).

Assim como muitas outras bactérias, a Mycobacterium tuberculosis evolui ao longo do
tempo, adquirindo resisténcia a medicamentos. Alguns fatores especificos da micobactéria que

contribuem para isso sdo a variacdo de permeabilidade a diferentes compostos, a produgdo de
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enzimas que modificam ou destroem farmacos, e a modificagdo espontanea dos genes alvos das
drogas (Nikaido et al., 1994).

Essa bactéria ¢ quase exclusivamente um parasita humano e geralmente causa
tuberculose pulmonar, uma infecgdo que afeta os pulmdes. No entanto, ela também ¢ capaz de

infectar outros 6rgaos ou tecidos do corpo (Pelczar et al., 1996).

2.3 Diagnostico e Tratamento

Até hoje, muitos paises onde a tuberculose ¢ prevalente utilizam o método de longa data
chamado microscopia de escarro para diagnosticar os bacilos da tuberculose. No entanto, a
microscopia detecta apenas metade dos casos de tuberculose e nao identifica a possibilidade de
resisténcia a medicamentos nos pacientes. Sua efetividade ¢ ainda menor em portadores de HIV
e criangas (Bagchi, 2023).

Além da bacteriologia, outros métodos sdo utilizados para a identificagdo da doenga,
como exames radioldgicos, histopatoldgicos, sorologicos e a prova tuberculinica. Esses
métodos podem variar em custo e complexidade (Rosendo; Bezerra; De Lima,2020).

O teste Xpert MTB/RIF teve sua popularidade aumentada consideravelmente. Esse teste
detecta tanto a tuberculose quanto a resisténcia a rifampicina, que ¢ o medicamento mais
importante no tratamento da tuberculose (Lima et al., 2017).

A tuberculose ¢ uma doenca grave, porém tratavel e curavel. O tratamento dura no
minimo seis meses €, na maioria dos casos, utiliza-se os antibioticos rifampicina, isoniazida,
pirazinamida e etambutol. Esses medicamentos s3o fornecidos juntamente com informacdes e
apoio ao paciente por um profissional de satde (Bagchi, 2023).

Os pacientes que ndo respondem ao tratamento mencionado, aqueles que possuem
bacilos resistentes aos medicamentos, sdo classificados como portadores de tuberculose
multirresistente, de acordo com o Consenso Brasileiro de Tuberculose de 1997. O tratamento
para esses pacientes pode durar até dois anos e causar diversos efeitos colaterais graves. Além
disso, ¢ um tratamento custoso e possui uma baixa taxa de cura. Isso destaca a necessidade
continua de descobrir novos alvos terapéuticos para o tratamento da tuberculose como, por

exemplo, a enzima tirosina fosfatase B. (Johnston et al., 2009).

2.4 Proteina tirosina fosfatase B da Mycobacterium Tuberculosis e derivados da
pirimidina
As proteinas tirosina fosfatase e quinase sdo importantes enzimas, pois estdo

relacionadas ao controle do nivel de fosforilacdo dos alvos de seus substratos proteicos. A
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fosforilagdo desempenha um papel crucial em diversos eventos celulares, como resposta imune,
crescimento, metabolismo e transcri¢do de genes (Bialy et al., 2005).

As enzimas PtpA e PtpB foram identificadas no genoma do Mycobacterium
tuberculosis. Essas enzimas se tornam alvos promissores para o desenvolvimento de novos
farmacos inovadores contra a doenga, uma vez que podem afetar a sobrevivéncia da bactéria no
hospedeiro (Mascarello et al., 2016).

A Mycobacterium tuberculosis, causadora da tuberculose, ¢ um patdégeno de grande
importancia em saude publica, e a PtpB ¢ uma enzima essencial para a sobrevivéncia desse
organismo. Portanto, compreender as interagdes entre essa proteina e derivados da pirimidina
pode fornecer informagdes valiosas para o desenvolvimento de inibidores seletivos e eficazes.

A sintese de compostos derivados da pirimidina tem despertado a atengdo no campo da
quimica medicinal, devido a grande diversidade de propriedades farmacologicas que eles
apresentam. Esses compostos atuam em enzimas especificas de bactérias, interferindo nos
processos enzimaticos ¢ no ciclo de vida do alvo. (Thanh et al., 2019; Sathisha; Gopala;
Rangappa, 2016)

A pirano[2,3-d]pirimidina ¢ um sistema heterociclico e insaturado. Quando conectada a
uma determinada molécula, seu derivado apresenta um aumento na atividade farmacéutica em
compostos bioativos. Estudos realizados por Kamdar et al. demonstraram que essa fragcao do
composto pirimidina, quando sintetizada com um anel de quinolina, resultou em uma maior
atividade antituberculose. Sabry et al. indicaram que a benzopirano[2,3-d]pirimidina com
substituintes de cloro e bromo possui atividade inibitdria contra algumas bactérias. Além disso,
Dangolani et al. relataram que a sintese dessa fracdo pirimidina com um anel contendo varios
substituintes hidréxido apresentou atividade antioxidante, as figuras 2.1 e 2.2 apresentam os

compostos com suas respectivas propriedades farmacologicas. (Thanh et al., 2019).

Figura 2.1 — Compostos derivados da pirimidina e suas propriedades farmacoldgicas.
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Fonte: Than et al. (2019)
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Figura 2.2 — Compostos derivados da pirimidina e suas propriedades farmacologicas.
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Através do uso da quimica computacional e técnicas de modelagem molecular, ¢é
possivel estudar e entender as interagdes moleculares entre esses derivados da pirano[2,3-
dJpirimidina e a enzima PtpB. Essas abordagens computacionais permitem prever a
conformacao e a afinidade de ligagao dos compostos, facilitando o design racional de moléculas

com propriedades desejadas.

2.5 Quimica computacional

As simulacdes de docking e dindmica molecular t€ém desempenhado um papel crucial
na investigacdo de interagdes entre moléculas e proteinas, proporcionando insights valiosos
para o desenvolvimento de novos compostos terapéuticos. No contexto especifico do estudo de
derivados da pirimidina com a proteina tirosina fosfatase B (PtpB) da Mycobacterium
tuberculosis, a Quimica Computacional se mostra uma abordagem promissora (LEITE; LIMA;
GUIDO, 2019).

As simulagdes computacionais permitem a modelagem detalhada da estrutura molecular
dos derivados da pirimidina e da PtpB, bem como a previsdo de suas interacdes. Por meio de
métodos de dindmica molecular, ¢ possivel simular a dindmica dos 4atomos e analisar as
mudancas conformacionais da PtpB quando interage com diferentes compostos da pirimidina.
Essas simulagdes fornecem uma visao dinamica das interagcdes moleculares, auxiliando na
compreensdo dos mecanismos de ligacdo e na identificacdo de regides-chave para o
desenvolvimento de ligantes especificos.

Além disso, segundo Santos (2020), a Quimica Computacional também permite a

realizacdo de estudos de propriedades fisico-quimicas relevantes, como energia de ligacao,
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solubilidade e estabilidade dos complexos formados. Essas informagdes sao fundamentais para
a selecdo e otimizacdo de compostos promissores, contribuindo para a racionalizagdo do

processo de descoberta de farmacos.

2.6 Ancoramento Molecular (“docking”)

A técnica de ancoramento molecular ¢ um processo fundamental na predigao da
conforma¢do de um ligante e sua orientagdo dentro de um possivel alvo de liga¢do. Esta
abordagem ¢ comumente utilizada na andlise de complexos formados por proteinas e ligantes,
tornando-se uma técnica amplamente empregada na etapa de planejamento e desenvolvimento
de novos medicamentos. Esse tipo de simulacdao visa encontrar a estrutura mais estavel do
complexo proteina-ligante e calcular sua estabilidade relativa (LOPES & PIETRO, 2017).

A simula¢do computacional de ancoramento molecular (“docking”) apresenta dois
elementos-chave: amostragem e pontuacdo. A amostragem desempenha o papel de gerar as
configuracdes (orientacdes e conformagdes) do ligante no sitio de ligacdo (complexo). A etapa
de pontuacdo consiste na previsao da energia de ligacao, estabelecendo valores e selecionando
as configura¢des com menores valores de energia. (HUANG e ZOU, 2010)

A pontuacdao do ancoramento, ou "Docking Scoring Function", ¢ determinada pela

equacao (1):

Escore = Einter + Eintra (1)

O termo Einer corresponde a energia de interagdo entre o ligante e a proteina e ¢

calculado pela equagdo (2):

(aia;)
Einter = Zi € ligante Zj € ligante [EPLP (rij) + 332,0 4*7,,2{ ] (2)
ij

O primeiro termo, Eprp, representa a energia potencial do inibidor dividida em duas
partes: uma para o termo estérico (van der Waals) entre 4&tomos e outra para o potencial de
ligagdo de hidrogénio. O segundo termo descreve as interagdes eletrostaticas entre atomos
carregados, sendo um potencial de Coulomb com uma constante dielétrica dependente da
distancia.

O termo Einwa, que corresponde a energia interna do ligante, ¢ definido pela equagao 3:

Einter = Zi € ligante Zj € ligante Eprp (Tij) + ZLiga(;f)es Ax [1 — cos(mf — 90)] + Epenalizada (3)
flexiveis
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As duas primeiras somatdrias referem-se a todos os pares de atomos no ligante,
excluindo os pares de atomos conectados por duas ligacdes. O segundo termo refere-se a energia
de tor¢do, onde O representa o angulo de tor¢ao da ligacdo. Se vérias tor¢gdes forem possiveis,
¢ calculada a média das contribui¢des de tor¢ao das ligagdes. O Gltimo termo, Epenalizada, € um
termo de correcdo que penaliza conformagdes inexistentes do ligante, atribuindo uma
penalidade de 1000 se a distancia entre dois 4&tomos pesados (com mais de duas ligagdes de
distancia) for menor que 2,0 A. (Khan et al., 2009; Thomsen; Christensen, 2006; Josa et al.,
2008)

A selecao das melhores conformagdes resultantes de calculos de ancoramento molecular
pode ser determinada pela comparacdo com a conformagdo de um ligante ja presente na
estrutura cristalografica da proteina e levando em consideragdo os valores de energia mais
estaveis obtidos. A busca pela estrutura de menor energia, sem fazer suposi¢des prévias, requer
uma analise completa de todas as interagdes, levando em consideracdo a flexibilidade
conformacional do ligante que sera inserido no sitio ativo da proteina. Uma vez que esses dois
problemas estdo intimamente relacionados, eles podem ser abordados simultaneamente. No
entanto, o nimero de combinagdes envolvidas ¢ significativamente elevado. (Kitchen et al.,

2004; Salmaso; Stefano, 2018)

2.7 Dinamica Molecular

A dindmica molecular (DM) € uma técnica que possibilita a simulagdo dos movimentos
das particulas em um sistema ao longo de um intervalo de tempo, por meio de equacdes de
movimento e principios da mecénica classica, relacionando os movimentos e distribuigdes de
atomos e moléculas que constituem o sistema (NAIR; MINERS, 2014).

Com o passar do tempo, houve um aumento na tendéncia de novas tecnologias nos
ultimos anos, incluindo a colaboracdo da informatica na quimica medicinal, principalmente por
meio da quimica computacional, que possibilita estudos de dindmica e modelagem molecular.
Dessa forma, torna-se possivel o planejamento virtual de novos ligantes para determinados
sitios ativos por meio da elaboragdo de mapas farmacoforicos (VIEGAS; BOLZANI;
BARREIRO, 2006).

A DM ¢ uma técnica amplamente utilizada no estudo de macromoléculas bioldgicas,
contribuindo para diversos estagios do processo de planejamento racional de firmacos baseado

em estrutura (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).
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Para realizar os calculos de DM, ¢é necessario resolver as equacdes de movimento de
Newton, a fim de determinar o conjunto de interagdes e posi¢des entre os atomos em cada

intervalo de tempo. Essas equacgdes podem ser descritas pelas equagdes 4 e 5:

Fi(t) = mya; 4)
Fi(t) = 5 5)

Onde F; representa a forca atuando sobre cada particula em um determinado instante de
tempo ¢, m; ¢ a massa atémica, a; € a aceleracdao do atomo e 7; ¢ a posi¢ao do atomo.

As equacdes 4 e¢ 5 sdo resolvidas simultaneamente, resultando em um conjunto de
equacdes de movimento para cada particula do sistema, fornecendo a trajetoria de cada atomo
do sistema em um determinado tempo (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).

Para realizar a simulagdo de DM, ¢é necessario estabelecer condigdes iniciais especificas,
como as posicdes iniciais das particulas que compdem o sistema, geralmente localizadas em
pontos de uma rede cristalina, evitando assim sobreposi¢des indesejaveis entre elas. O sistema
¢ confinado em uma caixa, frequentemente uma caixa ctbica. Para sistemas biomoleculares,
moléculas de 4gua sdo adicionadas e um modelo de condicao ¢ utilizado para permitir que essas
moléculas escapem do meio. Posteriormente, o sistema ¢ minimizado para evitar possiveis

contatos inadequados entre os atomos (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Estudar o comportamento dos inibidores derivados da pirimidina no sitio ativo da
proteina tirosina fosfatase B (PtpB), através de calculos de docking e dinamica molecular, a

fim de contribuir para o desenvolvimento de farmacos contra a Mycobacterium Tuberculosis.

3.2 Objetivos Especificos

e Estudar o modo de interagdo de onze derivados da pirimidina no sitio ativo da
proteina tirosina fosfatase B da Mycobacterium Tuberculosis, utilizando-se da
técnica de ancoramento molecular (docking);

e Estudar o comportamento de um inibidor no sitio ativo da PtpB, através de célculos
de dindmica molecular, comparando os resultados com o estudo de docking.

e Calculos de energia total do sistema, raiz quadrada do desvio quadratico médio da
proteina e do ligante, nimero de ligagdes de hidrogénio, distancias interatomicas
e propriedades dindmicas da interagdo proteina-ligante através de simulagdes por

dindmica molecular;
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4 METODOLOGIA

4.1 Ancoramento Molecular

Os onze compostos derivados da pirimidina e seus respectivos valores de IC50 foram
retirados de um artigo recente sobre a Tuberculose e possiveis compostos alvos para o
tratamento da doenga (Thanh et al., 2019). As moléculas foram desenhadas e otimizadas,
utilizando o programa Gaussview 5.0 e Gauss 09W. Em seguida, foi feito o célculo das suas
cargas parciais atomicas, utilizando o programa Spartan Pro. Obteve-se a estrutura
cristalografica da proteina por meio do site do PDB (Protein Data Bank, codigo: 20Z5).

Posteriormente, iniciou-se o ancoramento molecular com o programa Molegro Virtual
Docking, onde foram calculadas as energias de interagdo intermolecular e as ligagdes de

hidrogénio entre os onze compostos ¢ a proteina.

4.2 Dinamica Molecular

Primeiramente, foi necessario a preparacao dos arquivos do inibidor para a simulacao
por dinamica molecular (DM), onde foram gerados arquivos de parametrizacdo dos arquivos
.pdb do ligante. Essa etapa ¢ importante, pois o campo de forca GROMOS 96 (53a6), escolhido
do pacote de software GROMACS 4.0 (GROningen MAchine for Chemical Simulations)
(SPOEL et al., 2001), precisa reconhecer esses arquivos para entdo dar inicio as etapas de
otimiza¢do e dinamica molecular. Os arquivos de parametrizagdo foram gerados através do
Automated Topology Builder (ATB) (https://atb.uq.edu.au/) (Molid: 369978), onde suas cargas
foram corrigidas e, assim, foi possivel a obtencao dos arquivos de topologia e coordenadas do
inibidor.

Para o complexo enzima-ligante, foi utilizado o pacote GROMACS 4.0 para realizar a
simula¢do, com uma caixa cubica de aproximadamente 390 nm?, contendo cerca de 10800
moléculas de dgua. O sistema foi minimizado utilizando o campo de forca GROMOS 96, que
esta contido no GROMACS 4.0 (SPOEL et al., 2001).

Para minimizar a energia do sistema em estudo, foram empregados os algoritmos de
maximo declive com restricdo de posicao dos ligantes, maximo declive sem restricdo de
posicdo, gradientes conjugados sem restricdo e quasi Newton raphson. Os complexos
minimizados foram, entdo, submetidos a dindmica molecular em duas etapas.

Apos a etapa de minimizagdo do sistema, foram realizadas simulacdes de equilibracao
de 10000 ps a 300K com restrigdo de posi¢des para todo o sistema, exceto para as moléculas de

agua, a fim de garantir o equilibrio e permitir que elas possam se adaptar ao longo da superficie
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e atingir um estado de equilibrio termodinamico. Em seguida, foi realizada a simulacdo de
dindmica molecular por 20000 ps a 300K sem restri¢do para o sistema. Para essas simulagoes,
foram aplicados um raio de corte de 10 A para interagdes de longa distincia e um tempo de
integracao de 2 fs.

O processo para a criacdo dos arquivos de entrada e a execucdo da otimizagdo e

dinamica utilizando o pacote GROMACS 4.0 est4 descrito no Apéndice A.

4.3 Analise de Estruturas e Obtenc¢ao de Figuras e Graficos

Posterior a realizacao da simulacao de dindmica molecular, foi possivel gerar e analisar
os graficos do sistema estudado através do programa Origin (EDWARDS, 2002). Isso inclui
graficos de energia total, RMSD da proteina e do ligante, nimero de ligagdes de hidrogénio,
distancias interatdmicas, temperatura e pressdo. Esses graficos fornecem informacdes
importantes sobre a estabilidade e as propriedades dindmicas da interacdo proteina-ligante,
permitindo uma compreensdo mais aprofundada do mecanismo molecular envolvido na ligagao,
por meio da analise do comportamento dindmico do complexo. Para visualizar a estrutura do
complexo durante cada instante de tempo simulado, utilizou-se o programa Visual Molecular

Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE & SCHULTEN, 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Estudos por Ancoramento Molecular

Os onze compostos derivados da pirimidina, figura 5.1 e tabela 5.1, foram ancorados no
sitio ativo da proteina tirosina fosfatase B e comparados com a tirosina (substrato natural da
enzima). As energias de interagcdo intermolecular e de ligagao de hidrogénio ligante-proteina
foram calculadas para melhor entender quais sdo as variacdes entre os modos de interagdes dos
compostos no sitio ativo da enzima e verificar quais os fatores responsaveis pela atividade dos

derivados pirimidina (Tabela 5.1).

Figura 5.1 — Desenho 2D do composto derivado da pirimidina (os onze compostos se diferem

pela substitui¢do no benzeno).

OAc

Fonte: autor.

Tabela 5.1 — Inibidores e respectivas substituigdes no benzeno do composto da figura 5.1.

Inibidores Substituicgdes
1 H
2 3’-NO2
3 2’-NO2
4 2’-Cl
5 2’-OH
6 3’-OMe
7 3’-OEt-4’-OH
8 3’-OMe-4’-OH
9 3’,5’-diOMe-4’-OH
10 3’-OH-4’-OEt
11 3’-OMe-4’-OH-5’-NO2

Fonte: autor.
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Tabela 5.2 — Valores de ICso (concentragdo necessaria para inibir 50% da enzima), energia de
interacdo intermolecular (kcal mol™!) proteina/compostos derivados pirimidina e

energia de ligagao de hidrogénio obtidas do ancoramento.

Energia de Energia de
Inibidores I1Cs0 (UM) Interacdo ligacéo

intermolecular hidrog_]énio
1 47,03 -187,227 -13,0584
2 45,01 -196,815 -18,3983
3 35,13 -202,250 -8,49718
4 33,21 -204,165 -14,1155
5 28,96 -202,238 -14,4627
6 28,24 -211,549 -21,9439
7 7,94 -213,282 -15,6043
8 7,51 -217,537 -12,7456
9 2,22 -224,294 -11,5256
10 3,53 -226,331 -12,8868
11 1,56 -227,844 -24,7966

Fonte: autor.

Como pode ser visto na Tabela 5.2, o menor valor de ICso corresponde a um menor valor
de energia de interacdo intermolecular (energia mais estavel, -227,844 kcal mol™! ), assim como
o maior valor de ICso corresponde a um maior valor de energia de interagdo intermolecular
(energia menos estavel, -187,227 kcal mol™!), ou seja, os dados tedricos obtidos do ancoramento
da enzima tirosina fosfatase B da Mycobacterium tuberculosis estdio de acordo com os
resultados experimentais descritos por Thanh e colaboradores (N.D. Thanh et al., 2019). O
composto 11 apresenta um valor mais estavel de energia de interagdo, ou seja, possui uma maior
interacdo com o sitio ativo da PtpB e, consequentemente, um maior potencial de inibi¢do. Ja o
composto 1 apresenta uma energia de interacdo menos estavel do que os outros compostos, ou
seja, possui uma menor interagdo com o sitio ativo e, com isso, um menor potencial inibitorio.

Com o docking, foi possivel observar que o composto 11 (Figura 5.2-A) foi o que melhor
se posicionou (sobreposi¢do e orientagao dos anéis), no interior do sitio ativo, com relacao a
tirosina. O composto 5 (Figura 5.2-B) apresentou uma sobreposi¢do intermediaria comparada
aos outros compostos. Por fim, o composto 1 (Figura 5.2-C) ndo possui uma boa sobreposi¢ao

no ligante ativo (tirosina) e nem uma conformacao satisfatoria.
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Figura 5.2 — Sobreposicdo dos compostos derivados pirimidina depois do ancoramento, em
amarelo ¢ o substrato natural, tirosina e em azul os compostos derivados

pirimidina A) composto 11; B) composto 5; C) composto 1.

Fonte: autor.

Figura 5.3 — Sobreposicao dos compostos pirimidina depois do ancoramento, em amarelo € o
substrato natural, tirosina e em azul os compostos derivados pirimidina A) inibidor
1, B) inibidor 2, C) inibidor 3, D) inibidor 4, E) inibidor 5, F) inibidor 6, G)
inibidor 7, H) inibidor 8, I) inibidor 9, J) inibidor 10 K) composto 11.

Fonte: autor.
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Outro ponto importante para analisar ¢ a ligacdo de hidrogénio que cada composto
realiza com a enzima, assim, torna-se mais facil de visualizar quais sdo os residuos de
aminoacidos que estdo interagindo mais fortemente aos compostos derivados pirimidina

(Tabela 5.3).

Tabela 5.3 — Valores do comprimento dos angulos (A) das ligagdes de hidrogénio, energia das
ligacdes de hidrogénio (kcal mol-1) e residuos de aminoacidos com os quais as

ligacdes sao formadas.

Composto Com;l)_rimianto de Energi_a de Iigggéo Re_sidgo_de
igacao de hidrogénio Aminoacidos

3,37236 -1,13818 Arg 59
3,46975 -0,651257 Tyr 125
2,34789 -0,399099 Lys 164
3,22937 -0,818014 Arg 166

1 3,26254 -0,950167 Arg 166
3,00138 -2,5 Arg 166
2,85258 -2,5 Ala 162
3,18626 -1,60132 Phe 161
2,79779 -2,5 Cys 160
2,96286 -2,5 Tyr 125
3,30033 -1,49836 Arg 166
3,13195 -2,34026 Arg 166
2,94081 -2,32077 Ala 162

5 3,32537 -0,921127 Cys 160
3,31338 -1,03276 Cys 160
3,21792 -1,31257 Phe 161
2,86720 -2,5 Arg 166
3,10581 -2,47093 Arg 63
2,48019 -1,50158 Ser 57
2,87503 -0,105032 Arg 63
3,12424 -2,37881 Arg 63

3 2,98344 -2,5 Arg 59
3,19919 -2,00404 Ser 57

2,81473 -0,999902 Arg 166
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3,55111 -0,244454 Tyr 125
2,90407 2,5 Tyr 125
2,04285 2,23609 Lys 164
3,57132 -0,143425 Arg 63

3,39241 -1,03797 Arg 59

2,77925 2,5 Ser 57

3,05487 2,5 Lys 164
2,46646 -1,21603 Lys 164
3,12703 -0,198475 Arg 166
2,79072 -2,14776 Arg 166
2,90038 -1,98999 Arg 166
3,12358 -2,38212 Cys 160
3,55969 -0,201557 Lys 164
2,91289 25 Lys 164
3,55820 -0,152694 Cys 160
2,90118 -2,04263 Arg 166
3,21320 -1,2393 Arg 166
3,10489 -2,47557 Tyr 125
2,77011 2,5 Arg 59

3,42977 -0,85116 Arg 63

2,62605 2,5 Ser 57

3,02204 2,5 Arg 59

2,59889 -2,49078 Arg 59

2,99941 2,5 Ser 57

3,44557 -0,772139 Tyr 125
3,45404 -0,729808 Tyr 125
3,26609 -0,00110099 Arg 166
3,56194 -0,190277 Arg 166
3,44528 -0,524128 Phe 161
2,61236 2,5 Cys 160
2,76450 -2,32987 Ala 162
3,43437 -0,599452 Gly 163
2,51676 -1,80634 Lys 164
2,63866 2,5 Asp 165
2,97554 25 Lys 164
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2,72868 2,5 Tyr 125
3,34864 -1,25678 Tyr 125
249251 -1,60422 Arg 59
3,06199 2,5 Arg 59
! 2,68858 -2,23668 Cys 160
3,00870 -0,506673 Gly 163
2,73453 2,5 Lys 164
3,01686 2,5 Asp 16
2,43261 -1,10508 Ser 57
3,00038 -0,733306 Arg 166
| 3,08444 2,5 Tyr 125
3,10395 -0,302746 His 94
3,19237 -2,03814 Arg 63
2,84027 25 Ser 57
3,55589 -0,061918 Glu 60
3,23477 -1,82614 Tyr 125
° 3,11708 -2,4146 Tyr 125
3,51601 -0,419964 Arg 166
2,27301 0,234721 Arg 166
2,84197 25 Lys 164
2,36209 -0,517446 Arg 63
3,10694 -2,46529 Arg 59
3,51526 -0,423708 Ser 57
274155 25 Arg 166
3,39570 -0,707975 Arg 166
10 3,15572 -1,93199 Phe 161
3,05084 -0,369683 Ala 162
2,81502 2,5 Cys 160
3,18831 -2,05845 Lys 164
2,22996 0,609028 Lys 164
3,44252 -0,0213485 Tyr 130
274715 -1,89832 Arg 63
" 3,04058 2,5 Arg 59
3,17732 -2,11339 Ser 57
3,43015 -0,849235 Tyr 125
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3,01230 -2,5 Asp 165
2,76403 -1,84465 Arg 166
3,43567 -0,538273 Arg 166
3,43761 -0,811929 Lys 164
3,36789 -1,16055 Arg 166
2,40844 -0,903708 Cys 160
2,98403 -2,5 Cys 160
3,43690 -0,815501 Ala 162
3,24867 -1,75667 Phe 161
3,55654 -0,195562 Arg 166
2,72896 -2,5 Arg 166
2,52903 -1,9086 Lys 164

Fonte: autor.

O composto 1 apresenta, no total, nove interagdes de hidrogénio com os aminoacidos
que estdo proximos ao sitio ativo da enzima. Seguindo, o composto 2 faz dez interacdes, o
composto 3 faz oito interagdes, o composto 4 faz nove interagdes, o composto 5 faz nove
interacdes, o composto 6 faz quatorze interagdes, o composto 7 faz oito interagdes, 0 composto
8 faz quatro interacdes, o composto 9 faz oito interagdes, o composto 10 faz onze interagoes e,
por ultimo, o composto 11 faz dezesseis interacdes.

Observa-se, na Tabela 5.3, que as ligagdes mais estaveis que o composto 1 realiza sdo
com os aminodcidos Arg 166; Ala 162; Cys 160. Seguindo, o composto 2 com os aminoacidos
Tyr 125; Arg 166, o composto 3 com os aminoacidos Arg 59; Tyr 125, o composto 4 com os
aminoacidos Ser 57; Lys 164, o composto 5 com os aminoacidos Lys 164; Arg 59; Ser 57, o
composto 6 com os aminoacidos Ag 59; Ser 57; Cys 160; Asp 165; Lys 164, o composto 7 com
os aminoacidos Tyr 125; Arg 59; Lys 164; Asp 165, o composto 8 com o aminoacido Tyr 125,
0 composto 9 com os aminoacidos Ser 57; Lys 164, o composto 10 com os aminodcidos Arg
166; Cys 160 e, por fim, o composto 11 com os aminoacidos Arg 59; Asp 165; Cys 160; Arg
166.

Como pode ser visto na Figura 5.4, o composto 11 realiza cinco ligagdes de hidrogénio
com o residuo Arg 166, duas ligacdes de hidrogénio com o residuo Cys 160. Outras ligacdes
significativas sao observadas entre o residuo Arg 59 e Asp 165. Sendo o inibidor que apresentou
um maior nimero de ligacdes de hidrogénio com o sitio ativo da enzima, demonstra mais uma

vez sua maior atividade em relagdo aos outros compostos.
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Figura 5.4 — Inibidor 11 ancorado na PtpB. Os aminoacidos que fazem liga¢cdo de hidrogénio

estdo destacados.

Fonte: autor.

5.2 Grafico de Dispersao dos Valores
Além de analisar cada inibidor, foi feito um grafico de dispersdo com os valores das
constantes inibitorias de cada composto com as suas respectivas energias de interagdo

intermolecular obtidas do ancoramento molecular, a fim de calcular os coeficientes de

correlagdo e determinagao.

Figura 5.5 — Gréfico de dispersdo com os valores de correlagio ® e de determinagio (R?), em
relacdo aos dados de pICso (-log dos valores de 1Csp) ao longo do eixo x e aos

dados obtidos do ancoramento de energia de interagao intermolecular ao longo do

eixoy.
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Fonte: autor.
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Utilizando-se uma ferramenta de regressao linear, foram feitos os calculos e o grafico,
obtendo um valor de correlagdo de -0.926 ¢ um valor de determinagao de 0,858, indicando uma
boa distribuicao dos valores, sendo proxima de 1 (em modulo). Isso indica que os resultados
tedricos obtidos do ancoramento dos 11 compostos derivados pirimidina no sitio ativo da PtpB,
estdo corroborando com os resultados experimentais descritos por Thanh e colaboradores. (N.D.

Thanh et al., 2019).

5.3 Estudos por Dinamica Molecular

Para complementar o estudo de ancoramento molecular, foi avaliado o comportamento
dinamico de um composto derivado da pirimidina que obteve resultado intermediario (inibidor
5), em relagdo a sua conformagdo diante a enzima e suas energias de interagdes quando
comparado aos outros compostos, a fim de entender melhor como o composto em questao se
comporta, quando submetido a condi¢des dindmicas, diferente do ancoramento que € estatico.

Para o sistema em questdo, foi utilizado uma caixa de simulagdao que continha o
complexo e as moléculas de 4gua. As simulagdes foram realizadas a temperatura de 300K.

O composto foi submetido a etapas de otimizagdo do sistema e simulagdes por DM de
20ns, como descrito na se¢do de metodologia, com o propoésito de verificar a estabilidade do
sistema enzima-ligante. Com os resultados obtidos através das simulagdes por DM, foi possivel
verificar se o sistema se manteve dentro da caixa de solvatacdo, além de gerar e analisar graficos
das variagdes de energia, temperatura, desvio da raiz média quadratica e nimero de ligagdes de

hidrogénio formadas durante o tempo de simulagao.

5.4 Analise do Sistema na Caixa de Solvatacao

Foi possivel observar que o sistema estudado permaneceu dentro da caixa de solvatacao
apos analisar o arquivo posterior a adi¢do de solvente no sistema (arquivo solv.gro) e também
apo6s a simulagdo de dinamica molecular com o arquivo md.gro para cada instante de tempo,

onde o complexo permaneceu dentro da caixa.
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Figura 5.6 — Andlise da caixa de solvatagdo utilizando o programa VMD.
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Fonte: autor.

5.5 Analise da Temperatura

Para confirmar que a temperatura ndo variou ao longo da simula¢do por DM foi gerada
um grafico da temperatura pelo tempo simulado, podendo observar que o sistema permaneceu
na temperatura de 300K, variando pouco de 298 a 302. A figura 5.7 apresenta o grafico com a

variacdo de temperatura.

Figura 5.7 — Variagdo de temperatura ao longo da simulagdo por DM
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Fonte: autor.
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5.6 Analise dos Graficos de Desvio Padrao

Através da andlise do desvio da raiz média quadratica (DRMQ) foi possivel avaliar as
diversas conformacdes espaciais assumidas pelo sistema ao longo do tempo em relacdo a
estrutura média deste conjunto. Esse parametro pode dar uma ideia do quanto a estrutura
tridimensional flutuou ao longo do tempo, bem como permite a observagao de flutuagdes locais,
como, por exemplo, quais os residuos com maior mobilidade durante uma dinamica, para o
caso de proteinas. O DRMQ foi obtido para o inibidor 5 e para a enzima. A figura 5.8 apresenta

o grafico de DRMQ temporal para o sistema analisado.

Figura 5.8 — Variagdo DRMQ temporal para a simulag¢do enzima/inibidor. Sendo a curva da

enzima (preto) e o ligante (vermelho).
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Fonte: autor.

Como o sistema ndo apresentou valores de desvios elevados, contendo valores abaixo
de 0,21 nm, significa uma estabilidade nas posi¢des atdmicas ao longo da simulagdo, ja que
valores elevados de DRMQ indicam uma maior varia¢ao das posicdes dos atomos.

Como se pode observar no grafico, o DRMQ temporal tende a estabilizar apos 5000 ps
de simulagdo, ndo passando de 0,125 nm para o ligante e, de 0,21 nm para a proteina. Esses
resultados sugerem uma interacdo satisfatoria entre o inibidor e a enzima, indicando que o
inibidor se acomoda bem nas cavidades do sitio ativo durante o periodo simulado, apresentando
estabilizacdo do sistema.

Outro ponto ¢ que o ligante ndo apresentou valores maiores que a enzima, outro
indicativo que o sistema tende a estabilidade e o ligante se acomoda de uma maneira geral bem

nas cavidades do sitio ativo.
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Na tabela 5.4, sdo exibidos os resultados para a média, maximo valor e desvio padrao
do DRMQ temporal. Para o sistema, a média de DRMQ temporal para o ligante foi de 0,087
nm e para a proteina de 0,139 nm, indicando estabilidade dindmica da simulacao, pois a média

da variagdo das posi¢des dos d&tomos nao obteve valores altos.

Tabela 5.4 — Média do DRMQ temporal e desvio médio ao longo do sistema simulado.

Sistema Média (nm/A) Maximo (nm/A) Desvio padrao
Proteina 0,139 0,208 0,046
Inibidor 0,087 0,124 0,025

Fonte: autor.
O desvio maximo nao ultrapassou 0,208 nm para a proteina e 0,124 nm para o inibidor,
outro indicador que ndo teve desvios significativos na DRMQ, podendo confirmar a

estabilidade tanto para o desvio maximo, como o desvio padrao.

5.7 Variacio de Energia

A figura 5.9 apresenta o grafico de variagdo de energia total para o sistema estudado.
No gréfico pode-se observar a estabilidade do sistema desde os primeiros ps de simulagdo. Onde
o valor médio para a energia total foi de -1651370 kJmol™.

A Energia total negativa indica que o sistema estd em um estado energeticamente
favoravel e estavel, onde as interagdes entre as particulas do sistema sdo atrativas e estdao
contribuindo para a estabilidade do sistema, além do valor baixo de energia total ser um outro

indicativo para sua estabilidade.

Figura 5.9 — Variacdo de energia total do sistema formado pelo ligante e a enzima durante o

tempo de 20 ns realizada na simulagdo por DM.
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5.8 Interacio do Ligante com Residuos do Sitio Ativo da Enzima

Foi realizado o estudo do comportamento dinamico do inibidor 5 dentro do sitio ativo
da enzima, a fim de analisar quais residuos que contribuem para a permanéncia do inibidor na
enzima devido as ligagdes de hidrogénio formadas entre os residuos e o inibidor. Para verificar
as ligacoes formadas, foi utilizado o programa VMD, identificando quais residuos
permaneceram proximo ao inibidor durante toda a simulagdo de DM. Nas figuras 5.10, 5.11,
5.12, 5.13, 5.14, 5.15, 5.16, 5.17 e 5.18 estdo apresentados os graficos da distancia desses
residuos com o inibidor, em relagdo ao tempo de simulagdao por DM.

Durante toda a dindmica foi possivel observar que o inibidor permaneceu entre os
residuos Argl66, Arg59, Arg63, Alal62, His94, Cys160, Lys164, Ser57, Tyrl25. Dentre os
residuos citados anteriormente, somente a Alal62 e Glu60, de acordo com o estudo por
ancoramento molecular, ndo realizam ligacdo de hidrogénio com o inibidor. Porém, durante o
estudo de dindmica molecular, foi possivel observar que estes residuos podem ter contribuido
para a permanéncia deste inibidor no interior do sitio ativo.

Ao longo da dindmica, o residuo Argl66 se estabilizou em 0,3 nm nos primeiros
segundos de simula¢do, havendo um pico aos 7500 ps, porém volta a estabilizar ap6s os 10000
ps; o residuo Arg59 se estabilizou entre 0,2 e 0,4 nm; o residuo Arg63 comegou em uma
distancia de 1 nm, logo depois ele se estabilizou com pouca variagao de distdncia em 0,3 nm; o
residuo Cys160 teve alguns picos de variagdo de distancia, porém pode-se dizer que estabilizou
entre 0,3 ¢ 0,5 nm; o residuo Lys164 se estabilizou entre 0,4 ¢ 0,5 nm; o residuo Ser57
estabilizou entre 0,45 ¢ 0,55 nm; o residuo Glu60 se estabilizou em 0,25 nm; o residuo Alal62

se estabilizou entre 0,2 e 0,3 nm e o residuo Tyr125 se estabilizou entre 0,2 e 0,4 nm.

Figura 5.10 e 5.11 — Variacao da distancia entre o inibidor e os residuos Argl66 (a esquerda) e

0.8+ 0.8+
0,74 0.7

054

0,64 064
044
031

0,5

0.4+

R —

024 ‘ \ ‘ 0241

Arg59 (a direita) durante 20 ns de simulagdo por DM.
0,1 0,14

i

0 50’00 10(')00 15(‘)00 20(‘)00 0 5000 10000 15000 20000

Distancia (nm)
Distancia (nm)

0.0

Tempo (ps) Tempo (ps)

Fonte: autor.



34

Figura 5.12 e 5.13 — Variagao da distancia entre o inibidor e os residuos Arg63 (a esquerda) e

Cys160 (a direita) durante 20 ns de simula¢ao por DM.
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Figura 5.14 e 5.15 — Varia¢do da distancia entre o inibidor e os residuos Lys164 (a esquerda) e

Ser57 (a direita) durante 20 ns de simulagdo por DM.
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Fonte: autor.

Figura 5.16 e 5.17 — Variacao da distancia entre o inibidor e os residuos Glu60 (a esquerda) e

Alal62 (a direita) durante 20 ns de simulagdo por DM.
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Figura 5.18 — Variag¢do da distancia entre o inibidor e o residuo Tyr 125 durante 20 ns de

simulagdo por DM.
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De acordo com a técnica de ancoramento molecular, foi possivel observar que o inibidor
realizou ligacdes de hidrogénio com 7 residuos de aminoéacidos. Na dindmica este inibidor
chegou a formar liga¢des de hidrogénio com 9 residuos apds os 5000 ps de simulagdo, dois a
mais que o ancoramento molecular. Essas ligacdes se mostraram importantes para estabilizacao

do composto no sitio ativo. A figura 5.19 apresenta o grafico do ntimero de ligacdes de

hidrogénio do inibidor com a enzima.
Figura 5.19 — Numero médio de ligagdes de hidrogénio formado entre o inibidor e a enzima.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que a proteina PtPb pode ser um alvo eficaz no
tratamento da tuberculose, € os inibidores derivados da pirimidina estudados neste trabalho
mostraram-se promissores para bloquear a atividade dessa enzima. De acordo com os resultados
teoricos de ancoramento molecular, foi possivel constatar que alguns destes compostos
possuem uma boa interagdo no sitio ativo da enzima. Os resultados obtidos foram satisfatdrios
em questdo das energias de interagdo intermolecular e as conformagdes (orientagdo e
sobreposi¢cdo) dos compostos derivados pirimidina em relagdo a PtpB da M. Tuberculosis,
revelando uma correlagdo direta entre os resultados teoricos de capacidade inibitdria com os
experimentais de energia de interagdo intermolecular.

Dentre os compostos inibidores analisados, o inibidor 11 foi considerado como o mais
promissor para ser desenvolvido como um potencial inibidor da enzima PtPb. Isso se deve ao
fato que o inibidor 11 apresentou uma interagdo intermolecular com valor de energia mais baixo
em comparagdao com os outros inibidores e os substratos naturais. Além disso, o inibidor 11
demonstrou maior estabilidade no sitio ativo da enzima, juntamente com valores menores de
energia de ligacdo de hidrogénio total e constante de inibi¢do em comparacdo aos demais
inibidores investigados neste estudo.

Os resultados obtidos pelas simulacdes por dindmica molecular do inibidor 5 no sitio
ativo da PtPb confirmou os resultados obtidos do ancoramento molecular, mostrando que este
inibidor permanece bem ancorado dentro do sitio ativo durante o tempo simulado no sistema, e
a preseng¢a dos aminoacidos Argl66, Arg59, Arg63, Cys160, Lys164, Ser57, Tyr 125, Glu60 e
Alal62 sdo importantes para a estabilidade deste inibidor no sitio ativo da PtPb. Sendo possivel
observar a proximidade e a permanéncia desses residuos que realizaram ligagdes com o
inibidor, refor¢ando os resultados sugeridos pela técnica de ancoramento molecular.

Os resultados de DRMQ reforcam a estabilidade do inibidor na enzima devido os
valores da proteina serem superior ao do inibidor, além da estabilizagdo da temperatura e valor
da energia total do sistema. Onde todos os resultados indicam que o inibidor e a enzima tiveram
boa relagdo diante aos pardmetros e simulagdes impostas.

Os célculos de energia de ancoramento molecular, aliado as simula¢des por dindmica
molecular, sugerem que os compostos derivados da pirimidina sdo promissores para o
planejamento de potenciais inibidores para a PtPb da M. Tuberculosis, uma vez que a

sobrevivéncia da bactéria estéd relacionada com a proteina em questdo.
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APENDICE - PROGRAMAS DO PACOTE GROMACS 4.0

1. ARQUIVOS DE ENTRADA

Apo6s obtengdo do arquivo do ligante com o formato pdb, obtido apds a etapa de
parametrizagdo € necessario converter o arquivo .pdb para. gro com o seguinte comando:

gmx editconf -f ligante.pdb -o ligante.gro

O arquivo da proteina obtido do banco de dados PDB no formato .pdb ¢ utilizado para
geragao de arquivos de coordenadas(.gro) e topologia(.top), seguido da escolha do campo de
forga utilizado (GROMOS96 53a6) com o seguinte comando:

gmx pdb2gmx -f enzima.pdb -o enzima.gro -p enzima.top - water spc -ignh

Em seguida ¢ necessario acrescentar as coordenadas do ligante no arquivo da proteina,
modificando o arquivo enzima.gro com o acréscimo das coordenadas do arquivo ligante.gro,
além de alterar o nimero total de atomos final. Obtendo assim os arquivos de entrada. gro e.

top da enzima e do ligante.

2. CONSTRUCAO DA CAIXA DE SOLVATACAO E ADICAO DO SOLVENTE

(AGUA)

Para definir a caixa de solvatagao e posterior adi¢do de solvente no sistema foi utilizado
os seguintes comandos:

gmx editconf -bt cubic -f enzima.gro -o caixa.gro -c¢ -d 1.0

gmx solvate -cp caixa.gro -cs spc216.gro -p enzima.top -o solv.gro

Apbs a criagdo da caixa de solvatagdo ¢ necessario verificar o arquivo solv.gro no
programa VMD e conferir se o ligante est4 correto dentro da caixa, além de verificar o arquivo

enzima.top se foi incluso o solvente.

3. MINIMIZACAO DE ENERGIA E DINAMICA MOLECULAR

Para a execucdo da minimizacdo de energia e posterior equilibragdo e dinamica
molecular ¢ necessario gerar arquivos de input corrigido com seus parametros como tempo de
simulagdo, temperatura, pressdo, entre outros parametros. Utilizando os seguintes comandos
para cada etapa:

-Minimizacao de energia:

gmx grompp -f em.mdp -c solv.gro -p enzima.top -o em.tpr

gmx mdrun -v -deffnm em

-Equilibragao:
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gmx make ndx -f em.gro -o index.ndx

-Equilibragao NVT:

gmx grompp -f nvt.mdp -c¢ em.gro -p enzima.top -n index.ndx -o nvt.tpr

gmx mdrun -deffnm nvt

-Equilibragao NPT:

gmx grompp -f npt.mdp -c nvt.gro -t nvt.cpt -p enzima.top -n index.ndx -o npt.tpr
gmx mdrun -deffnm npt

tail -f npt.job& (Para acompanhar o andamento do célculo)

Simulagdo de dinamica

gmx grompp -f md.mdp -c npt.gro -t npt.cpt -p enzima.top -n index.ndx -o md.tpr
gmx mdrun -deffnm md

Ap6s obtido os arquivos de dindmica molecular € possivel gerar e analisar os arquivos

obtidos.

4. Andlise de resultados
Para gerar os graficos e posterior analise sdo utilizados os seguintes comandos:
-Gréfico de variacdo de energia total
gmx energy -f md.edr -o energia_total.xvg
-Grafico de variagdo de temperatura
gmx energy -f md.edr -o temperatura.xvg
-Grafico de variagdo de pressdo
gmx energy -f md.edr -o pressdo.xvg
-Grafico RMSD (Proteina)
gmx rms -n index.ndx -s md.tpr -f md.xtc -o RMSDtemp.xvg
-Gréfico RMSD (Ligante)
gmx rms -n index.ndx -s md.tpr -f md.xtc -o RMSDtemp.xvg
-Grafico de numero de ligagdes de hidrogénio
gmx hbond -n index.ndx -s md.tpr -f md.xtc -num NumeroLiga¢desHidrogénio.xvg
-Grafico de distancias interatomicas
gmx make ndx -f md.tpr

gmx pairdist -f md.xtc -s md.tpr -n index.ndx -o distancia.xvg



