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RESUMO

Flexibilidade e funcéo sdo propriedades relacionadas no estudo da dindmica proteica.
A flexibilidade reflete no potencial conformacional das proteinas e, deste modo, nas suas
funcionalidades. A presenca de interagdes entre complexos proteina-ligante e proteina-
proteina, de substratos e alteragdes ambientais, podem alterar a plasticidade proteica, atuando
desde o rearranjo das cadeias laterais de aminoacidos até o desdobramento/dobramento de
grandes motivos estruturais. Com o intuito de avaliar os efeitos da flexibilidade em sistemas
proteicos, definimos como alvo do nosso trabalho a enzima 2-trans-enoil-ACP (CoA) redutase
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), ou MtIinhA, a qual apresenta-se como um
homotetramero em solucdo. Apesar de a sua estrutura quaternaria ser a forma biologicamente
ativa, estudos computacionais simulam a MtInhA como um mondmero, justificando a
independéncia dos sitios ativos devido as suas distancias, assim como, o custo computacional.
Entretanto, ja foram descritas diferencas na flexibilidade entre as formas tetramérica e
monomeérica, as quais impactam no tamanho da cavidade de liga¢do da enzima. Desta forma,
0 objetivo deste trabalho foi construir um modelo de simulacdo monomérico da MtinhA que
apresente as caracteristicas conformacionais da estrutura quaternéria da enzima. Para espelhar
a influéncia das subunidades e obter comportamento similar & proteina na forma nativa,
aplicamos diferentes constantes de forca na estrutura monomérica, para restringir movimento
dos residuos que compdem a cavidade de ligacdo do substrato. A partir da comparacéao entre
0s sitemas monomérico com restricdes, tetramérico e monomeérico sem restricdes, observamos
que as simulagdes com constantes de forca aplicadas apresentam um comportamento similar a
proteina nativa. Nao obstante, essas semelhancas sdo mais proeminentes nas alcas A e B, as
quais sdo regides importantes para a modulacédo da flexibilidade do sitio ativo. Portanto, a partir
destes resultados apresentamos um modelo de simulagdo monomérico da MtInhA, que possui
caracteristicas conformacionais da estrutura biologicamente ativa. Assim, os dados obtidos
neste trabalho poder&o ser aplicados para a geracdo de modelos flexiveis mais confiaveis para
docagem molecular, e também para a realizacdo de simulagdes por dindmica molecular mais
longas e com um menor custo computacional.

Palavras-chave: Flexibilidade; Mtb; MtInhA; Homotetramero; Subunidades.



ABSTRACT

Flexibility and function are related properties in the study of protein dynamics.
Flexibility reflects in the conformational potential of proteins and thus in their functionalities.
The presence of interactions between protein-ligands and protein-protein complexes, substrates
and environmental changes, can alter protein plasticity, acting from the rearrangement of the
side chains of amino acids to the unfolding/folding of large structural motifs. In order to
evaluate the effects of flexibility in protein systems, we defined as the target of our work the
enzyme 2-trans-enoyl-ACP (CoA) reductase of Mycobacterium tuberculosis (Mtb), or
MtInhA, which presents as a homothernamer in solution. Although its quaternary structure is
the biologically active form, computational studies simulate MtInhA as a monomer, justifying
the independence of active sites due to their distances, as well as computational cost. However,
differences in flexibility between the tetrameric and monomeric forms have already been
described, which impact in the size of the enzyme binding cavity. Thus, the objective of this
work was to construct a monomeric simulation model of MtInhA that presents the
conformational characteristics of the quaternary structure of the enzyme. To mirror the
influence of the subunits and obtain behavior similar to the protein in the native form, we
applied different force constants in the monomeric structure, to restrict movement of the
residues that composes the substrate binding cavity. From the comparison between monomeric
systems with restrictions, tetrameric and monomer without restrictions, we observed that the
simulations with force constants applied present a behavior similar to the native protein.
Nevertheless, these similarities are more prominent in the A and B loops, which are important
regions for modulating the flexibility of the active site. Therefore, from these results we present
a monomeric simulation model of MtlnhA, which has conformational characteristics of the
biologically active structure. Thus, the data obtained in this work can be applied to the
generation of more reliable flexible models for molecular production, and also for the
performance of simulations by molecular dynamics longer and with a lower computational
cost.

Key words: Flexibility; Mtb; MtinhA; Homotetramer; Subunit.
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1 INTRODUCAO
1.1 Tuberculose e Farmacoterapia

Uma das 10 principais causas de morte no mundo, a tuberculose (TB) ¢ uma doenga
transmissivel e agressiva. Cerca de um quarto da populacdo mundial hospeda o bacilo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), e, logo, apresenta potencial de desenvolver a enfermidade
(WHO, 2019).

Apenas a partir de 1940 foram desenvolvidos medicamentos efetivos ao tratamento da
doenca. Na década de 70, o protocolo recomendado para casos de TB — suscetiveis a
medicamentos — foi constituido de uma quimioterapia de curta duracao (6 meses) com
rifampicina (R), isoniazida (H) e pirazinamida (Z), conhecido como esquema RHZ. A partir
de 2009, no Brasil, foi acrescentado o etambutol (E) ao esquema (RHZE), e implementado o
uso de pilulas com dose fixa combinada (DFC). O tratamento apresenta uma primeira fase de
2 meses do esquema RHZE sob forma de DFC, seguido por uma fase de manutencdo de 4
meses com esquema RH, sob forma de DFC; a segunda fase pode sofrer modificagdes de
acordo com as condi¢des do paciente (Ruffino, 1999; Hijjar et al., 2007). O tratamento para
pessoas com TB resistente a rifampicina (TB-RR) e TB multirresistente (MDR-TB) é mais
longo e requer medicamentos que sdo mais toxicos e dispendiosos; o custo de tratar um caso
de MDR-TB pode chegar de 10 a 15 vezes o custo do tratamento de um caso de tuberculose
suscetivel a medicamentos (Mckinney, Jaccobs, & Bloom, 1998). Os dados mais recentes
relatados a organizacdo mundial da satide (OMS) mostram uma taxa de sucesso do tratamento
para TB-MDR de 56% (WHO, 2019).

A micobactéria apresenta um mecanismo de resisténcia intrinseca que dificulta a
terapéutica da doencga. As propriedades caracteristicas do bacilo incluem: estado de dorméncia,
crescimento lento, envelope celular complexo, patogenicidade intracelular e homogeneidade
genética (Wheeler & Ratledge, 1994). A somatoria destas adaptacdes gera uma resposta imune
do hospedeiro que pode conter, mas ndo erradicar, a infec¢do; resulta em um estado de
dorméncia no qual o bacilo permanece temporariamente inativo em meio intracelular. O tempo
de duplicagdao (meio sintético e/ou animais infectados) do Mtb ¢ de aproximadamente 24
horas. Estas propriedades contribuem para a natureza cronica da doenca e dificuldades na
recuperagdo do paciente: o que resulta em regimes de tratamentos longos (Chan & Kaufmann,
1994).

Dentre os farmacos mais utilizadas no tratamento a TB esta a Isoniazida (INH), que foi

descoberta em 1952, apresentando forte atividade bactericida contra o Mtb (Bersntein, Lott,
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Steinberg, & Yale, 1952; Fox, 1952). Foi identificado que o alvo da agdo do farmaco era a
enzima MtInhA, produto do gene MtInhA (Banerjee et al., 1994). A INH, sozinha, ndo inibe
diretamente a proteina, necessita de uma conversao para sua forma ativa, que ¢ realizada pela
enzima catalase-peroxidase (KatG), codificada pelo gene katG; deste modo, ela ¢ considerada
um pro-farmaco (Johnson & Schultz, 1994; Johnson, Schultz & King 1995; Quemard et al.,
1996; Schroeder, de Souza, Santos, Blanchard & Basso, 2002). Ap6s conversao, ela se torna
covalentemente ligada ao anel de nicotinamida da coenzima da MtInhA — NADH — dentro
do sitio ativo da enzima, e, desse modo, inibe a atividade redutase da proteina (Quemard et al.,
1996). Todavia, a interacdo da INH com a coenzima NADH ndo ¢ especifica da MtInhA, fato
que torna este mecanismo de a¢do amplo, podendo causar impacto em outras rotas enzimaticas.

Com o surgimento de uma nova doenca, ou mutagdo do patdgeno, ha necessidade da
busca por farmacos e tratamentos mais eficientes; no caso da progressdo de resisténcia ao
farmaco, a receita padrdo tem envolvido trés condutas principais: modificagdo de classes de
agentes ja existentes, interferéncia com os mecanismos de resisténcia (para aumentar o acesso
ao alvo), e procura por agentes com novos abordagens de acdo (Kessler, 1997). Grande parte
dos antibioticos introduzidos desde 1960 siao modificagdes farmacoforicas de estruturas ja
existentes (Bax, 1997). A adaptacao de patdgenos aos medicamentos induz a analise de
interacdes intermoleculares no complexo receptor-ligante do microorganismo alvo, com o
intuito de identificar os elementos que atuam na redu¢do da eficacia medicamentosa; o estudo
aprofundado sobre os ciclos metabdlicos do patdgeno, estrutura de proteinas (estabilidade,
flexibilidade e fun¢do) e produtos envolvidos nestes ciclos, acrescenta informagdes para o

aprimoramento terapéutico (Glickman, Cabhill, & Jacobs, 2001).
1.2 Envelope Celular e Biossintese de Acidos Graxos

O Mtb ¢ frequentemente estudado por apresentar uma composicao estrutural atipica,
uma micomembrana. Seu envelope celular tem diversidade de componentes em regides
superiores ¢ inferiores, e apresenta um complexo chamado mAGP (Jankute, Cox, Harrison &
Besra, 2015; Alderwick, Harrison, Lloyd & Birch, 2015), que € constituido por uma camada
de peptideoglicano (PG) conectada a camada de arabinogalactanos (AG), e esta ligada a uma
camada de acidos micolicos, constituindo a micomembrana (Brennan & Nikaido, 1995, Fu &
Fu-Liu, 2002) (Figura 1); a vantagem deste complexo ¢ uma grossa camada lipidica externa
que protege o organismo de ataques quimicos € do sistema imune do hospedeiro, sendo
essencial para a viabilidade da célula. As razdes para a adaptacdo desta membrana ndo estdo

completamente claras, todavia sabe-se que esta composicao tem relevancia na viruléncia e resis
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téncia intrinseca a antibidticos do Mtb (Forrellad et al., 2013; Becker & Sander,

2016). Acidos micolicos sio majoritarios nesta barreira natural (C. Asselineau & J. Asselineau,

1978; Barry et al. 1998; Lederer, Adam, Ciorbaru, Petit, & Wietzerbin, 1975; Minnikin, 1982),
seus anéis de ciclopropano contribuem para a integridade da parede (George, Yuan, Sherman
& Barry, 1995), e protegem contra a agdo oxidativa de compostos como o perdxido de

hidrogénio (H20>) (Yuan, Lee, Besra, Belisle, & Barry, 1995).
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Figura 1. Estrutura do envelope celular do Mycobacterium tuberculosis. Escala dos
componentes em nandmetros.

Fonte: De “Vincent, A. T., Nyongesa, S., Morneau, 1., Reed, M. B., Tocheva, E. 1., & Veyrier, F. J. (2018). The
Mycobacterial Cell Envelope: A Relict from the Past or the Result of Recent Evolution? Frontiers in microbiology,
9, 2341. https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.02341

Poucos organismos apresentam essa grande diversidade de moléculas lipofilicas como
o Mtb. A diversidade se estende de &cidos graxos simples, como o palmitato, tuberculostearato,
isoprenoides, até grandes e complexas cadeias, como os acidos micolicos (Riley & Labedan,
1996). Componentes vitais da parede celular, os 4cidos micélicos sdo alvos-chave para muitos
farmacos antituberculose de primeira IMtInhA como INH e Etionamida (Marrakchi, Lanéelle
& Dafté, 2014; Kruh, Rawat, Ruzsicska & Tonge, 2007). Estes compostos sao constituidos por
uma série homologa de acidos graxos a-alquil B-hidroxil (Cso-Coo) produzidos por todas as mi-
cobactérias; e existem em duas formas principais: (1) primariamente como acidos micélicos
ancorados (ésteres do terminal arabinogalactano) (Brennan & Nikaido, 1995, Jankute et al.,
2015); (2) como trealose dimicolato nao ancorada (TDM), lipidios livres dentro da parede celu-
lar. TDM ¢ o mais abundante, granulomagénico e significativamente toxico lipidio extraivel da
superficie celular do Mtb virulento (Hunter, Olsen, Jagannath & Actor, 2006). Como ja

comentado, os acidos micolicos sdo responsaveis por garantir propriedades importantes ao pa-
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togeno, fato que torna as enzimas envolvidas em sua biossintese essenciais para a
sobrevivéncia da micobactéria e, logo, representam 6timos alvos terapéuticos. Dentre estas
caracteristicas, o trabalho de Bhat et al., 2007 ressalta um grande conjunto: resisténcia a
desidratacao, resisténcia a danos quimicos, baixa permeabilidade a antibidticos hidrofobicos,
viruléncia (Dubnau et al., 2000; Glickman, Cox & Jacobs, 2000; Glickman, Cahill & Jacobs,
2001), formacao de biofilme (Ojha et al., 2005) e capacidade de persisténcia no hospedeiro
(Yuan et al., 1998; Glickman et al., 2000; Bhatt, Molle, Besra, Jacobs & Kremer, 2007).

O processo de alongamento de acidos graxos, conhecido como FAS (“Fatty Acid
Synthase”) envolve ciclos de condensac¢do — [-cetoacil sintases (FabH, KasA e B); p-ceto
reducdo — P-cetoacil redutases (MabA); desidrata¢do — B-hidroxiacil desidratases (DE); e
enoil-reducao — 2-trans-enoil-ACP (CoA) redutase, MtInhA (Heath, White & Rock, 2001,
Quemard et al. 95). Esta via metabolica € dividida em dois sistemas: FAS I, sistema eucariético,
e FAS 11, procaridtico. FAS I catalisa a sintese de 4acidos graxos a partir de acetil-CoA, de Cis
a Cig, e alonga-os para produtos de Ca4 a Cys (Zimhony, Vilchéze & Jacobs, 2004). A partir
disto, estas acil-CoAs de cadeia média servem de precursores para o sistema FAS II, que ndo
¢ capaz de realizar a sintese de novo, mas alonga os intermediarios acil-ACP para acidos graxos
entre C24 a Cse, por meio de quatro enzimas dissociaveis que agem sucessiva e repetitivamente
para alongar a cadeia acil (Bhatt et al., 2007). A primeira etapa de condensa¢do de acil-CoA
ocorre pela acdo da B-cetoacil-AcpM sintase I (FabH) com a proteina transportadora malonil-
acila (AcpM) (Scarsdale, Kazanina, He, Reynolds & Wright, 2001; Brown et al., 2005). O
alongamento conseguinte requer a acdo da redutase B-cetoacil-ACP-NADH-dependente
(MabA), resultando na formagdo de B-hidroxiacil-AcpM. O terceiro e quarto estigios
envolvem a desidratagdo, por B-hidroxiacil-AcpM desidratases, e enoil-redugdo pela enzima 2-
trans-enoil-ACP (CoA) redutase, MtlnhA, respectivamente (Quemard 1995) (Figura 2). Por
fim, as etapas sucessivas de condensacao sdo realizadas pelas B-cetoacil-AcpM sintases (KasA
e KasB, no lugar da FabH), e resultam na longa cadeia meromicolil-AcpMs (até C56), que sao
os precursores diretos do acido micolico maduro (Bhatt, Kremer, Dai, Sacchettini, & Jacobs,
2005; Bhatt et al., 2007).

Como visto, uma etapa enzimatica chave nesta via ¢ a realizada pela MtInhA, enzima
pertencente a uma familia de redutases de cadeia curta (Quemard et al., 1995; Dessen et al.,
95). A inativagdo genética da proteina resulta no acimulo de acido hexacosanoico (Cas) da via
FAS 1, resultado similar ao observado em células tratadas com INH, causando a morte celular
da micobactéria (Vilcheze et al., 2000). Dado o aumento da TB-MDR, ¢ necessario o estudo

da complexidade estrutural e funcional de proteinas atuantes em ciclos metabolicos do bacilo;
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neste ambito, as estruturas tridimensionais destas proteinas, disponiveis em bancos de dados,
sd0 uma importante ferramenta de auxilio (Marrakchi, Zhang, & Rock, 2002). Com o apoio de
aplicagdes computacionais sobre estas estruturas, € possivel analisar o papel desempenhado
por todos os potenciais contatos moleculares entre residuos, substratos, cofatores e inibidores,
e, logo, acrescentar informagdes importantes a projecao de inibidores mais potentes (Shaw et

al,, 2017).
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Figura 2. Biossintese do acido micolico em Mth. FAS-I esta envolvido na sintese de C16 e
C26. O produto C16 acil-CoA atua como substrato para a sintese de acidos meromicoélicos por
FAS-II, enquanto o &cido graxo C26 constitui o ramo a do acido micélico final. MtbFabH foi
proposto para ser o elo entre FAS-1 e FAS-II, convertendo C14-CoA gerado por FAS-I em
C16-AcpM, que € canalizado para o ciclo FAS-II. Este Gltimo compreende quatro enzimas que
irdo atuar sucessiva e repetidamente para garantir o alongamento do &acido graxo, em ultima
andlise, levando a meromicolatos (C56). Alvos para a acdo da isoniazida ativada (INH),

etionamida (ETH), triclosan (TRC) ou tiolactomicina (TLM) estdo indicados em verde.

Fonte: De “The Mycobacterium tuberculosis FAS-11 condensing enzymes: their role in mycolic acid biosynthesis,
acid-fastness, pathogenesis and in future drug development” de Bhat et al., 2007, Molecular microbiology, 64(6),
1442-1454. https://doi.org/10.1111/j.1365-2958.2007.05761.x

1.3 A Enzima MtInhA

A enzima 2-trans-enoil-ACP (CoA) redutase (MtInhA, EC: 1.3.1.9) ¢ um dos alvos para
o tratamento da Mtb (Takayama, Wang & Besra, 2005). Ela pertence a familia de proteinas

desidrogenases/redutases de cadeia curta, a qual utiliza NADH (B-nicotinamida adenina
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dinucleotideo) como cofator; t especificidade por substratos de cadeia longa (Ci4-24) € ¢ ativa
no sistema FAS II. O substrato (4cido graxo) e a coenzima (NADH) interagem com a MtInhA
por meio da conversdao de 2-trans-enoil-ACP para acil-ACP por meio da transferéncia de um
hidreto (H") do NADH para a posi¢ao C3 do substrato 2-trans-enoil-ACP, resultando na redugao
da ligagdo dupla a tio éster (entre C2 e C3) da por¢ao lipidica do substrato (Figura 3) (Quemard
et al., 1995, Chollet et al., 2018).

NAD-H
Q} 0 H H O HH O
_ACp _InhA ‘ _ACP ‘ _ACP
R’\)\s — > | RTY s 7* R™ Yy s
H e H H

Figura 3. Representacdo esquematica da reacao de reducao catalisada pela enzima MtInhA.
Fonte: De “An overview on crystal structures of MtInhA protein: Apo-form, in complex with its natural ligands
and inhibitors” de Chollet et al., 2018, European journal of medicinal chemistry, 146, 318-343.
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2018.01.047

Codificada pelo gene MtinhA, a enzima MtInhA possui 269 residuos de aminoacidos
em cada subunidade (Parikh, Xiao & Tonge, 2000). Por meio de analises por cromatografia
de exclusdo de tamanho, descobriu-se que a enzima ¢ um homotetrdmero, conjuntos de quatro
subunidades iguais, em solucdo (Figura 4), e esta ¢ a sua forma biologicamente ativa

(Quemard et al., 1995).
1.3.1 Hierarquia Estrutural

Cada subunidade apresenta dois sitios de ligacao, um para a ligagao da coenzima NAD
(H) ou NADP (H) e outro para a associacao do 4cido graxo (Dessen et al., 1995). A estrutura
monomérica ¢ composta por sete fitas  (S1 a S7) e oito hélices o (H1 a HS), as quais formam
duas dobras de Rossmann fold (S1/SH1/S2/H2/S3 e S5/H5/S6/H8/S7); hélices a e fitas
podem ser encontradas acima do sitio de ligagdo da coenzima, criando uma fenda a qual se
liga o substrato (Sacchettini & Blanchard., 1996). A estrutura da subunidade apresenta
formato analogo a uma cadeira: a coenzima se liga a uma cavidade entre o “encosto” e o
“assento” da estrutura, e o sitio de ligagdo do substrato ¢ encontrado em uma cavidade no
“encosto” (Dessen ef al., 1995).

Duas hélices a transversais sustentadas por al¢as constituem o lado mais externo da
fenda de ligagdo do substrato, este conjunto de residuos (P192, 1193, R194, T195, L196, A197,
M198, S199, A200, 1201, V202, G203, G204, A205, L.206, G207, E208, E209, A210, G211, A212,
Q213,1214, Q215,1L.216,1.217, E218, E219, G220, W221, D222, Q223, R224, A225, P226, 1227,
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(G228, W229,N230,M231, K232, D233) ¢ conhecido como “alga de ligagdo ao substrato” (SBL)
Dessen et al., 1995). Os residuos de aminoacidos situados do lado oposto a SBL. também
formam duas algas, que conectam hélices a e fitas B, importantes para a ligacdo do substrato
no sitio ativo, alca A (F96, M97, P98, Q99, T100, G101, M102, G103, 1104, N105, P106,
F107,F108, D109, A110, P111,Y112,A113, D114, V115, S116, K117, G118, 1119, H120), ¢
alca B (D149, P150, S151,R152,A153,M154,P155,A156,Y157,N158, W159, M160, T161,
V162, A163, K164, S165, A166). Juntos, a SBL ¢ as algas A ¢ B compdem a cavidade de
ligacdo do substrato (SBP) (Figura 5). As alcas A e B sdo vistas no lado interno da MtInhA,
em contato com as outras subunidades do tetramero, enquanto o primeiro conjunto (SBL) esta

voltado para o solvente, para fora do tetrdmero, a esquerda do substrato (Figura 6).

Figura 4. Forma biologicamente ativa da MtInhA (Codigo PDB: 1BVR); unidade funcional
(homotetramero). Representacdo (cartoon) da cadeia principal das subunidades C (ciano), D
(verde), E (violeta) e F (vermelho). Imagem gerada com o programa PyMOL versao 2.3.2
(Schrédinger, LLC, 2010).
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Figura 5. Sitio ativo da MtInhA (cartoon) (PDB ID: 1ENY). Em destaque as estruturas que
compdem o sitio: os motivos A (rosa) e B (ciano) e o motivo estrutural da al¢a de ligagdo ao
substrato (vermelho). A coenzima NADH est4 representada por modelo em stick (laranja).
Imagem gerada pelo programa PyMOL versdo 2.3.2 (Schrodinger, LLC, 2010).
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\ 90°

Figura 6. Tetramero da MtInhA (cartoon) (PDB ID: 1BVR); realce sobre as alcas A (rosa) e B
(ciano) voltadas para o lado interno, em contato com porgdes das alcas A e B da subunidade
adjacente; motivo estrutural da alga de ligagdo ao substrato (magenta) com superficie azul em
contato com o solvente. Coenzima em sticks (laranja). (A) Vista padrdo do homotetramero. (B)
Mudanga de 90° no eixo vertical em relagdo a Figura A, visualizacao do “topo”. Imagem gerada

pelo programa PyMOL versao 2.3.2 (Schrodinger, LLC, 2010).
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O sitio ativo da MtInhA aporta variados tamanhos de substratos (volume da cavidade
plastico), reflexo da flexibilidade da SBL e, como um todo, da proteina. Ao compararmos
diferentes estruturas cristalograficas da enzima (associadas a ligantes distintos, coenzima
NADH/NAD, ou em forma Apo), podemos perceber diferencas no grau de plasticidade da
SBL. Na Figura 7 ¢ evidenciada a diferenca de conformagao entre a SBL, em dois modelos
estruturais da MtInhA (PDB ID: 1ENY e 3FNH), e também a rotagdo em 60° da cadeia lateral
do residuo TYR 158 (alga A) — residuo essencial para a estabilizacdo do substrato na SBP —

(Rozwarski et al., 1999).

Figura 7. Comparacdo entre a cavidade de ligagdo da MtInhA (cartoon). Destaque na
flexibilidade da SBL e disposi¢ao angular do residuo TYR 158, ao alinharmos duas estruturas
cristalograficas diferentes (Codigo PDB: 1ENY e 3FNH, ciano e vermelho, respectivamente).
Imagem gerada com PyMOL versdo 2.3.2 (Schrodinger, LLC, 2010).
1.4 Interacao sitio-ligante

Diferentes fatores podem influenciar no grau de efetividade da interagdo entre enzima
e ligante; dentre esses, areas caracterizadas por maior hidrofilicidade média, maior carga total
e, mais flexiveis, sdo alvos de estudo (Lai et al., 2015). Analises considerando o fator de
vibragdo térmica das moléculas (fator-B), podem auxiliar na identificacdo de regides flexiveis
em diferentes regides da enzima. Com isso, simulagdes biomoleculares sdao importantes
ferramentas para identificar propriedades que podem servir como guia na definicao de regides

que precisam de uma anélise detalhada e que indiquem maior flexibilidade, como a SBP.
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Um estado de conformagdo “fechado” da SBL ¢ reflexo de uma interagdo mais intensa
entre residuos e ligantes dentro do sitio ativo da MtInhA (Qiu et al., 1999). Kumar & Shobia
(2013) realizaram a comparacao entre dois estados (aberto e fechado) da SBL, pela anélise de
diferentes conformacgdes presentes nas estruturas cristalograficas depositadas no PDB. Foi
demonstrado que em estruturas como: 1P44 e 1BVR, a SBL apresenta conformagado aberta
(Figura 8A); ja em outras estruturas cristalograficas, como de complexos ternarios (3FNH,
2NSD, 2H7M) e de um complexo binario (2IDZ), foi identificada propriedade conformacional
fechada da SBL (Figura 8B) (Kumar & Sobhia, 2013). E ainda mudangas conformacionais na
hélice a6 foram descritas de acordo com a intensidade de interagao dentro do sitio; interagdes
fracas entre receptor e ligantes apresentam duas voltas na hélice a6 e conformagao aberta da
SBL, ja complexos com intera¢des fortes demonstraram conformacgdo fechada e trés voltas
bem definidas na hélice a6 (Kumar & Sobhia, 2014). A plasticidade dos motivos que compdem
a SBP reflete em um volume amplo da cavidade (499.138 A%a 978.779 A3, 2FNH e 1P44,
respectivamente), e no potencial de interagcdes dentro deste sitio.

Alguns residuos, como TYR158 e LYS165, sdo essenciais para a reducdo trans-enoil e
para a remocdo do préton do anel nicotinamidico. O grupo hidroxila da TYR 158 doa um
préton para o oxigénio da carbonila (C1) do substrato, resultando em um anion enolato (Parikh
et al., 2000). A interacdo deste residuo com o acido graxo € um comportamento presente e
essencial compartilhado entre todas as enoil ACP redutases (Sullivan et al., 2006).

Interagdes hidrofobicas participam das conexdes padrdo com inibidores; a SBP
apresenta proporcao de 69,82% residuos hidrofébicos (G96, F97, M98, P99, G102, M103,
G104, 1105, P107, F149, P151, A154, M155, P156, A157, W160, M161, G192, P193, 1194,
L197, A198, M199, A201, 1202, V203, G204, G205, A206, L207, G208, A211, G212, A213,
1215, L217 e L218); os 30,18% restantes sao hidrofilicos (Q100, N106, T101, D150, S152,
R153, Y158, N159, R195, T196, S200, E209, E210, Q214, Q216 ¢ E219). Dos residuos
hidrofobicos, a maioria estd localizada na alca de ligacdo ao substrato (A198, M199, A201,
1202, L.207, 1215, L218) (Sullivan et al., 2006). A SBL, que compde a maior al¢a na estrutura
da enzima, pode ser dividida em trés partes: algca superior (AS, residuos: 204-208), alca
mediana (AM, residuos: 197-203) e al¢a inferior (Al, residuos: 194-196) (Figura 9). No
momento em que a AS interage com a alga B, ela cobre o sitio a partir do topo fazendo
interagdes entre alcas. Ao analisarmos distintas estruturas cristalograficas da MtlnhA, ¢
possivel perceber a variedade conformacional no complexo ligante e SBL (Kumar & Shobia,

2013).
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Figura 8. Destaque no volume de superficie acessivel ao solvente (SA) (roxo) em estrutura
com conformagdo aberta e estrutura com conformacgdo fechada, respectivamente. (A)
Estrutura com “conformagao aberta”, complexada com NAD+ e substrato de acido graxo C16
(ndo representados), apresenta SA com valor de 849.010 A® (Codigo PDB: 1P44 cadeia D).
(B) Estrutura com “conformacdo fechada”, complexada com NAD+ e triclosano (nao
representados), apresenta SA com valor de 499.138 A’ (PDB: 3FNH). Representacdo
(cartoon). Imagem gerada com PyMOL (Schrédinger, LLC, 2010).

A alca de ligacdo ao substrato apresenta conformagao “fechada” ou “aberta”, residuos
das alcas A e B sdo importantes na interacao receptor-ligante; estas propriedades atuam nos
diferentes niveis de flexibilidade e afinidade a ligantes (Qiu et al., 1999). Visto que proteina e
ligante apresentam flexibilidade e graus de afinidade a partir de determinadas variantes, ambos
ajustam suas conformacgdes em razdo de alcancar o encaixe 6timo entre enzima e ligante (E.
M. Cohen, Machado, M. Cohen, & Norberto de Souza, O, 2011). Definir a diferenga entre as
classificagdes de disposi¢do da SBL, identificar propriedades como o fator-B e analisar

residuos importantes nontes no sitio ativo sdo diretrizes no estudo da dindmica da MtInhA

(Kumar & Sobhia, 2014; Tarabini, Timmers, Sequeiros-Borja, & Norberto de Souza, 2019).
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Alga superior

Alga de ligagdo ao substrato Alca média

\ Alga inferior

Figura 9. Alca de ligacao ao substrato (SBL) da proteina MtInhA (Codigo PDB: 1ENY). Os
trés segmentos constituintes da SBL estdo identificados nas seguintes cores: AS em amarelo,
AM em verde e AL em vermelho. Imagem gerada pelo programa PyMOL versao 2.3.2
(Schrodinger, LLC, 2010).

1.5 Flexibilidade

Flexibilidade e fungdo sao sindnimos no estudo da dinamica proteica. As proteinas tém
capacidade de sofrer transigdes conformacionais funcionalmente relevantes, sob condi¢oes de
estado nativo, em uma vasta gama de escalas de tempo e espago (Tsai, Kumar, Ma, & Nussinov,
1999; Bahar, Chennubhotla, & Tobi, 2007; Henzler-Wildman & Kern, 2007). A flexibilidade
reflete em potencial conformacional, e consequente funcionalidade; essa propriedade ¢
importante ao reconhecimento biomolecular (Feixas, Lindert, Sinko, & McCammon, 2014). A
presenca de ligantes, substratos, mudangas no ambiente (pH, ions, temperatura) pode alterar o
nivel de plasticidade da proteina atuando desde a variacao no rearranjo de cadeias laterais de
aminoacidos, at¢ no desdobramento/dobramento de grandes motivos estruturais (Teilum,
Olsen, & Kragelund, 2011).

A maioria dos trabalhos em desenvolvimento de farmacos baseados em estrutura
utilizam uma tUnica e rigida estrutura do receptor; do contrario, o espaco conformacional a ser
considerado tornar-se-ia muito grande, pois exige uma demanda computacional alta e
demorada (Erickson, Jalaie, Robertson, Lewis, & Vieth 2004). Contudo, de acordo com Totrov
& Abagyan (2008), os melhores algoritmos de docagem molecular predizem erroneamente a
posi¢ao de ligacao de um inibidor em aproximadamente 50 a 70% quando apenas um modelo
de receptor rigido ¢ considerado (Totrov & Abagyan, 2008, Cohen et al., 2010).

Hé muitos resultados de sucesso na modelagem e desenvolvimento computacional de
farmacos que foram alcangados sem considerar a flexibilidade da proteina, e isso pode ser

explicado pelo trabalho ter sido aplicado em enzimas que apresentavam pequenas variagdes
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alostéricas. Ao utilizarmos a flexibilidade como critério, podemos classificar as proteinas em
trés classes: (i) proteinas “rigidas”, nas quais mudangas induzidas por ligantes resultam em
pequenos rearranjos na cadeia lateral, (ii) proteinas “flexiveis”, onde ha grandes movimentos
em torno de regides importantes para a atividade enzimatica ou em algas de sitios, resultantes
da indugdo por ligantes, e (iii) proteinas “instaveis”, cuja conformacao s6 ¢ definida apds a
interagdo com ligante (Cozzini et al., 2008).

A alosteria reflete a funcao proteica, e a capacidade de medir e simular sua dinamica ¢
uma questao central no desenvolvimento de compostos bioativos; esta técnica precisa predizer
com eficiéncia a conformacgao que o receptor adotard em resposta ao vinculo de um ligante, ou
determinar como projetar tal ligante para um conjunto de conformacgdes (Cozzini et al., 2008).
O reconhecimento do ligante pelo receptor ¢ um evento dindmico onde ambos mudam suas
conformacgdes visando minimizar a energia livre de ligacdo (FEB) nessa associag¢do (Carlson
& McCammon, 2000). De modo a se produzir dados que reflitam com maior autenticidade a
proteina in vitro, é importante tratar tanto receptor quanto ligante como estruturas flexiveis e
dindmicas, apesar desta tarefa exigir maior complexidade, pois considera um conjunto maior
de propriedades.

Simulagdes por dinamica molecular (DM) utilizando a MtInhA como receptor
demonstraram que a associacao de ligantes na cavidade de ligacao do substrato pode modular
diretamente a flexibilidade da SBL, al¢a A e al¢a B (da Costa, Pauli, Dorn, Schroeder, Zhan,
& de Souza, 2012; Punkvang et al., 2010, Cohen ef al., 2011, Kumar & Sobhia, 2016). Estudos
anteriores, como de Schroeder et al., 2005, trabalharam com a plasticidade da SBL utilizando
apenas uma subunidade da MtInhA, e apesar da importancia da informag¢ado obtida, o impacto
da estrutura inteira ndo foi considerado, pois os dados vieram a partir de um modelo estrutural
terciario, e ndo quaternario com as quatro subunidades em interagdo. A escolha de um modelo
monomérico representando um tetramérico, no caso da MtInhA, costuma ser justificada em
razdo dos sitios ativos da estrutura quaterndria se localizarem a uma distancia de
aproximadamente 40 A entre si (Schroeder et al., 2005, Pauli et al., 2013) (Figura 10), e esta
propriedade pode sugerir que as subunidades sdo independentes uma da outra. Todavia, de
acordo com a organizacdo quaterndria, dois motivos estruturais que compdem o sitio ativo da
proteina, alcas A e B, estdo em contato com os mesmos motivos da subunidade adjacente
(Tarabini ef al., 2019), como indicado na Figura 4, e esta relacdo entre interfaces usualmente

ndo ¢ considerada em experimentos no modelo monomérico.
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Ferramentas como a DM e docagem molecular sdo subdisciplinas do desenvolvimento
computacional de fairmacos, que se complementam e podem preencher lacunas necessarias

para o entendimento do funcionamento de biomoléculas. Ao direcionarmos o estudo a MtInhA,

no constraste entre estrutura mondmérica e tetramérica, o primeiro sistema apresenta espagos
conformacionais que ndo sao acessiveis ao sistema tetramérico, em razao do seu contato com
as outras subunidades e consequente restricao da liberdade de movimento nestas estruturas;
isso evidencia que os dois sistemas tém valores distintos em suas conformacdes padroes € no
nivel de sua plasticidade. A partir disso surge a questao que motiva este trabalho: o impacto de
propriedades da estrutura quaternaria na flexibilidade da estrutura terciaria em experimentos
computacionais. Assim, realizou-se simulagdes por dinamica molecular classica (DMC) sobre

sistemas monomgéricos com restricao de movimento nos motivos estruturais das alcas A e B da

46.5 4-5;'6

> 21.0

Figura 10. Tetramero da MtInhA (PDB ID: 1BVR). Distancia entre os sitios ativos presentes
em cada monomero da MtInhA.

MtlnhA.
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1.6 Dinamica Molecular Classica

Estruturas tridimensionais (3D) de proteinas t€ém sido importantes para o entender o
funcionamento de macromoléculas in vitro/in vivo, e sao o pilar para o desenvolvimento de
farmacos baseadas em estruturas. No entanto, apesar de sua grande importancia, modelos
armazenados em bancos de dados, como o PDB, nos dao apenas uma visdo parcial da estrutura
3D. Tanto as proteinas quanto os acidos nucleicos sao complexos flexiveis e, assim, requerem
ferramentas que consigam analisar a dindmica de suas fungdes (Hospital, Gofii, Orozco, &

Gelpi, 2015).

A funcdo bioldgica é baseada em interacdes moleculares, e estas sdo resultados de
formagdes macromoleculares. Conhecer a estrutura alvo a nivel atdmico proporciona uma
visdo consistente sobre o funcionamento do seu objeto de pesquisa. Os 4tomos de uma
biomolécula estdo em constante movimento; em adicdo, a fungdo molecular e as interagdes
intermoleculares dependem da dindmica das moléculas envolvidas (ex: inibidor e enzima). O
estudo sobre uma dada proteina ¢ escasso ao se basear apenas em um modelo estatico, ele
precisa analisar a reacdo biomolecular frente a diversos parametros, como interacao entre as
estruturas, tempo, temperatura, pressdo, pH, entre outros; neste caminho, por meio de
simulagdes computacionais, ¢ possivel perturbar o complexo a nivel atomico, de modo a
alcancar uma representacdo que se assemelhe a proteina biologicamente ativa (Hollingsworth
& Dror, 2018).

Pelo método de simulagdo por DM, baseado em férmulas fisicas que governam as
interacdes interatOmicas, € possivel prever o comportamento de um atomo em um complexo
estrutural no decorrer de um tempo estabelecido (Karplus & Petsko, 1990). Estas simulagdes
podem reproduzir uma grande variedade de processos bioldgicos, como mudangas
conformacionais, intera¢do ligante-receptor, enovelamento proteico, fosforilagao, protonacao
e, ao longo destes processos, predizer a posi¢cdo de todos os dtomos a resolugdo temporal de
femtosegundos. E possivel calcular a posi¢do espacial e velocidade de cada dtomo em fungio
do tempo mediante o auxilio de leis de movimento de Newton; o resultado disto € um filme tri
dimensional de trajetéria atdomica da estrutura em questdo, que descreve a configuragdo do
sistema (difusdo, enovelamento, distribuicdo de moléculas de solvente ao redor de um soluto,
entre outros) em cada ponto durante o intervalo de tempo determinado (Hollingsworth & Dror,
2018).

Dentro da definicdo de DM hé ramificacdes, que se agrupam conforme a proposta e

consideragdes em cima das interagdes interatdmicas. Dentre esses grupos, podemos citar: Dina-
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mica Molecular Ab Initio; Dindmica Molecular Classica; Dinamica Molecular Hibrida,
Quantico-Classica, ¢ Dinamica Molecular Coarse-Grained. Na metodologia das nossas
simulagdes, a DMC ¢ utilizada. Em comparagdo aos outros métodos de DM, a DMC requer
menos tempo de simulagdo. Isto permite a modelagem de sistemas com tamanho e tempo
maiores; esse resultado é possivel a custo de ignorar o movimento de elétrons e os incorporar
ao nucleo, empregando cargas parciais (Alder & Wainwright, 1959).

A aplicagdo da DM tem ampla diversidade na testagem de parametros e na producao de
dados. Como ja descrito, a técnica acompanha a posi¢ao e movimento de todo e qualquer atomo
em um intervalo de tempo. Ha grande flexibilidade no ajuste de parametros, ou seja, podemos
controlar condigdes nas simulagdes, como: conformagao inicial da proteina, que ligantes estao
associados a ela, a presenga de outras moléculas no ambiente e a temperatura. Ao compararmos
simulagdes executadas em diferentes condi¢des, torna-se possivel identificar os efeitos de uma
grande variedade de perturbagdes moleculares (Hollingsworth & Dror, 2018).

Esta metodologia advém dos principios da Mecanica Classica, e, para se chegar as
propriedades macroscopicas de interesse, o uso da mecanica estatistica ¢ requerido, a qual atua
calculando propriedades como pressdo, energia interna, energia livre, volume, temperatura e
entropia (Namba, V. B. Silva, & C. H. T. P. Silva, 2008). A maioria das estruturas determinadas
por difracao de raio-X ou método de ressonancia magnética nuclear tém sido refinadas com o

uso de DM (Alonso, Blyzniuk, & Gready, 2006).
1.7 Campos de forca e acessibilidade

Uma vez que o modelo de estudo ¢ definido, as forcas atuantes em cada atomo sdo
obtidas por meio de equagdes derivadas — campos de for¢a — nas quais se alcanga a energia
potencial da estrutura molecular (Mackerell et al., 1995, 1996; Ott & Meyer, 1996; Kaminski,
Friesner, Tirado-Rives, & Jorgensen, 2001) (Figura 11). Para se realizar uma simulagdo, ¢
necessario o calculo da energia da proteina, que nesse caso € representado por uma fungdo de
suas coordenadas atomicas (Ponder & Case, 2003). Na quimica, o conjunto de fungdes
energéticas potenciais a partir das quais as forgas sao derivadas ¢ comumente referido como
campo de forca. Com a evolugdo e refinamento da DM, as fungdes atuais da energia das
proteinas sdo de qualidade suficiente para serem usadas no estudo do comportamento
enzimatico e das interagdes entre biomoléculas, com fins farmacolégicos (Mackerell, 2004).

Os campos de for¢a englobam calculos que utilizam propriedades moleculares: molas
para comprimento de ligacdo e angulos, fungdes periddicas para rotagdes de ligagdes e

potenciais de Lennard-Jones, e leis de Coulom para interagdes de van der Waals e eletrostaticas
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(Perez, Lankas, Luque, & Orozco, 2008). Nesta direcdo, ¢ necessario parametrizar estas
caracteristicas, como a rigidez ideal e comprimentos das molas para descrever os
comprimentos e angulos adequados de ligacao, as cargas atdmicas parciais usadas para calcular
as energias de interacdes eletrostaticas e o raio atdmico apropriado em interagdes van der
Waals, entre outros; este conjunto de parametros € o que, por fim, determina o termo “campo
de forca”, que descreve as contribui¢des das varias forgas que definem a trajetoria de um

complexo biomolecular (Gonzales, 2011).

¥
Célculo de energia E o 1x}
(campo de forga)
'
Forgas F=-dE Jox;
_ '

a,=F/m, —» | Trajetaria

Integracao !
numérica | | v (t+dt) = (t) + a, ot

X, (¢+df) = x(0), + v,
|

Figura 11. Algoritmo basico de dindmica molecular.

Notas: O resultado da simulagdo, a trajetoria, € uma lista ordenada de 4&tomos 3N coordenadas
para cada tempo de simulagdo (ou instantaneo).

Abreviacdes: EPot, energia potencial; t, tempo de simulagdo; dt, tempo de iteragcdo; para cada
coordenada espacial dos N atomos simulados (i): x, coordenada do atomo; F, forgas
componentes; a, aceleragdo; m, massa do atomo; v, velocidade

Fonte: “Molecular dynamics simulations: advances and applications”. De Hospital, A., Gofii, J. R., Orozco, M.,
& Gelpi, J. L. (2015). Advances and applications in bioinformatics and chemistry: AABC, 8, 37-47.
doi.org/10.2147/AABC.S70333

Uma vez que os resultados das for¢as atuantes em cada 4&tomo sao gerados, leis classicas
de movimento de Newton s@o aplicadas para se conseguir dados de aceleracdo e velocidades,
necessarios para atualizar as posi¢des atdmicas em funcao do tempo. Grande parte dos eventos
bioquimicos, como mudangas conformacionais na proteina, podem levar escalas de
nanossegundos(ns), microssegundos (ms), ou até¢ mais, dependendo da complexidade da
pesquisa. Deste modo, uma simula¢@o usual compde de milhares a milhdes de passos; isso,
combinado com milhdes de interagdes interatdmicas em cada passo, pode exigir uma demanda

computacional alta (Hospital ef al., 2015).
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Os campos de forgas atuais surgiram de forma independente com pacotes de parametro
especificos. Alguns incluem termos para priorizar e descrever ligagdes de hidrogénio, outros
para acoplar oscilagdes entre angulos e comprimentos de ligacao (Ackerman et al., 1988). A
qualidade dos resultados ¢ embasada na elaboracdo de um campo de for¢a com parametros
bem definidos. A escolha do campo de forga varia, em grande parte, do sistema biomolecular
e do proposito da investigacao.

Na atualidade, as ferramentas computacionais apresentam um arsenal eficiente que se
beneficia de paralelismos e aceleradores para catalisar o processo. Os campos de for¢a mais
conhecidos (AMBER, (Case et al., 2018), CHARMM, (Brooks et al., 2009), GROMACS
(Abraham et al., 2015) e NAMD (Nelson et al., 1996) sdo compativeis com a interface de
transmissdo de mensagens (MPI); e quando um grande nimero de nucleos de computador pode
ser usado em simultdneo, o0 MPI pode reduzir o tempo exigido para uma tarefa. Apesar de
determinado nivel de sofisticagdo computacional e tempo que as simulag¢des exigem, saber as
questdes passiveis de serem respondidas por meio de simulagdes, projetar simulagdes para
tratar estas questdes, e interpretar os dados resultantes pode ser ainda mais desafiador.
Mediante DM ¢ possivel alcancar uma grande quantidade de trajetorias que descrevem uma
massa de atomos agitados; todavia, tirar resultados e conclusdes a partir de um conjunto de

nimeros exige conhecimento e experiéncia na area (Hollingsworth & Dror, 2018).
1.8 Aplicaciao do Método da Dindmica Molecular Classica

A aplicagdo mais intuitiva do uso da simulagdo por DM ¢é na andlise da
motilidade/flexibilidade de regides de uma biomolécula. Cristalografia por difragdo de raio-X
e Crio-microscopia eletronica sdo métodos experimentais de determinagdo de estrutura que
geralmente reproduzem uma biomolécula ao alcance de qualidade mediana. Por andlise da
simula¢do de uma estrutura, pode-se verificar o quanto regides da molécula se movem em
equilibrio e a que tipos de flutuagdes estruturais elas podem estar passando; além de residuos
estruturais, € possivel revelar o comportamento dindmico de moléculas de agua e ions,
normalmente parte do solvente, propriedades que frequentemente sdo criticas a fungdo proteica
e interacdo com o ligante (Berneche & Roux, 2001; Khafizov et al., 2012; Li et al., 2013).

Simulacdes podem ser utilizadas para testar a precisao de um modelo estrutural e até
mesmo refind-lo; geralmente isso ¢ possivel ao executa-las a partir da estrutura cristalografica
em uma solu¢do apropriadamente solvatada, e permitir que a estrutura relaxe em um estado de
conformac¢ao mais favoravel (Burg et al., 2015). A preparagao de uma simulagdo envolve uma

série de operacdes necessarias para garantir a qualidade do resultado. Primeiramente, a estrutu-
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ra inicial € obtida do experimento; € tipico de se esperar erros como: regidoes ou residuos nao
estruturados, ligantes ndo padronizados, ou mesmo estruturas com erros na interpretacdo dos
dados experimentais. Dentre as séries de operagdes padrao de simulagdes de DM estao: corrigir
erros estruturais, ionizagao de aminoacidos titulaveis, adi¢ao de moléculas de agua, adicionar

contra-ions e solvente, minimizacao de energia e equilibrio do sistema na temperatura desejada

(Hospital et al., 2015).
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo tratou-se de aplicar restricdes de movimento em regides de
interesse, alcas A e B, de estruturas monoméricas da MtlnhA, de modo a comparar o
comportamento dessas ao comportamento de estruturas tetraméricos, que ja apresentam
naturalmente restricoes de movimento nessas regides, € ao comportamento de estruturas
monoméricas sem restricdes aplicadas. Para isto, através de simula¢des por Dindmica
molecular cléassica, foi possivel executar este objetivo e comparar os resultados dos diferentes
grupos. Resumidamente, podemos dividir a amostragem em cinco grupos de simulag¢des da
MtInhA: 1) Monomérico sem restri¢cao, ii) Monomérico com restrigdes, subdividido em trés
grupos de acordo com o valor de restri¢ao: a) 0,25kcal, b)lkcal, e ¢) Skcal, e iii) Tetramérico

sem restrigoes.

2.2 Objetivos especificos

° Realizar trés simula¢des, de 100 ns cada, sobre o modelo da MtInhA
monomeérico, no complexo binario com o NADH, e sem restrigdes na SBP.

° Realizar trés simulag¢des, de 100 ns cada, sobre o modelo da MtlnhA
monomeérica, no complexo binario com o NADH, e com restrigdes nas algas A e B. Triplicatas
foram organizadas para cada grau de restri¢do, divididos com base nos valores aplicados
(0.25kcal, 1kcal e Skcal).

° Realizar trés simulagdes, de 100 ns cada, sobre o modelo da MtlnhA

tetramérico, no complexo bindrio com o NADH, e sem restri¢des na SBP.
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3 JUSTIFICATIVA

A tuberculose apresenta desafios a engenharia de medicamentos; dentre esses estdo a
toxicidade do farmaco, tempo de residéncia dele no sitio ativo, duragdo do tratamento, e,
englobando esses fatores, a efetividade do farmaco.

Vias metabolicas essenciais ao bacilo sao frequentemente analisadas na area de estudo
de potenciais farmacoldgicos, como, por exemplo, compostos que atuam em enzimas presentes
na segunda via metabdlica de biossintese de acidos graxos (FAS II) do Mtb (Campbell e
Cronan, 2001; White et al., 2005; Zhang et al., 2004). Esta rota apresenta a enzima MtInhA, e
o estudo de sua estrutura contribui ao entendimento de interagcdes que podem ocorrer em seu
sitio catalitico e, consequentemente, no potencial de desenvolvimento de medicamentos com
acao no Mbt (Agtiero et al., 2008).

Cepas MDR-TB persistem aos tratamentos usuais no combate ao bacilo. Este fato induz
a pesquisa de novas vias inibitorias ou novos farmacos, que circulem a resisténcia; neste rumo,
questdes a respeito da nossa estrutura do alvo precisam ser analisadas, como o contraste da
flexibilidade da biomolécula em diferentes modelos estruturais, € o desafio de se trabalhar com
um modelo computacional que reproduza a estrutura em condi¢des andlogas a seu estado in
vitro. Dado o exposto, a analise deste trabalho deve considerar: (A) a flexibilidade das algas
que compoem a cavidade de ligacdo ao substrato — SBL, al¢as A e B — importantes no papel
de acomodacdo de moléculas como substratos, coenzima e ligantes, no sitio catalitico; (B) o
qudo contrastante e/ou similares sdo os resultados entre os diferentes grupos; e (C) a
contribui¢do dos nossos dados ao aperfeigoamento de técnicas computacionais aplicadas a

biomoléculas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Protocolo de aplicacao

As simulagdes foram realizadas com o médulo SANDER do AMBER 18 (Case et al.,
2018), usando o modelo de campo de forga ff14SB (Maier et al., 2015). O modelo monomérico
utilizado foi o 1ENY, configurac¢ao binaria com NADH, retirado do banco de dados do PDB.
O modelo tetramérico da MtInhA foi construido utilizando as matrizes rotacionais e
translacionais do 1ENY, bindrio, criando um conjunto de quatro subunidades na conformacao
quaternaria. Ao todo, a flexibilidade dos sistemas foi avaliada simulando cinco sistemas da
MtInhA: (i) tetramérico, (ii)) monomérico nao restrito, (iii) monomeérico restrito a 0,25kcal, (iv)
monomeérico restrito a 1,00 kcal e (v) monomérico restrito a 5,00 kcal.

O sistema de proteinas foi solvatado em uma caixa limite periddica usando o modelo
TIP3P (Jorgensen, Chandrasekhar, Madura, Impey, & Klein, 1983), com uma extensao de 10,0
A da superficie da proteina.

Na primeira etapa do protocolo de DM, todos os 4&tomos de hidrogénio, ions e moléculas
de 4gua foram submetidos a 1 ns de dinamica molecular, apenas para permitir que os sistemas
fossem equilibrados, enquanto a estrutura proteica era mantida rigida. Os sistemas foram entao
submetidos a minimizagdo de energia — processo que envolveu restri¢do aplicada em toda
proteina, de 25 kcal até 0 kcal, em 6 passos —, até uma tolerancia de 1.000 kJ mol! nm’!, a
fim de remover contatos proximos de forgas de van der Waals e permitir que os atomos se
movessem progressivamente até que estivessem sem restrigoes. Na terceira fase, aquecimento,
a temperatura do sistema foi aumentada de 10K para 298,16K em 7 etapas (10 K para 50 K, 50
Kal00K, 100K a 150K, 150K a200K, 200K a250K, 250K a298,16 K, e depois mantido
em 298,16 K); esta fase foi realizada em duas etapas: (i) 1,2 ns de aquecimento, seis primeiros
passos seguido de (ii) 8,8 ns na sétima etapa a 298,16 K, totalizando 10 ns de fase de
aquecimento, antes da fase de producao.

No ultimo passo — produgdo —, condic¢des de ligagao periddicas foram aplicadas, e o
numero de particulas, pressdo e temperatura foram mantidos constante (NTP), 298,16 K; a
temperatura constante foi aplicada utilizando o algoritmo de acoplamento fraco (weak-
coupling), onde um unico fator de escala ¢ empregado para todos os atomos, € a pressiao
constante foi garantida com escala de posigdo isotropica, mantida a 1 bar pelo barostato de
Berendsen (Berendsen, Postma, van Gunsteren, DiNola, & Haak, 1984). O algoritmo SHAKE
(Ryckaert, Ciccotti, & Berendsen, 1977), com uma tolerancia padrio de 10~ A, foi aplicado

para restringir todas as ligagdes contendo um atomo de hidrogénio, permitindo o uso de um in-
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tervalo de tempo de 2,0 fs na integracdo das equacdes de movimento. As interacdes
eletrostaticas entre &tomos nao ligados foram avaliadas pelo método de malha de particula de
Ewald, com um espagamento de 1.0 A; essa foi interpolada em uma rede ctbica com um com
um conjunto de tolerancia ajustada para 5.0 x 107 (default). Interacdes de van der Waals foram
medidas usando um corte atdmico de 9.0 A (Norberto de Souza & Ornstein, 1999). Realizamos
trés simulacdes diferentes para cada sistema MtInhA usando diferentes sementes aleatorias. A
fase de produgdo de cada simulagdo de MD durou 90 ns. Todas as analises foram realizadas

utilizando-se os ultimos 90 ns de cada simulacgao.
4.2 Analise Estrutural

Para descrever a influéncia da estrutura quaterndria na plasticidade da MtInhA, os
modelos utilizados foram analisados de acordo com a distancia, angulo e variagdo da area com
base em residuos-chave presentes na SBP: (i) residuos da alga A F97, M98, P99, Q100, T101,
G102,M103, G104,1105,N106,P107,F108,F109,D110,A111,P112,Y113,A114,D115,V116,S117,
K118, G119, 1120, H121), (ii) residuos da alca B (D150, P151, S152, R153, A154, M155, P156, A157,
Y158,N159, W160,M161, T162, V163, A164,K165,S166,A167), ¢ (iii) residuos da SBL (P193, 1194,
R195, T196, L197, A198, M199, S200, A201, 1202, V203, G204, G205, A206, L207, G208, E209,
E210, A211, G212, A213, Q214, 1215, Q216, L217, L218, E219, E220, G221, W222, D223, Q224,
R225, A226, P227, 1228, G229, W230, N231, M232, K233, D234). Um angulo de pinca — para
monitorar a abertura e fechamento da SBP —, foi criado com base no centro de massa dos trés
motivos estruturais; o residuo central do dngulo de pinca foi a M97 da al¢a A, junto dos residuos
P150 e A197, da al¢a B e SBL, respectivamente. A area de tridngulo que se forma a partir do
angulo de pinga foi usada para monitorar as distancias entre os trés motivos — entre alca A e
SBL, alca A e alga B, e alga B e SBL (Figura 12); esta analise foi aplicada mediante o software
Pymol pelo plugin Geo-Measures (Kagami, das Neves, Timmers, Caceres, & Eifler-Lima,
2020), esta ferramenta permitiu que se visualizasse, com base na variagdao angular, a influéncia
das restrigcdes na movimentagdo dos residuos para, assim, compar o resultado das diferentes

estruturas.
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Figura 12. Definicao da analise estrutural. A cavidade de ligagdo ao substrato ¢ definida por
trés motivos, SBL (vermelho), a alga A (violeta) e a al¢ca B (ciano). (A) Defini¢ao do angulo
de pinca e area do tridngulo. (B) Distancia das algas A e SB. (C) Distancia das alcas A e B, e
(D) Distancia das algas A e SB. Imagem gerada com PyMOL (Schrédinger, LLC, 2010).
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Abstract

Flexibility and function are related properties in the study of protein dynamics. Flexibility
reflects in the conformational potential of proteins and thus in their functionalities. The
presence of interactions between protein-ligands and protein-protein complexes, substrates
and environmental changes, can alter protein plasticity, acting from the rearrangement of the
side chains of amino acids to the folding/unfolding of large structural motifs. To evaluate the
effects of the flexibility in protein systems, we defined the enzyme 2-trans-enoyl-ACP (CoA)
reductase from Mycobacterium tuberculosis, or MtlnhA, as our target system. MtInhA is
biologically active as a tetramer in solution, however, computational studies commonly use
the monomer justifying the independence of its active sites due to their distances. Although,
differences in flexibility between tertiary and quaternary structures could present impacts in
the size of the active site, influencing the drug discovery process. In this study, we investigated
the influence of flexibility’s restrictions in A- and B-loops of the MtInhA in order to suggest a
monomeric structure that describes the conformational behavior of the tetrameric system.
Overall, we observed that simulations where restrictions were applied to the A- and B-loops
present a more similar behavior to the native structure when compared to unrestricted
simulations. Therefore, our work presents a monomeric model of MtlnhA, which has
conformational characteristics of the biologically active structure. Thus, the data obtained in
this work can be applied to the generation of more reliable flexible models for molecular
docking experiments, and also for the performance of longer simulations by molecular
dynamics and with a lower computational cost.

Key words: Flexibility; Mycobacterium tuberculosis; MtInhA; Molecular dynamics

simulation



Introduction

Flexibility and function are related features in the study of protein dynamics, since it
reflects on the conformational range, and thus functionality'??. The presence of protein-ligand
and protein-protein interactions, the binding of substrates and environmental changes, can
impact on protein plasticity, ranging from the rearrangement of amino acid side chains to the
folding and unfolding of large structural motifs*>°. Subject of several molecular dynamic
studies, the flexibility of the enzyme 2-trans-enoyl-ACP (CoA) reductase (InhA) from
Mycobacterium tuberculosis (Mt), or MtInhA, has been reported due to the conformational
changes observed in its binding cavity’!*. Kumar and Shobia, studied the flexibility of the
substrate-binding loop (SBL) in the binding of direct InhA inhibitors®, reporting a bonding
pattern that can be used to characterize an open and closed state of the SBL in the MtInhA”°,
and also applied computational techniques to describe hot-spot residues acting on ligands
binding'®. Tonge and coworkers, explored MtInhA plasticity to explain experimental data
adjustment of slow-onset inhibitors on the substrate binding pocket (SBP)!!. Schroeder and
collaborators, described how point mutations, such as 121V, lead to isoniazid resistance; they
also identified considerable flexibility of the SBL motif by using the monomeric form of the

MtInhA'2.

Mtlnha, a homotetramer in solution, is a validated target enzyme on tuberculosis
treatment!®. The enzyme active site is composed of three regions: (i) substrate binding loop
(SBL), (ii) A-loop and (iii) B-loop. The structural configuration shows A- and B-loops towards
the center of the quaternary structure, where protein-protein interactions can be observed
between the subjacent subunits, whereas SBL faces to the solvent, out of the tetramer contact'*.
Crystallographic structures and molecular dynamics simulations revealed that the binding of
ligands on the SBP can influence the flexibility of the main structural motifs of this cavity,
SBL, A- and B-loops. However, rigid body docking and molecular dynamics simulations have
been applied to MtInhA using a monomeric structure, since it demands less computational cost
compared to a tetrameric structure, and also due to the hypothesis that the distance about 40 A
apart from each binding site is sufficient to make them independent'*'”. Recently, Tarabini and
coworkers highlighted the importance of the quaternary structure to represent a dynamic
ensemble of the MtInhA by computational techniques, suggesting that the monomeric form
could lead to conformations that are not observed either in crystallographic structures or by
simulations where the tetrameric form is used'®. The tetrameric arrangement indicates that the

flexibility of A- and B-loops are affected by the proximity of the subjacent subunit, suggesting



that the quaternary structure has impact on MtInhA plasticity, possibly restraining these motifs

movements' >,

This work proposes a new approach to simulate a tertiary protein structure that
describes the dynamic behavior of a quaternary structure, in order to reduce the computational
cost for molecular dynamics simulations without compromising the dynamic ensemble. We
analyzed the dynamic ensemble of MtInhA by simulating five systems where, in three of them,
were applied force constants on A- and B-loops: (i) the tetrameric structure, (ii) monomeric
structure without restrictions, (iii) monomeric structure restrained at 0.25 kcal, (iv) monomeric
restrained at 1.00 kcal, and (v) monomeric restrained at 5.00 kcal. To compare all simulations,
we used probability density functions analysis based on the plasticity of the active site and

principal component analysis to evaluate the overall flexibility of the MtInhA.
Material and Methods
MtInhA crystallographic structure

All MD simulations were performed using the binary complex of the MtInhA: NADH,
according to the PDB ID 1ENY?"?2, The tetramer was generated using the rotational and

translational matrices of the crystallographic structure.
Amber protocol

The simulations were performed with the SANDER module of AMBER 182, using the
[f14SB force field model of Maier et al., 2015%*. Periodic bound conditions were applied and
the NPT ensemble, where the temperature was kept to 298.16 K was used during all simulation
time. All systems were solvated using the TIP3P model®, and the constant pressure was
guaranteed with an isotropic position scale, maintained at 1 bar by the Berendsen barostat?®.
The SHAKE algorithm?’, with a standard tolerance of 10> A, was applied to restrict all bonds
containing a hydrogen atom. The electrostatic interactions between unbound atoms were
evaluated using the particle mesh Ewald method, with a charge network spacing of 1.0 A. van
der Waals interactions were measured using a 9.0 A° atomic cutoff>®. All hydrogen atoms, ions
and water molecules were subjected to molecular dynamics for 1.0 ns, to allow the systems to
be balanced, while the protein structure was kept rigid. The systems were then submitted to
1,200 steps of steepest-descent and conjugate gradient energy minimization, up to a tolerance
of 1,000 kJ mol! nm™!, to remove close contacts of van der Waals forces and allow the atoms

to progressively move until they were unrestrained. The temperature was gradually increased

from 10 K to 298.16 K in 7 steps (10 K to 50 K, 50 K to 100 K, 100 K to 150 K, 150 K to 200



K, 200 K to 250 K, 250 K to 298.16 K, and then kept at 298.16 K). The first six steps lasted
for 200 ps each, and when the temperature reached 298.16 K the systems were equilibrated for
8.8 ns NTP before the production phase. We performed three different simulations for each
MtInhA system by using different random seeds. The production phase of each MD simulation
lasted for 90 ns and the total simulation time (heating and production) was 100 ns. All analyses

were carried out using the last 90 ns of each simulation. The total simulation time was 1.5 ps.
Structural analysis of the MtInhA enzyme

To describe the influence of the quaternary structure on MtInhA plasticity, the systems
were analyzed according to the distance, angle and variation of the area based on residues
present in the SBP: (i) A-loop (F97, M98, P99, Q100, T101, G102, M103, G104, 1105, N106,
P107, F108, F109, D110, A111, P112, Y113, A114, D115, V116, S117, K118, G119, 1120,
H121), (ii) B-loop (D150, P151, S152, R153, A154, M155, P156, A157, Y158, N159, W160,
M161, T162, V163, A164, K165, S166, A167), and (iii) SBL (P193, 1194, R195, T196, L197,
A198, M199, S200, A201, 1202, V203, G204, G205, A206, L207, G208, E209, E210, A211,
G212, A213, Q214, 1215, Q216, L217, L218, E219, E220, G221, W222, D223, Q224, R225,
A226, P227, 1228, G229, W230, N231, M232, K233, D234). A pincer angle, to monitor the
opening and closing of the SBP, was defined based on the center of mass of the three structural
motifs. The central residue of the pincer angle was M98 (A-loop), P151 (B-loop), and A198

(SBL). All these analyses were carried out using the Geo-Measures plugin®’.
Results and Discussion

MD simulations were performed to evaluate the impact of restraints on the flexibility of the
MtInhA structure. Tarabini and coworkers'®, described that the mobility of A- and B-loops is
restricted due to the proximity of the adjacent subunits, where approximately 40 % of the A-
loop and 66 % of the B-loop are in contact with the adjacent subunits. It suggests that the
quaternary structure implies a mechanism of flexibility regulation. According to these findings,
this research aimed to mimic the dynamic behavior of the quaternary structure in a monomeric
model by applying force constants to the A- and B-loops in order to restrict the flexibility of

these regions.
Comparison of the ensembles

To evaluate the conformational changes in the SBP, we monitored the relationship
between the triangle area and the pincer angle. This analysis can be used to describe the process

of opening and closing of the active site. According to our results, the unrestrained simulation



presents the ability to sample conformations that are not accessible to other systems. Figure 1
demonstrates the conformational ensemble of the five groups based on the probability density
function. The unrestrained system has a more spread plot, the most representative conformation
averaging 33.5 A% and 79.2 A of triangle area and pincer angle, respectively. These results
corroborate with the hypothesis that in the absence of adjacent subunits the MtInhA presents a
higher flexibility, however, besides the system sample conformations not observed in other
simulations, the most representative structure assumed during the simulation time is similar to
the tetrameric and restricted simulations. The tetramer and restrained systems (0.25 kcal/mol,
1.00 kcal/mol and 5.00 kcal/mol) showed a more limited area of dispersion. The most
representative conformations observed for the triangle area and pincer angle in the tetrameric
system were 34.0 A2 and 81.4 A, respectively. Regarding the restrained simulations the values
of triangle area and pincer angle were 38.0 A2and 83.3 A (0.25 kcal/mol), 35.7 A% and 77.7 A
(1.00 kcal/mol), 37.8 A% and 83.6 A (5.00 kcal/mol). Therefore, it can be observed that the
system where a force constant of 1.00 kcal/mol was applied showed a more similar distribution
when compared to the tetrameric system. These data highlight the impact of the restrictions to
reproduce the tetramer flexibility, and thus the importance of the adjacent subunits to the
dynamics of the binding site. It is important to highlight that the relationship between the
triangle area and pincer angle provides information regarding the size of the SBP, and
according to our results, unrestrained simulations should be used with caution if the objective
is to generate conformations for docking simulation of a flexible receptor model. Analyses
monitoring the relationship between the distances of A-loop: B-loop and A-loop: SBL (Fig.
SF1 and SF2) also present a more spread plot for the unrestrained system when compared to
restrained and tetrameric systems. These results are in agreement with Tarabini and
coworkers'®, where it was noted that monomeric simulations sampled conformations which are

not accessible for the quaternary system.
Flexibility of the main structural motifs

The temperature factor (B-factor) is an interesting analysis to evaluate the
displacement of atoms, allowing us to highlight what regions are contributing to the protein
flexibility. In addition, since our goal is to propose a monomeric system that represents the
dynamics behavior of the quaternary structure, it is important to observe what are the impacts
of the restrictions on the A- and B-loops to the overall structure. Figure 2 shows the difference
of the B-factor between the simulations and the crystallographic structure. According to our

results, we observed that the flexibility of residues composing the Rossmann fold domain are



not affected by the restrictions applied to the simulations 0.25 kcal/mol, 1.00 kcal/mol and
5.00 kcal/mol. These observations can be confirmed by the B-factor analysis where all
simulation systems present similar differences when compared to the temperature factor of the
crystallographic structure. However, when analyzing regions of the SBP the flexibility does
not present the same behavior. It was observed that unrestrained simulations present higher
flexibility on the A-loop, B-loop and SBL. Moreover, it is important to highlight the
differences between unrestrained and tetrameric simulations, which corroborate the hypothesis
that the binding site conformation is perturbed by the presence of the adjacent subunits. These
findings have been also observed by Tarabini and coworkers'®, where the SBP presents the
largest B-factor between the monomer and tetramer simulations. Regarding the restrained
simulations, the flexibility of these regions is well represented compared to the B-factor of the
crystallographic structure as well as tetrameric simulations. In this way, our restrained
simulation model presents as an interesting approach to describe the dynamic behavior of the
tetrameric structure without increasing the computational cost. This is an important finding
since our approach could be applied to generate reliable conformations for docking

simulations improving the drug discovery process.

Conclusion

Molecular dynamics simulation is a computational biophysical approach widely used
to describe the dynamics of macromolecular systems. Therefore, to obtain reliable results it is
important to use the biologically active structure of the target, even when the active site is not
located at the interface of the adjacent subunits. In order to reduce the computational cost, it
1s common to observe simulations of tertiary structure instead of the quaternary structure.
There are different explanations to carry out a system reduction, for the MtInhA is justified
the use of a monomeric system due to the distance between each binding site (=40 A).
However, it was described elsewhere that the presence of adjacent subunits impacts the
dynamic behavior of the MtInhA. Since it is a validated target to pursue new antitubercular
compounds, we proposed a monomeric model system that describes the flexibility of the
quaternary structure that could be used to evaluate the stability of ligands, identified by virtual
screening, without losing dynamics information. The comparisons between restrained,
unrestrained and tetrameric systems allowed us to suggest a potential monomeric model that
represents the conformational features of the tetrameric structure. In addition, it was possible
to observe that a force constant of 1.00 kcal/mol was sufficient to mimic the interaction of A-

and B-loops with the adjacent subunits of the tetrameric structure. The B-factor results



indicated that the applied restrictions on the A- and B-loops do not compromise the overall
flexibility of the MtInhA. To provide reasonable results, computational approaches should
consider the constancy of in silico and in vitro experiments. In this way, our data indicates that
unrestricted simulations present differences in the protein flexibility regarding the tetrameric
model, whereas restrained simulations are able to better reproduce the dynamics of the
tetrameric system, mainly in the SBL, A- and B-loops. We believe that this research comes up

with important information to the study of the MtInhA flexibility.
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Figures

Figure 1. Conformational ensembles of the MtInhA associated with NADH. The probability
density plots of (A) Tetramer, (B) Unrestrained, and the restrained systems (C) 0.25 kcal/mol,
(D) 1.00 kcal/mol, and (E) 5.00 kcal/mol, highlights the differences of the protein dynamics
regarding the variability of the binding cavity. Image generated with PyMOL*’ plugin

Geomeasures?’.

0.025
60 - A)
0.020
50 A
0.015
40
30 A
0.005
20 A
60 70 80 90 100 110 120
0.016
60 60+ C)
0.004 0.014
so 504 0.012
° 0.003 o 0.010
40 A 407 ’ 0.008
0.002
0.006
30 | 30 J
= 0.004
o= 0.001
~ 0.002
Q204 207 ’
= 60 70 80 90 100 110 120 60 70 80 90 100 110 120
S
R
W
S
~~ 60 D) 60-E)
R 0.030 0.030
s0 0.025 50 4 0.025
0.020 0.020
40 4 40
0.015 0.015
30 4 0.010 30 4 0.010
0.005 0.005
20 A 20 4
60 70 80 %0 100 110 120 60 70 80 90 100 110 120

Triangle area (4?)



Figure 2. Flexibility of the MtInhA structure according to different simulation systems. The
figure shows the difference of the B-factors values for all systems when compared to the
crystallographic structure. The regions A-loop, B-loop, and SBL are highlighted with boxes
and colored in violet, blue and red, respectively. Image generated with Plotly>'.
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Figure SF1. Monomeric and tetrameric structures used in the molecular dynamics simulations
studies. (A) MtInhA monomeric form (1ENY) and (B) MtInhA tetrameric form (1BVR).

Figure SF2. Probability density plots of distance of SB-loop and A-loop by the distance of A-
loop and B-loop. (A) Tetramer, (B) Unrestrained, followed by the restrained ones (C) 0.25kcal,
and (D) lkcal and (E) Skcal.

Figure SF3. Probability density plots of distance of SB-loop and B-loop by the distance of A-
loop and B-loop. (A) Tetramer, (B) Unrestrained, followed by the restrained ones (C) 0.25kcal,
and (D) lkcal and (E) Skcal.

Figure SF4. Flexibility of the MtInhA simulations. The figure shows the difference of the B-
factors values for all systems when compared to the Tetramer system.


mailto:luis.timmers@univates.br

Figure SF1. Monomeric and tetrameric forms used in the molecular dynamics simulations
studies. (A) MtInhA monomeric form (1ENY) and (B) MtInhA tetrameric form (IBVR). Image
generated with PyMOL,




Figure SF2. Probability density plots of distance of SB-loop and A-loop by the distance of A-
loop and B-loop. (A) Tetramer, (B) Unrestrained, followed by the restrained ones (C) 0.25kcal,
and (D) lkcal and (E) Skcal. Image generated with PyMOL?® plugin Geomeasures?’.
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Figure SF3. Probability density plots of distance of SB-loop and B-loop by the distance of A-
loop and B-loop. (A) Tetramer, (B) Unrestrained, followed by the restrained ones (C) 0.25kcal,
and (D) lkcal and (E) Skcal. Image generated with PyMOL?® plugin Geomeasures?’.
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Figure SF4. Flexibility of the MtInhA simulations. The figure shows the difference of the B-

factors values for all systems when compared to the Tetramer system. Image generated with

Plotly?!.
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CONSIDERACOES FINAIS

Flexibilidade e func¢ao sdo sindnimos no estudo da dindmica proteica. As proteinas t€ém
capacidade de sofrer transigdes conformacionais funcionalmente relevantes, sob condigdes de
estado nativo. A flexibilidade reflete em potencial conformacional, e consequente
funcionalidade; essa propriedade ¢ importante ao reconhecimento biomolecular. A presenga de
ligantes, substratos, mudangas no ambiente (pH, ions, temperatura) pode alterar o nivel de
plasticidade da proteina atuando desde a variacdo no rearranjo de cadeias laterais de

aminoacidos até no desdobramento/dobramento de grandes motivos estruturais.

A enzima alvo deste estudo ¢ biologicamente ativa na forma de um homotetramero,
quatro monomeros iguais, contendo 269 residuos de aminoacidos. Seu sitio ativo abriga
substratos de tamanhos variados, de 16 a 56 carbonos; a catalise desta variedade biomolecular

demanda flexibilidade dos motivos estruturais que compdem esta regido.

Ao visar estudar a flexibilidade da proteina MtInhA em diferentes estados, este trabalho
utilizou simulagdes computacionais por meio da dindmica molecular classica. O objetivo da
pesquisa foi focado em realizar simulagdes em modelos monoméricos da MtInhA visando
aproximar o comportamento monOmérico ao tetramérico, o qual apresenta conformagao
estrutural da proteina biologicamente ativa. Para este fim, foram aplicadas restricdes de
movimento nos motivos estruturais dos mondmeros, algas A e B, conjuntos que sofrem
restri¢des de flexibilidade pelas subunidades adjacentes, na estrutura tetramérica.

As simulagdes foram divididas em cinco grupos: i) Tetramero, ii) Mondmero sem
restricdo, e os trés restantes, modelos monoméricos com restri¢des aplicadas, classificados a
partir de seus valores em quilocalorias, ii1) 0.25kcal, iv) lkcal, e v) Skcal.

As analises em variagdes de angulo, area, distancia entre residuos-chave dos motivos
da SBP e fator-B, permitiu notar que os modelos monoméricos com restricdes € o modelo
tetramérico apresentaram maior similaridade, principalmente nos motivos A e B; o modelo
monomeérico sem restri¢do apresentou resultados mais destoantes em todas as andlises. Este
resultado sugere que a utilizagdo de um modelo monomérico com restri¢do nessas regidoes —
em relagcdo ao modelo monomérico sem restrigdes — pode representar de forma mais auténtica
o comportamento da estrutura biologicamente ativa.

As comparagdes entre sistemas restritos, ndo restritos e tetraméricos nos permitiram
sugerir um modelo monomérico potencial que representa as caracteristicas conformacionais da
estrutura tetramérica. Além disso, foi possivel observar que uma constante de forca de 1,00

kcal / mol foi suficiente para mimetizar a interagcdo das algcas A e B com as subunidades
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adjacentes da estrutura tetramérica. Os resultados do fator-B indicaram que as restri¢des
aplicadas nos loops A e B ndo comprometem a flexibilidade geral da MtInhA. Suspeitava-se
que as restricdes aplicadas nos motivos poderiam influenciar em uma flexibilidade extra sobre
a SBL, esta teoria ndo se confirmou pelos dados obtidos, uma vez que as simula¢fes nao
indicaram aumento de flexibilidade em raz&o ao aumento do valor de restricéo.

Como visto em pesquisas anteriores, ha distin¢do entre o comportamento de estruturas
monomeéricas e tetraméricas da MtlnhA, e tal diferenga pode implicar na fungao proteica e em
potenciais interagdes com ligantes. A partir disto, a distancia entre as cavidades de ligagao (=40
A) dos mondmeros ndo justifica a utilizagdo do modelo, pois ignora propriedade importante da
proteina funcional. Aplicagdes computacionais devem aproximar ao maior alcance a fidelidade
do modelo in silico com a forma biologicamente ativa, para entregar um resultado vélido.
Nossos dados indicam que um modelo monomérico sem restrigdes apresenta diferenga na
flexibilidade em relagdo ao modelo tetramérico; em contraste, os monomeros com restrigdoes
mostraram comportamento mais proximo ao conjunto tetramérico, principalmente na SBL, A-
e B-loops. Estas conclusdes foram obtidas através da analise e interpretagao das variagdes de
angulo, area, distancia entre residuos-chave e fator B. Acreditamos que esta pesquisa adiciona
dados importantes ao estudo da flexibilidade da MtInhA e questiona a maneira como processos
computacionais, MM/DM e docagem de proteinas, podem ser executados sobre estruturas

dinamicas.
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