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RESUMO

A tuberculose (TB) é a principal causa de morte no mundo por um agente infeccioso. A forma mais comum
de tratamento da tuberculose é com o farmaco isoniazida (INH). Estudos recentes tém sugerido que a acetila-
cdo da INH pela N-acetiltransferase de Mycobacterium tuberculosis (TBNAT) possa ser uma possivel causa
de nativacdo do farmaco resultando, assim, em cepas resistentes. Neste trabalho, métodos de modelagem por
homologia, docking e de simulacdes por dindmica molecular foram utilizados para avaliar o efeito da mutacao
G68R na interacdo da TBNAT com a INH. Os resultados obtidos sugerem que mutacées pontuais na TBNAT
podem originar resisténcia do bacilo TB ao farmaco.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, isoniazida, arilamina N-acetiltransferase, modelagem por
homologia, docking.

' Académica do Curso de Quimica Industrial/ULBRA 4 Professora do Curso de Farmécia e do PPG em Genética e
2 Professor do Instituto Federal de Ciéncia e Tecnologia do Toxicologia Aplicada (PPGGTA) ULBRA
Piaui; Doutorando pelo PPG em Genética e Toxicologia 5 Professor-orientador do Curso de Quimica e do PPG

Aplicada (PPGGTA)/ULBRA em Genética e Toxicologia Aplicada (PPGGTA)/ULBRA
3 Doutoranda pelo PPG em Genética e Toxicologia Aplicada (hinamorim@yahoo.com.br)
(PPGGTA)/ULBRA

Revista de Iniciagdo Cientifica da ULBRA - 2009/2010




106

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is the leading cause of death in the world from a bacterial infectious disease. The most
common form of treatment of TB is with the drug isoniazid (INH). Recent studies have suggested that acetyla-
tion of INH by N-acetyltransferase from Mycobacterium tuberculosis (TBNAT) may be a possible cause of
inactivation of the drug, thus resulting in resistant strains. In this work, methods of homology modeling, docking
and molecular dynamics simulations were used to evaluate the effect of G68R mutation on the interaction of
TBNAT with INH. The results suggest that mutations in TBNAT can be one of the causes of drug resistance

of tuberculosis bacilli.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, isoniazid, arilamine N-acetyltransferase, homology modeling,

docking,

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma das doengas infeccio-
sas que mais mortes tém causado em todo mundo
(SOINI; MUSSER, 2001; ROSSETTI et al., 2002;
WADE; ZHANG, 2004), sendo responsével por
mais de 9 milhdes de novos casos/ano e cerca de 2
milhdes de mortes/ano (WHQO, 2007). A tuberculose
apresenta incidéncia global, apresentando uma taxa
de crescimento de 0,4% ao ano (MACEDO et al.,
2009). O Brasil apresenta o mais elevado ntimero
de casos da América Latina, sendo o sexto pais do
mundo com maior incidéncia da doenga (ROSSET-
Tletal., 2002). A situacio da tuberculose se tornou
ainda mais preocupante com propagacio do virus
HIV em todo mundo, j4 que ele é capaz de debilitar
o sistema imunoldgico do hospedeiro, permitindo a
reativacdo do bacilo TB do estado latente, tornan-
do a pessoa mais suscetivel a reinfec¢io (ZHANG,
2004; CORBETTE et al., 2003). O ressurgimento
acelerado da tuberculose, juntamente com a pande-
mia do HIV, ameaga o controle da doenca e destaca
necessidade de desenvolver farmacos novos e mais

eficazes (ZHANG, 2004).

Desde sua introducio em 1952 (SANDY et
al., 2004; ZHANG, 2004), a isoniazida (INH) se

tornou uma dos pré-farmacos de linha de frente no
tratamento da tuberculose (MDLULI et al., 1998;
SANDY et al., 2004). Apesar da simplicidade em
sua estrutura quimica, o0 modo de acio desse pro-
farmaco é complexo. A INH necessita da ativagio
pela catalase-peroxidase, codificada pelo gene KatG,
para formar um composto ativo que possui efeito
letal em alvos intracelulares (MDLULI et al., 1998).
Baseado em experimentos in vitro, foi proposto que
a ativagio da isoniazida gera um alto nimero de
espécies reativas, capazes de oxidar e acetilar grupos
de protefnas (SOMOSKOVI et al., 2001). A INH
representou um marco importante na quimioterapia
da TB, pois se caracteriza por ser um farmaco alta-
mente ativo e barato (ZHANG, 2004).

Resisténcia do bacilo TB a
isoniazida

Situagdes como o abandono ou tratamento ina-
dequado sdo apontadas como as causas principais
para o surgimento de linhagens de Mycobacterium
tuberculosis resistentes a um ou mais fairmacos
(ROSSETTI et al., 2002; ZHANG, 2004). A
resisténcia ao farmaco isoniaziada foi observada

logo apés sua introdugdo (ESPINAL, 2003). O

Revista de Iniciagdo Cientifica da ULBRA - 2009/2010



mecanismo pelo qual ocorre resisténcia a INH tem
sido atribuido a mutagdes individuais em intimeros
genes, como: katG, que codifica para a enzima
catalase-peroxidade (KatG), inhA, que codifica
para a enzima 2-trans-enoil-ACP (CoA) redutase
(InhA), uma enzima envolvida na sintese dos
acidos micolicos MACEDQ et al., 2009), e kasA,
gene que codifica para a B-cetoacil ACP sintase
(ROSSETTI, et al., 2002; MACEDO et al., 2009).
Virios estudos tém mostrado que as mutagdes no
gene katG sdo os principais causadores da resis-
téncia (MDLULI, K.,1998). Algumas mutagdes
em katG reduzem em 50% a atividade da enzima
catalase-peroxidade, diminuindo a capacidade de
ativacdo da INH. Outro gene muito freqiiente na
resisténcia é o inhA. Estudos estimam que mutacoes
no gene inhA sejam responsdveis por aproximada-
mente 25% dos casos envolvendo resisténcia.

Arilamina N-acetiltransferases
(NATs) como possivel origem de
resisténcia

Além dos mecanismos de resisténcia menciona-
dos anteriormente, alguns autores tém levantado a
hipétese que a enzima arilamina N-acetiltransferase
de M. tuberculosis (TBNAT) possa estar envol-
vida na resisténcia ao foirmaco INH (PAYTON
et al., 2001; BROOKE et al., 2003). Arilaminas
N-acetitransferases (NATs) sdo enzimas citosoli-
cas (SUZUKI et al., 2007; SIM et al., 2008) que
desempenham importante papel na destoxificagio
e ativagio metabolica de xenobidticos (LIMA; DU-
PRET, 2002). Estudos tém indicado que a NAT M.
tuberculosis é capaz de acetilar a INH, representan-
do uma via adicional do metabolismo do farmaco
(UPTON et al., 2001). Neste caso, a acetilagio
da INH pela NAT de M. tuberculosis tornaria a
droga terapeuticamente inativa (UPTON et al.,

2001; SANDY et al., 2004). Estudos indicam que
o derivado acetilado da isoniazida possui atividade
100 vezes menor in vivo e 500 vezes menor in vitro

contra a bactéria TB (UPTON et al., 2001).

Neste sentido, a compreensio dos mecanismos
moleculares envolvidos no desdobramento da re-
sisténcia serve de auxilio para o desenvolvimento
de alternativas terapéuticas visando a redugio de
linhagens resistentes circulantes, trazendo grandes

beneficios a satde pablica (ROSSETTI et al.,
2002).

Este trabalho teve como objetivo empregar
métodos computacionais no estudo da interagio do
farmaco isoniazida (INH) com isoformas da enzima
N-acetiltransferase de Mycobacterium tuberculosis
(TBNAT). Correlacionar os dados obtidos com o
mecanismo de resisténcia de certas cepas do bacilo
TB ao farmaco INH.

MATERIAL E METODOS

Modelagem por homologia

Modelos estruturais da TBNAT H37Rv e da
TBNAT G68R foram gerados por modelagem por
homologia com o emprego do programa MODEL-
LER 9v7. A primeira etapa consistiu em procurar
proteinas homoélogas para TBNAT do M. tuberculo-
sis H37rv (sequéncia de aminodcidos com codigo de
acesso YP_177989 na base NCBI) cujas estruturas
experimentais encontram-se disponiveis no Protein
Data Bank. Foram escolhidas duas estruturas mol-
de, NAT de M. Marinum (MMNAT), cédigo PDB
2VEB (2,0 A de resolucdo, 76% de identidade de
sequéncia), e NAT de M. Smegmatis (SMNAT),
cédigo PDB 1WOF (2,1 A de resolucdo, 61% de

identidade de sequéncia). A sequéncia da isoforma
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mutante G68R foi obtida a partir da alteragio da
posi¢do do aminoacido glicina (G) na posicdo 68
por uma argina (R) no arquivo FASTA da forma
selvagem. Foram gerados 100 modelos independen-
tes para cada TBNAT, sendo escolhido o modelo
que apresentou valor mais negativo para a fungio

de energia DOPE.

Dinamica molecular
das enzimas livres

Duas simulagdes por dinAmica molecular (DM)
foram realizadas usando como ponto de partida
as coordenadas atdmicas dos melhores modelos
obtidos por modelagem por homologia para: a) ari-
lamina N-acetiltransferase selvagem; b) arilamina
N-acetiltransferase mutante (G68R). As simula-
coes de DM foram realizadas utilizando o campo
de forcas GROMOS96 5326 (OOSTENBRINK et
al., 2004) implementado no pacote de programas
GROMACS, versio 3.3.1 (LINDAHL, et al., 2001;
VAN DER SPOEL et al., 2005). As estruturas
geradas pelas simulagdes de DM foram analisadas
por inspegio visual, através dos programas VMD
(HUMPHREY et al., 1996) e DeepView (GUEX;
PEITSCH, 1997), e com o programa de licenca
livre LIGPLOT 4.4.2 (WALLACE et al., 1995).
As trajetorias das simulagoes foram analisadas
utilizando-se os mddulos de analise do programa

GROMACS.

Docking molecular

Para o docking da isoniazida foram escolhidas
as conformagdes de energia minima, de RMSD
minimo e de RMSD méaximo da etapa de produgio
das simulaces thnatwt e thnatg68t. Os célculos de
docking foram realizados com o programa Autodock

4.2 (MORRIS; LIM-WILBY, 2008), escolhendo-se
o algoritmo genético lamarquiano (LGA) para a
busca de geometrias otimizadas. Foram atribuidas
cargas Gasteiger aos 4tomos dos ligantes e da enzi-
ma. Para os calculos de docking, foi empregada uma
resolucio de 0,375 A para a malha de afinidade
(grid), que consistiu de 40 x 40 x 40 pontos. O
centro da malha de afinidade foi definido a partir
das coordenadas do 4tomo de enxofre da cisteina
catalitica (Cys70). A INH foi tratada como flexi-
vel. No receptor, os residuos Phe38 e Tyr69 foram
tratados como flexiveis. Cada simulagio de docking
LGA consistiu de 100 corridas independentes,
sendo escolhido 27.000 o ntimero de geracdes em
cada corrida. O nimero méximo de avaliagdes de
energia foi fixado em 100.000.000. O elitismo foi
fixado em 1, a taxa de mutacdo em 0,02 e a taxa
de crossover em 0,80. Ao final das simulagdes de
docking, as configuracoes finais dos ligantes que dife-
riram em menos de 1A em RMSD foram agrupadas
e analisadas como um tnico resultado.

Dinamica molecular
das enzimas complexadas

As configuragdes mais adequadas da INH, ob-
tidas nos procedimentos de docking, foram usadas
para as simulacdes do complexos. O procedimento
geral das simulacoes dos complexos foi mesmo em-
pregado nas simulacdes das enzimas livres, exceto
pelo tempo de simulacio, que foi de 5ns.

Preparacao da isoniazida

A geometria molecular da isoniazida foi pré-otimiza-
da com o método de mecanica quintica semi-empirico

AMI (Austin Model 1) (DEWAR et al., 1985) imple-
mentado no programa ArgusLab. O modelo gerado foi
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posteriormente submetido a célculo tipo single-point
pelo método HatreeFock, implementado no programa
Gaussian (FRISCH et al., 2004), com conjunto de bases
6-31G**(d,p). Neste procedimento, cargas atdmicas
foram geradas através do método do potencial eletros-
tatico molecular quantico, MEP (Molecular Electrostatic
Potential) (CHUANG et al., 1998), esquema CHELPG
(Charges from Electrostatic Grid Based) (BRENEMAN;
WIBERG, 1990). A topologia da isoniazida foi gerada
através do programa ProDRG (VAN AALTEN etal.,
1996). Com excegio das cargas atdmicas, que foram
substituidas pelas cargas CHELPG, os demais parame-
tros obtidos através do ProDRG foram mantidos.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Modelagem por homologia

As enzimas TBNAT selvagem e mutante foram
obtidas através modelagem por homologia, pois suas
estruturas 3D experimentais no estio disponiveis
no banco de dados Protein Data Bank (PDB).
De acordo com Fullam e colaboradores (2008),
a baixa solubilidade da TBNAT expressada pela

via recombinante impede que se facam estudos
estruturais experimentais com esta enzima. Desta
forma, a modelagem por homologia foi utilizada
para gerar modelos 3D das isoformas selvagem
e mutante (GO68R) da TBNAT. Foram utilizadas
duas enzimas como estruturas moldes, a arilamina
N-acetiltransferase de M. smegmatis (SMNAT)
e a arilamina N-acetiltransferase de M. marinum
(MMNAT). Estas enzimas foram escolhidas como

molde com base no alto grau de homologia com a
TBNAT (SMNAT 61% e MMNAT 76%).

Na Tabela 1 sdo comparados os valores dos pa-
rAmetros estereoquimicos de MMNAT e SMNAT,
estruturas molde, com os valores obtidos para a
TBNAT selvagem e mutante. Os resultados foram
gerados pelos programas PROCHECK, VERIFY 3D
e ERRAT implementados no servidor SAVES (Stuc-
tural Analysis and Verification Server). Comparando
os valores obtidos para as estruturas moldes com os
valores obtidos para as estruturas modelos, pode-se
considerar que as estruturas geradas apresentam boa
qualidade estereoquimica. Contudo, a auséncia de
resolugfo para o segmento C-terminal nas estruturas
molde resultou que a regifo correspondente nos
modelos ficasse distorcida (dados ndo mostrados).
Assim, uma etapa adicional de refinamento foi rea-
lizada por dinAmica molecular de 10ns.

Tabela 1 - Parametros estereoquimicos das estruturas cristalograficas usadas como molde e das estruturas
modelo geradas com o programa Modeller

Procheck Fator G Verify 3D Errat
Estrutura Fav.2 Perm.? Gen.© Des.d Die. Glob.f 3D-1D% Esc. Qualidade Global
MMNAT 85,6 12,2 1,3 0,9 -0,3 -0,1 99,27 >0,2 97,34
SMNAT 90,4 9,2 0,4 0 -0,22 -0,07 99,64 >0,2 96,89
Tbnat-wt 89,6 9,6 0,8 0 -0,13 -0,14 91,9 >0,2 80,45
Tbnat-g68r 89,6 9,1 0,8 0,4 0,01 -0,08 100 >0,2 85,77

apercentual de residuos em regides mais favorecidas; percentual de residuos em regides permitidas; °percentual de residuos em regides
generosamente permitidas; “percentual de residuos em regides nao permitidas; ¢fator G (ENGH; HUBER, 1991), log probabilidade relativo aos
angulos diedros; ffator G (ENGH; HUBER, 1991), log probabilidade relativo as propriedades estereoquimicas globais; %escore
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Dinamica molecular

Com as estruturas geradas a partir da modela-
gem por homologia foram realizadas oito simulagoes
de dinAmica molecular distintas, que estio apresen-
tadas na Tabela 2. Duas das simulagdes foram exe-
cutas por 10 ns com as enzimas TBNAT selvagem
e mutante ndo complexadas como etapa de refina-
mento das estruturas obtidas por modelagem por
homologia. Outras seis simula¢oes foram realizadas
na forma de complexos onde a INH foi docada nas
conformagoes de energia minima, RMSD minimo e

Tabela 2 - Resumo das simulagbes realizadas

RMSD méximo obtidas na etapa de produgéo (5-10
ns) das simulagdes das enzimas livres.

As simulagoes realizadas para refinamento
(tbnatwt e tbnatg68r) foram analisadas com o
objetivo de avaliar o comportamento dos modelos
gerados por modelagem por homologia. Foram fei-
tas andlises do desvio médio quadratico (RMSD)
das posicoes atdmicas, raio de giro (Rg), superficie
acessivel ao solvente (SASA), flutuagio do desvio
médio quadratico (RMSF) e ndmero total de liga-
coes de hidrogénio intramoleculares (NTLH).

Simulagao Identificagdo TBNAT Ligante Periodo simulado
1 tbnatwt selvagem - 10ns
2 tbnatg68r mutante (G68R) - 10ns
3 tbnatwt-inh_emin selvagem INH 5ns
4 tbnatg68r-inh_emin mutante (G68R) INH 5ns
5 tbnatwt-inh_rmin selvagem INH 5ns
6 tbnatg68r-inh_rmin mutante (G68R) INH 5ns
7 tbnatwt-inh_rmax selvagem INH 5ns
8 tbnatg68r-inh_rmax mutante (G68R) INH 5ns

Em funcfo da limitagio de espago, apenas o gra-
fico da andlise de RMSD (Figura 1) sera discutido. O
grifico de RMSD mostra o desvio médio quadritico
das posigoes dos dtomos, ou seja, 0 quanto a estrutura
da proteina muda em relaciio a estrutura inicial. Neste
caso, podemos observar que ha uma reorganizagio
do sistema durante a simulacio e uma tendéncia a
estabilizar a partir dos 5ns de simulagfo. As trajetdrias
mostradas no grafico podem ser divididas em trés etapas,
descritas a seguir: a) termalizacio, onde o sistema foi
lentamente aquecido até a temperatura de 310 K por
25ps; b) ambientacio, periodo onde o sistema sofreu
um processo de relaxamento, até alcangar o equilibrio
termodinAmico, ¢) producio, onde o sistema se encon-
tra estabilizado, a partir dos 5ns de simulacio. Nesta
tltima etapa, os valores dos parAmetros estruturais
podem flutuar em torno de um valor médio.

Nt B w"“w“wnwf’\ ™
‘ ;"M W«/ﬂ ¥\ |
T e
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Figura 1 - Desvio Médio Quadratico (RMSD) da es-
trutura da TBNAT selvagem (inferior) e da
TBNAT mutante (superior), ambas na forma
livre. Célculo realizado com médulo g_rms
do programa GROMACS (VAN DER SPOEL
et al., 2005).
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A Tabela 3 mostra os valores médios dos pa-
rAmetros estruturais RMSD, determinado para
os carbonos alfa (Calfa) e para todos os 4tomos
da proteina (ALL), raio de giro (Rg), superficie
acessivel ao solvente (SASA), e ntmero de li-
gacoes de hidrogénio intramoleculares (NTLH)
da proteina, calculados para a etapa de produ-
cdo das simulagoes de dinAmica molecular da
TBNAT selvagem e mutante (5-10 ns). De uma
forma geral, pode-se considerar que estes valores
estdo de acordo com o que se é esperado para
simulacdes estaveis (de AMORIM et al., 2009).

Pode-se observar que, com exce¢do do RMSD,
a diferenga nos valores dos demais parAmetros
¢ muito proxima, no caso do raio de giro, ou se
encontra dentro da variagdo do desvio médio,
no caso da superficie acessivel ao solvente e do
ntmero de ligagdes de hidrogénio intramolecu-
lares. A manutencéo dos valores de Rg, SASA e
NTLH intramoleculares nas simulagoes thnatwt
e tbnatg68t, combinada com a diferenca signifi-
cativa encontrada para o RMSD, ¢ indicativo
de que a mutagdo G68R provoca alteragdes
conformacionais sutis na TBNAT.

Tabela 3 - Média dos parametros estruturais na etapa de produgao (ultimos 5ns)

RMSD
Estrutura Rg SASA NTLHintra
Calfa ALL
tbnat_wt 0,21+0,01 0,24+0,01 1,86+0,01 79,62+1,83 201,13+7,84
tbnat_g68r 0,30+0,02 0,34+0,02 1,84+0,01 78,42+1,75 206,00+7,14

RMSD: desvio médio quadratico; Rg: raio de giro; SASA: superficie acessivel ao solvente; NTLH: nimero de ligages de hidrogénio intramoleculares.

As estruturas tridimensionais obtidas no
final do refinamento por DM sido mostradas na
Figura 2. Pode-se observar que as enzimas apre-
sentam os dominios caracteristicos de enzimas
N-acetiltransferase. A geometria Cys70, His110

e Aspl27 da triade catalitica esta pré-organizada
para a atividade enzimatica apenas na enzima
selvagem, enquanto que na TBNAT mutante a
conformagio das cadeias laterais afasta-se um
pouco do arranjo ideal.

Figura 2 - Estrutura final dos modelos da TBNAT selvagem (A) e TBNAT mutante (B) apds 10 ns de simulacao de
dindmica molecular. Dominio I, N-terminal (ciano), dominio Il (vermelho), interdominio (cinza), dominio

Ill, C-terminal (amarelo).
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Simulacoes de DM dos
complexos

Da etapa de producio das simulagoes tb-
natwt e tbanatg68r foram escolhidas algumas
conformagdes representativas, para o docking
daisoniazida: conformagio de menor energia po-
tencial, conformac@o de menor valor de RMSD e
conformagao de maior valor de RMSD. A Tabela
4 apresenta os valores dos parAmetros obtidos nas

simulacoes de docking. A anaise do docking foi
concentrada nos clusters de menor energia e de
maior ntimero de conformacdes. Em cada cluster
foi escolhida a conformacio de menor energia
como estrutura inicial para as simulagdes dos
complexos. Além da anélise do cluster de menor
energia, foi observada a orientagao do grupo NH,
da INH em relacéo ao grupo SH da cisteina cata-
litica para a definicio da conformagio utilizada
nas simulagdes de DM.

Tabela 4 - Parametros de docking para as conformagdes de energia minima, RMSD minimo e RMSD maximo
obtidas pela simulagéo de dindmica molecular

. Ndmero de ) - Numero de
= . Energia minima - Energia da conformagéo usada?® - -
Conformagao  Sistema bing conformagoes conformagoes
AGP (kcal/mol) AG, . (kcal/mol)
no cluster bind no cluster
Emin tbnat_wt -11,82 90 -11,82 90
tbnat_g68r -12,29 5 -12,29 5
RMSDmin tbnat_wt -10,46 68 -10,46 68
tbnat_g68r -11,32 7 -9,95 61
RMSDmax tbnat_wt -10,81 89 -10,81 89
tbnat_g68r -12,26 5 -12,26 5

2Usada nos casos em que o cluster com maior nimero de conformagdes representou condicéo de ligacdo mais razoavel que o cluster de

energia minima

A INH foi docada nas conformacdes de energia
minima, RMSD minimo e RMSD maximo extraidas
da etapa de produgfo das simulagdes thnatwt e tbnat-
268t Foram efetuadas as analises com o objetivo de se
avaliar o modo de interagfo e a afinidade da isoniazida
com as duas isoformas. Como pardmetros de afini-
dade foram considerados as distAncias entre grupos
de interesse, 0 ntimero de ligagdes de hidrogénio, o

ndmero de contatos de van der Waals e a energia livre
de interagao (AG,, ), que foi obtida por dois métodos:
a) na simulacdo de docking, através da fungo de
escore implementada no programa AUTODOCK e
b) a partir na simulacio de DM através do método
linear interaction energy (LIE) (AQVIST e MARE-
LIUS, 2001). Os valores médios de alguns parAmetros
analisados sdo mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Parametros de afinidade de interacao INH-NAT nas simulagoes de DM

Simulagao NLH (3-5ns) Nvdw (LIGPLOT) AG,_, (docking)(kcal/mol)  AG_ . (LIE)-DM (kcal/mol)
tbnatwt-inh_emin 2,31+0,89 4 -11,82 -10,10
tbnatg68r-inh_emin 2,26+1,01 4 -12,29 -10,61
tbnatwt-inh_rmin 0,67+0,49 3 -10,46 -9,99
tbnatg68r-inh_rmin 3,38+0,74 1 -9,95 -11,31
tbnatwt-inh_rmax 1,89+0,99 1 -10,81 -10,36
tbnatg68r-inh_rmax 4,56+0,86 3 -12,26 -10,81

NLH: nimero médio de ligagdes de hidrogénio calculado para a etapa de produgao da DM; Nvdw: nimero de contatos de van der Waals
calculado pelo programa LIGPLOT (estrutura final em 5ns); LIE: energia livre de ligagao calculada pelo método LIE (0-5ns)

Ligacoes de hidrogénio constituem um para-
metro importante na interagio farmaco-receptor
(PATRICK, 2001). O complexo da TBNAT
selvagem com maior nimero de ligagdes de hidro-
génio na etapa de produgio ocorreu na simulagio
tbnatwt-inh_emin (2.31+0.89) enquanto que para
o sistema TBNAT-G68R ocorreu na simulagéo
tbnatg68r-inh_rmax (4.56+0.86). Para o sistema
selvagem, o maior nimero de contatos, observado
nasimulagfo thnatwt-inh_emin (NLH: 2.31+0.89;
NvdW: 4) nio estd relacionado com a energia de
interacdo mais favoravel, encontrada na simulagio
tbnatwt-inh_rmax (-10.36 kcal/mol). Por outro
lado, a interagfo da isoniazida com Cys70 é mantida
somente na simulagfo tbnatwta-inh_rmin (dados
nAo mostrados). Tais resultados néo sdo surpreen-
dentes, considerando que a interagio da INH com
a TBNAT selvagem é de baixa afinidade, o que
pode permitir varios modos fracos de liga¢do, nao
efetivos. No caso do sistema mutante, pode-se atri-
buir como modo mais provével de interacio aquele
indicado pela simulacio thnatg68r-inh_rmin, onde
é encontrada a energia de interagio mais favoravel
(-11.31 kcal/mol) e é observada a formacédo de
ligagio de hidrogénio com Cys70.

De uma forma geral, pode-se considerar que a
interacio da isoniazida com a isoforma mutante

G68R da TBNAT ¢ de maior afinidade do que com

a forma selvagem. Levando em conta a diferenca
entre os valores médios de interagio para as trés
simulacoes de cada sistema, o maior nimero de
ligagdes de hidrogénio e a energia de interagio mais
favoravel, tanto pelo docking quando pelo método
LIE, sdo encontrados para a isoforma mutante da
TBNAT. Aspectos estruturais que podem explicar
amenor afinidade da isoniazida com a forma selva-
gem da TBNAT podem estar relacionados com a
desestruturagio da primeira fita beta da regido que
forma a aba (lid) do dominio C-terminal. O grafico
de RMSF (nfo mostrado) da TBNAT selvagem
livre mostra um pico de flexibilidade nesta regifo,
que faz face ao sitio ativo. Neste sentido, autores
tém apontado a regifo C-terminal como importante
na regulacio da atividade catalitica e especificidade

de NATs procaridticas e eucaridticas (PAYTON;
SIM, 1998).

CONCLUSAO

A qualidade estereoquimica dos modelos estru-
turais obtidos para as isoformas selvagem e mutante
G68R da arilamina N-acetiltransferase de Mycobac-
terium tuberculosis é comparavel com a qualidade das
estruturas molde experimentais, caracterizando que
os modelos sdo confiveis. Comparando as estruturas
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selvagem e mutante, pode-se observar que o segmento
relacionado com a primeira fita beta que compde a aba
da regido C-terminal é menos extenso e mais flexivel
na TBNAT selvagem. ParAmetros de interagio equi-
valentes ndo permitiram a definicio do modo mais
provavel de interacio da isoniazida com a isoforma
selvagem da TBNAT. Os resultados podem ser atri-
buidos & baixa afinidade entre o par firmaco-enzima.
E possivel considerar que a interaco da isoniaziada
com a isoforma mutante G68R da TBNAT ¢ de maior
afinidade do que com a forma selvagem. Como conse-
quéncia, nfo se pode descartar a possibilidade de que
mutacdes pontuais na regido codificante do gene nat
de M. tuberculosis possam gerar isoformas capazes de
inativar o fArmaco isoniazida. Os resultados obtidos
no presente estudo podem contribuir para o planeja-
mento de terapias mais eficientes contra a tuberculose,
por duas razdes: a) considerando o possivel papel da
TBNAT na sintese dos 4cidos micélicos, esta enzima
se caracteriza com um novo alvo para a terapia anti-
TB; b) por outro lado, o surgimento de cepas com mu-
tagoes especfficas no gene nat pode levar 2 inativagio
do farmaco através da acetilacio da INH.
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