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Resumo

O trabalho apresenta a avaliagdo computacional da interacdo entre a
tetrahidrolipstatina (THL) e a enzima Ag85c de Mycobacterium tuberculosis, a bactéria
responsavel pela tuberculose (TB). A TB é um problema de saude publica,
especialmente ap6s o aumento de casos devido a pandemia de COVID-19. Em
conjunto, também ha o crescimento da resisténcia aos medicamentos usualmente
empregados na terapia, sendo necessarias novas abordagens terapéuticas. A TB
continua a ser uma das principais causas de morte por doencas infecciosas no mundo,
e a resisténcia a medicamentos representa um obstaculo significativo. Um dos
possiveis alvos é a enzima Ag85c, que desempenha um papel crucial na patogénese
da Mycobacterium tuberculosis, responsavel pela parte final da sintese de acidos
micodlicos, componentes essenciais da parede celular da micobactéria. Através de
simulacdes de dinamica molecular (MD) utilizando o software GROMACS, realizamos
a investigagao a interagao entre a THL e a Ag85c. Foi utilizada uma abordagem para
mimetizar a atividade normal da enzima, através do emprego de duas estruturas
cristalograficas da Ag85c, uma sem ligante e outra inibida com o THL, buscando
entender como se da a interacdo que leva a metabolizacdo e ligacdo covalente
realizada entre a Ag85c e a THL. Para acelerar e otimizar as analises foram realizadas
automacdes em Python para as tarefas repetitivas, levando a minimizacédo erros
humanos. Apds as andlises e interpretacao dos resultados, foi possivel observar que
€ mesmo muito provavel que a THL seja metabolizada pela prépria Ag85c e que esse
passo metabolico gere o intermediario necessario para a ligagéo covalente observada
na estrutura cristalogréafica observada em literatura. Além disso, corrobora também os
dados experimentais observados em nosso laboratorio, de inibicdo do crescimento da
bactéria. Conclui-se que a tetrahidrolipstatina apresenta potencial como um inibidor
da enzima Ag85c, sugerindo que essa interagcdo pode ser explorada para o
desenvolvimento de novas terapias contra a tuberculose. Dentro de um contexto em
gue se faz necessaria a busca de novos farmacos que possam trabalhar com alvos
diferentes e menos propensos a resisténcia bacteriana, a interacdo demonstrada é
relevante para fins do desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a TB.
Palavras-Chave: Tetrahidrolipstatina, Mycobacterium tuberculosis, Ag85c, Inibicao,

acidos micolicos e dindmica molecular.



Abstract

The work presents the computational evaluation of the interaction between
tetrahydrolipstatin (THL) and the Ag85c enzyme of Mycobacterium tuberculosis, the
bacterium responsible for tuberculosis (TB). TB is a public health problem, especially
after the increase in cases due to the COVID-19 pandemic. Together, there is also a
growth in resistance to the drugs usually used in therapy, requiring new therapeutic
approaches. TB continues to be one of the leading causes of death from infectious
diseases in the world, and drug resistance represents a significant obstacle. One of
the possible targets is the enzyme Ag85c, which plays a crucial role in the
pathogenesis of Mycobacterium tuberculosis, and is responsible for the final part of the
synthesis of mycolic acids, essential components of the mycobacterial cell wall.
Through molecular dynamics (MD) simulations using the GROMACS software, we
investigated the interaction between THL and Ag85c. An approach was used to mimic
the regular activity of the enzyme through the use of two crystallographic structures of
Ag85c, one without ligand and the other inhibited with THL, seeking to understand how
the interaction that leads to the metabolization and covalent bonding between Ag85c
and THL occurs. To speed up and optimize the analyses, automations were performed
in Python for repetitive tasks, leading to the minimization of human errors. After the
analysis and interpretation of the results, it was possible to observe that it is very likely
that Ag85c itself metabolizes THL and that this metabolic step generates the
intermediate necessary for the covalent bond observed in the crystallographic structure
observed in the literature. In addition, it also corroborates the experimental data
observed in our laboratory of inhibition of the growth of the bacterium. We conclude
that tetrahydrolipstatin has potential as an inhibitor of the Ag85c enzyme, suggesting
that this interaction can be exploited for the development of new therapies against
tuberculosis. In a context in which it is necessary to search for new drugs that can work
with different targets and are less prone to bacterial resistance, the interaction
demonstrated is relevant for the development of new therapeutic strategies for TB.
Key words: tetrahydrolipstatin, Mycobacterium tuberculosis, Ag85c, Inhibition,

mycolic acids, molecular dynamics.
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1. Introducéo

A tuberculose (TB), causada pela Mycobacterium tuberculosis, € uma antiga
doenca que continua sendo um grande desafio de saude global. Apesar dos avangos
da medicina e no desenvolvimento de tratamentos, em 2022 foi a segunda principal
causa de morte por um unico agente infeccioso, e uma das 10 principais causas de
morte no mundo (OMS). Ap6s a pandemia de COVID-19, houve um aumento
significativo nos casos de TB (“Global Tuberculosis Report, 2023”). Estudos relatam
cepas resistentes a dois dos farmacos mais eficazes, Rifampicina e Isoniazida
(ALAME EMANE et al., 2021) (VISHWAKARMA et al., 2023) que fazem parte do
tratamento padréao no Brasil, conhecido como RHZE
(Rifampicina/lsoniazida/Pirazinamida/Etambutol).

A busca por novos agentes terapéuticos €, portanto, uma prioridade, e a
tetrahidrolipstatina surge como uma potencial alternativa. Estudos recentes tém
explorado suas interagbes com enzimas essenciais da Mycobacterium tuberculosis,
como a Ag85c, que desempenha um papel crucial na patogenicidade da bactéria. A
modelagem molecular e as dindmicas moleculares sdo ferramentas valiosas na
pesquisa biomolecular, permitindo a simulacdo de interacdes entre ligantes e alvos
biolégicos em nivel atbmico.

Neste contexto, o presente estudo se propde a investigar as interacdes entre a
tetrahidrolipstatina e a enzima Ag85c, utilizando uma abordagem de simulacéo
molecular. A pesquisa inclui a realizacdo de dindmicas moleculares com diferentes
configuracdes, como a presenca ou auséncia de ligantes e moléculas de agua no sitio
catalitico. Essas variacdes sdo essenciais para compreender como modificacbes
estruturais e condi¢cdes ambientais influenciam a atividade enzimatica e a eficacia do
ligante.

Por fim, a combinacdo de técnicas computacionais e a andlise detalhada das
interacdes moleculares permitira uma compreensdo mais profunda dos mecanismos
de acdo da tetrahidrolipstatina. Os resultados obtidos poderdo contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no combate a tuberculose,
especialmente em um cenario onde a resisténcia a medicamentos se torna cada vez
mais comum. A pesquisa ndo apenas visa elucidar as interacdes entre o ligante e a
enzima, mas também fornecer uma base sélida para futuras investigacdes na busca

por tratamentos mais eficazes contra essa doenca.
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2. Referencial tedrico

2.1. Tuberculose e tratamento

A tuberculose € uma doenca infecciosa com amplos registros historicos ao
longo da humanidade, tendo os primeiros relatos clinicos da doenca datados de
aproximadamente 3300 anos atras (BARBERIS et al., 2017). Na Europa durante o
século XIX o patégeno da TB atingiu grande parte da populacdo causando milhares
de mortes, sendo uma epidemia conhecida como “peste branca”, refletindo nao
apenas a aparéncia dos pacientes, pois os doentes apresentavam palidez causada
principalmente pela hipoxia causada, mas também ilustrando o impacto devastador
da doenca na sociedade (DUBOS; ROSENKRANTZ; DUBOS, 1987).

A M. tuberculosis passa por um periodo latente assintomatico apés a infeccao
respiratoria inicial (SHAH; DORMAN, 2021) em humanos, levando posteriormente a
sintomas normalmente pulmonares causando tosse produtiva, febre, perda ponderal
e mal-estar (MOYO et al., 2023).

Nos dias atuais a TB € prevenivel por meio da vacina BCG e geralmente
curavel, mas pos-pandemia de COVID ha um aumento de pessoas diagnosticadas,
dentre os varios motivos podemos listar o atraso no diagnostico e tratamento devido
ao contexto de pandemia, sendo a india e a Indonésia os paises responsaveis por
56% do aumento global de casos em 2022, seguidos pelas Filipinas e Paquistao
(“Global Tuberculosis Report, 2023”).

A terapia de primeira linha envolve quatro farmacos, sendo eles a Rifampicina,
que interfere a sintese de RNA bacteriano (WEHRLI, 1983), a Isoniazida, que inibe a
sintese de acidos micolicos na parede celular da bactéria (TIMMINS; DERETIC, 2006),
a Pirazinamida, que atua na reducgéo do pH intracelular e na inibicdo da sintese de
acidos nucleicos (ZHANG et al., 2014), e o Etambutol, que inibe a sintese de
arabinogalactana, um componente importante da parede celular da M. tuberculosis
(ZHU et al., 2018). Esses farmacos atuam em diferentes etapas do ciclo metabdlico
da bactéria, contribuindo para a eficacia do tratamento.

A isoniazida (INH) € um pré-farmaco que requer ativacao pela enzima KatG da
micobactéria, uma catalase-peroxidase. A KatG oxida a INH, gerando espécies
reativas que se conjugam com NAD+ e NADP+, formando adutos que sdo potentes

inibidores de enzimas biossintéticas. Esses adutos inibem a enzima InhA, uma enaoil
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ACP redutase essencial para a sintese de acidos micdlicos, componentes cruciais da
parede celular da micobactéria. No entanto, a eficacia da INH pode ser comprometida
por mutagdes no gene katG, especialmente no sitio S315T, que reduzem a toxicidade
da INH para a bactéria. Essas mutagfes alteram a atividade da KatG, diminuindo sua
capacidade de ativar a INH, o que resulta em resisténcia ao farmaco (TIMMINS;
DERETIC, 2006).

A combinacédo dos efeitos da INH - inibicdo da sintese de lipidios da parede
celular, deplecdo de pools de acidos nucleicos e depressdo metabdlica contribui
significativamente para sua poténcia e seletividade contra a Mycobacterium
tuberculosis (TIMMINS; DERETIC, 2006a). No entanto, o desenvolvimento de novos
farmacos que possam atingir alvos importantes da M. tuberculosis é essencial para
superar os desafios terapéuticos atuais e combater a resisténcia.

2.2. Acidos micélicos

Os é&cidos micdlicos sdao componentes lipidicos essenciais encontrados em
paredes celulares de micobactérias, incluindo a M.tb, sendo essenciais para a
sobrevivéncia dessas bactérias desempenhando um papel na manutencdo da
integridade estrutural e funcional da parede celular, que é notavelmente robusta e
impermeavel, caracteristicas atribuidas a presenca dos acidos micélicos. Essa
barreira resistente € um fator-chave que contribui para a patogenicidade e a
resisténcia das micobactérias a muitos agentes antimicrobianos (BARRY llI et al.,
1998).

Na composic¢ao dos acidos micélicos, se observa a presenca de cadeias longas
de &cidos graxos que possuem caracteristicas estruturais Unicas, como cadeias que
podem variar em comprimento contendo entre 22 a 90 atomos de carbono. além de
outras modificagbes estruturais como presenca de grupos funcionais ciclicos e
insaturacdes. A inclusdo de ciclopentanos, por exemplo, contribui para a rigidez e
estabilidade da membrana celular. Ja as duplas ligacbes, presentes nas cadeias,
influenciam a fluidez e a permeabilidade da membrana, ajustando as propriedades
fisicas do envelope bacteriano de acordo com as necessidades fisioldgicas da célula.
A biossintese dos acidos micdlicos € um processo complexo e energeticamente

custoso para a bactéria, mediado por uma série de enzimas especializadas
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responsaveis pela elongacdo e modificacdo das cadeias de acidos graxos
(TAKAYAMA; WANG; BESRA, 2005).

Além do papel estrutural, os acidos micolicos também participam de diversas
interag@es biologicas como a formacgéo de biofilmes, que sdo agregados bacterianos
com uma protecao adicional contra agentes externos. Também estdo envolvidos na
resposta imune do hospedeiro, ajudando as micobactérias a persistirem em ambientes
hostis como em macréfagos apés fagocitose. Tais caracteristicas de sobrevivéncia
prolongada sdo os maiores desafios no tratamento de infecgbes micobacterianas,
tornando a compreensédo de todos esses mecanismos um campo fundamental para o
desenvolvimento de novas terapias (OJHA et al., 2005).

Para a sintese dos &cidos micdlicos (Figura 1) temos uma sequéncia de
reacOes enzimaticas, sendo o primeiro substrato a acetil-CoA produzido dentro ou fora
das mitocondrias através da via glicolitica, ou do catabolismo de lipidios. Existem duas
proteinas de maior relevancia na sintese dos acidos micdlicos, uma delas é a FAS-I,
responsavel por produzir acidos graxos de cadeia longa (C16-C18 e C24-C26)
produzindo o ramo alfa-alquil, e a outra proteina € a FAS-Il responsavel por fazer o
alongamento dos acidos graxos de C12-C16 para C18-C30 por meio de ciclos de
condensacdo, reducéo, desidratacdo e reducéo, respectivamente. Além disso, ha uma
importante condensacdo de Claisen para formacdo de uma nova ligacdo carbono-
carbono (MARRAKCHI; LANEELLE; DAFFE, 2014) .
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Figura 1 - Rota biossintética dos acidos micélicos.
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2.3.Interacao do Orlistat (ORL, THL) com esterases lipidicas

PARKER e colaboradores (2009) caracterizaram a atividade da enzima
codificada pelo gene Rv3802, e identificaram sua atividade como sendo de fosfolipase
e tioesterase, e que participam no alongamento da cadeia carbdnica dos acidos
micdlicos. Viram também que a tetrahidrolipstatina (THL — comerecializada sob o

nome de Orlistat, ORL) é capaz de inibir essa enzima.


https://www.zotero.org/google-docs/?KOhMNz
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Outras proteinas ja foram também avaliadas em relacéo a susceptibilidade de
serem inibidas pela THL. RAVINDRAN e colaboradores (2014), utilizando uma sonda
de THL fluorescente, avaliaram 247 proteinas de Mycobacterium bovis (Bacillus
Calmette-Guérin — BCG) e identificaram 14 alvos possiveis da THL, essencialmente
lipidio esterases, tioesterases e a enzima Ag85c.

Apesar de ter varios alvos possiveis dentro da micobactéria, a Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) encontrada na literatura esta ao redor de 15 uM, considerado
ainda um valor alto. Provavelmente a interacdo com a maior parte dessas proteinas é
fraca ou mesmo reversivel, no caso das interacdes covalentes (GOINS et al., 2018b).

Essa reversibilidade da interacdo da THL com esterases ja foi também
analisada. A enzima Pks13-TE (do inglés Polyketide synthase 13 — thioesterase) &
responsavel pela condensagdo de duas cadeias alquilicas dos &acidos micdlicos,
gerando os acidos B-ceto micdlicos no citoplasma das micobactérias. A inibicdo da
Pks13-TE pela THL também ocorre, mas de maneira ndo estereosseletiva, o que
significa que diferentes isbmeros da THL podem inibir a enzima com diferentes graus
de eficacia, e também a presenca de trealose pode influenciar a inibicdo da Pks13-TE
pela THL, retardando a taxa de inativacao inicial da enzima e aumentando a taxa de
recuperacdo da atividade enzimatica (GOINS et al., 2018b) O complexo acil-enzima
pode estar sujeito também a uma renovacao catalitica devido a reativacdo da enzima
pela dgua. A hidrélise do complexo acil-enzima leva a recuperagdo da atividade
enzimatica e a inativagao do inibidor, e essa inativagdo do grupo -propiolactamico é
analoga a inativagao de B-lactamases e carbapenemases (FAKO; ZHANG,; LIU, 2014).

Ja no caso da interagcdo da THL com a enzima Ag85c, o resultado € um produto
de inibic&o covalente irreversivel, onde o THL forma um complexo inibidor-enzima do
tipo acil-enzima como resultado de um ataque nucleofilico na THL pela enzima, que
ocorre no centro carbonilico do anel B-propiolactamico pela serina nucleofilica do
centro esterdsico da enzima, resultando na abertura do anel e ligacdo covalente
estavel entre a serina e a THL (GOINS et al., 2018Db).

A Ag85c em complexo com a THL ja foi alvo de estudo de cristalografia, que
demonstrou alta seletividade e especificidade da THL. A ligacdo do THL a Ag85c
provoca uma mudanga conformacional na enzima, resultando no deslocamento da
histidina catalitica, o que leva a formacao de um complexo acil-enzima irreversivel,

onde a conformacédo do THL permite que ele se encaixe com pouco impedimento no
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sitio ativo da Ag85c, facilitando a formacdo do complexo covalente (GOINS et al.,
2018a).

Esses aspectos destacam a complexidade da inibicdo das esterases lipidicas das
micobactérias, e a necessidade de desenvolver inibidores mais especificos e potentes

para combater a tuberculose de forma eficaz.

2.4.Ferramentas para MD

Para MD em ambiente biolégico uma das principais ferramentas é o NAMD -
NAnoscale Molecular Dynamics desenvolvido pelo Theoretical and Computational
Biophysics Group (TCBG), localizado no Instituto Beckman da Universidade de Illinois
em Urbana-Champaign (UIUC) nos Estados Unidos (“Overview — TCBG”, 2006) com
objetivo de ser uma plataforma capaz de realizar MD de maneira eficiente em sistemas
biomoleculares de grande escala, assim pode ser utilizado para simulacdo de
complexos biolégicos complexos, investigacdo de mecanismos moleculares em
sistemas biolégicos, estabilidade e dindmicas de membranas e canais ibnicos,
estudos de interacao proteina-ligante, ou enzima-ligante, dentre outros. O NAMD tem
como seu principal fundamento a escalabilidade, assim foi escrito usando um modelo
préprio de programacao paralela conhecido como Charm++ (“CHARM++ and NAMD
WVU”, 2023) com objetivo de distribuir a carga de trabalho de uma MD entre os
multiplos nucleos de processamento da CPU, permitindo seu ajuste dinamico a cargas
variaveis, garantindo seu desempenho ideal durante todo o processo de simulacéo,
extraindo o maximo de poder computacional em maquinas compostas de clusters de
computadores ou supercomputadores atraves da sua arquitetura de software, levando
em consideracdo a decomposicdo de dominio, a qual € capaz de dividir o sistema
biomolecular em pequenos blocos processados independente atribuidos a cada
nacleo de processamento diferente e trabalhados simultaneamente. Entretanto seu
uso € gratuito para fins académicos, mas nao é de cédigo aberto, portanto ndo é
qualquer pessoa que pode inspecionar, modificar ou aprimorar a ferramenta, além de
para uso comercial ser necessario adquirir uma licenga de uso.

Outra ferramenta disponivel de forma gratuita no mercado € o GROMACS -
GROnNingen MAchine for Chemical Simulations (ABRAHAM et al., 2024), lancado pela
Universidade de Groningen na Holanda, suas versdes mais atuais assim como o

NAMD possuem suporte para GPUs por meio da biblioteca CUDA da NVIDIA. Sua
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principal caracteristica é sua versatilidade para diferentes sistemas de modelagem,
além de muitas ferramentas para analises e célculos. Sua licenca € open-source com
licengca GNU General Public License (GLP) portanto pode ser utilizado para quaisquer
fins sem necessidade de investimento financeiro, além do codigo ser disponibilizado
gratuitamente para comunidade, contando com ferramentas ndo so6 para producao de
diversas dinamicas moleculares em varios ambientes, como também para geracéo de
dados para andlise dos resultados.

Ambas as ferramentas possuem suporte a diversos campos de forga,
entretanto enquanto o0 GROMACS s6 pode ser utilizado por meio de cddigos numa
linha de comando, o NAMD pode ser utilizado por meio de uma interface gréfica. No
fim ambos s&o robustos, mas a extracdo da sua capacidade maxima acontece em
situacdes diferentes, enquanto o GROMACS é altamente versatil no que se refere aos
tipos de simulacdes suportadas e nas possibilidades de célculos, além de totalmente

gratuito, o NAMD se destaca quando se trata de simulacdes em supercomputadores.

3. Objetivos

I.  Objetivo geral

e Investigar a interacdo entre a tetrahidrolipstatina (Orlistat) e a
enzima Ag85c do Mycobacterium tuberculosis para compreender

0S mecanismos da inibicdo enzimatica.

Il.  Objetivos especificos:

e Realizar a dindmica molecular da interagcdo entre a THL (integra
e hidrolisada) e a Ag85c;

e Estudar a dinamica molecular em diferentes condi¢des, incluindo
a presenca de agua, ou partindo de diferentes estruturas da
Ag85c;

e Analisar a variacdo energética dos aminoacidos da Ag85c
durante a interacdo com a tetrahidrolipstatina (integra e

hidrolisada);
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4. Material e métodos

4.1.0btencéo das estruturas

Inicialmente foi realizada uma busca no RSCB Protein Data Bank — PDB
(BERMAN, 2000) para encontrar modelos da enzima Ag85c cristalizada que melhor
se adequassem aos nossos objetivos. Foram escolhidos os modelos 3HRH e 5VNS
(BERMAN, 2000; SANKI et al., 2009; GOINS et al., 2018a). A Ag85c cristalizada 3HRH
nao possui ligante ativo no sitio catalitico, e corresponde a forma “ativa” da enzima.
Ja a 5VNS ¢ a estrutura que foi cristalizada com a THL hidrolisada (com o anel [3-
propiolactamico aberto) ligada covalentemente ao residuo de serina do sitio catalitico,
correspondendo a forma “inibida” da enzima. A modelagem dos ligantes (THL “integro”

e “hidrolisado”) foi realizada com o software Marvin Sketch® v.23.8.0 da Chemaxon.

4.2.Docagem molecular

Foram realizadas docagens moleculares dos ligantes (integro e hidrolisado)
com as estruturas obtidas da Ag85c. Para a 5VNS, como ela foi cristalizada com as
moléculas de agua dentro do sitio catalitico, avaliamos as interacdes mantendo as
aguas do sitio catalitico, e também removendo essas moléculas, para entender a
relevancia delas na interacao da THL com o sitio ativo (a 3HRH n&o possuia moléculas
de agua na mesma regiao, e portanto foi utilizada somente na sua forma “apo”). A
docagem foi realizada utilizando-se o software GOLD - Genetic Optimization for
Ligand Docking (JONES et al., 1997), v.2024.2.0. O algoritmo foi ajustado para a maior
flexibilidade do ligante e do alvo. O sitio de ligacéo foi determinado pela posicéo da
THL hidrolisada na estrutura original da 5VNS, com um raio de 6A de distancia para
formar o bolso de ligacdo. A posicao relativa desse ligante foi copiada para a 3HRH,
onde foi possivel identificar uma molécula de glicerol ocupando o espaco, que foi
entdo utilizado como referéncia para o posicionamento dos ligantes (também dentro
de um raio de 6A). Foi utilizada uma eficiéncia de busca de 200%, e foram geradas
50 poses por ligante (THL integro e hidrolisado) por alvo (3HRH, 5VNS e 5VNS com
as moléculas de agua retidas no sitio catalitico). As poses foram ranqueadas em
funcdo do score CHEMPLP.Fitness (KHAMIS; GOMAA, 2015) e as poses com maior


https://www.zotero.org/google-docs/?nQajTJ
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pontuacéo foram escolhidas para serem as posi¢des iniciais da dinamica molecular

subsequente.

4.3. Ferramenta para dinamica molecular

Diante das opcbes disponiveis optamos por realizar o trabalho com o
GROMACS (ABRAHAM et al., 2024), dentre os fatores que levaram para escolher a
ferramenta podemos listar seu tutorial robusto com diversos casos de exemplo com
sistemas biolégicos desenvolvidos, as ferramentas de analise encontradas para facil
uso dentro do préprio software, seu modelo de licenca, uma comunidade ativa, e
outras ferramentas desenvolvidas por terceiros capazes de estender as
funcionalidades encontradas por padréo dentro do software que seréo de fundamental

importancia para o trabalho.

4.4.Campo de forca

A representacao das interacdes entre os atomos e moléculas num sistema in
silico é feita através de modelos matematicos e fisicos descritos como campo de forca,
fundamentais para prever o comportamento em nivel atbmico e molecular. Assim
pode-se calcular as forcas que atuam sobre cada atomo ao longo do tempo,
permitindo simular o movimento e a interagdo em tempo real, possibilitando enxergar
as interacdes intra e intermoleculares.

No presente trabalho, utilizamos um campo de forgca denominado CHARMM
(BROOKS et al., 2009), por ser o mais utilizado na literatura em estudos semelhantes
aos realizados neste trabalho. A versdo CHARMM36-jul2022.ff, em particular, oferece
parametros precisos para biomoléculas e foi amplamente validada em estudos de

proteinas e outros sistemas bioldgicos.

4.5. Preparo das estruturas

Como as estruturas cristalograficas ndo possuem os atomos de hidrogénio da
proteina (algo comum nos produtos da cristalografia de raios-X), utilizamos o software
USFC Chimera v1.18 (PETTERSEN et al., 2004). Os ligantes foram obtidos a partir
do software MarvinSketch® no formato “.mol2”.
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4.6. Formatos de arquivos e manipulacéo

Um arquivo .mol2 (Figura 2) geralmente possui em sua estrutura trés secoes
bésicas, entretanto pode atingir até mesmo 32 sec¢bes diferentes. A primeira sessédo
conhecida como @<TRIPOS>MOLECULE apresenta seis linhas de dados (KUMAR,
2021):

1. Nome da molécula;

2. Em ordem, numero de atomos, ligacdes, subestruturas, caracteristicas e
conjuntos associados a molécula;

3. Tipo de molécula, sendo os tipos suportados pelo formato .mol2 “small,
biopolymer, protein, nucleic_acid e saccharide”;

4. Tipo de cargas associadas a molécula, suportados pelo formato .mol2
“no_charges, del_re, gasteiger, gast_huck, huckel, pullman, gauss80_charges,
ampac_charges, mulliken_charges, dict_charges, mmff94_charges e
user_charges”;

5. (Optativo): Bits de status SYBYL (HOMER et al., 2008) internos associados a
molécula, sendo os valores suportados pelo formato .mol2 “system,
invalid_charges, analyzed, substituted, altered, ref_angle”;

6. (Optativo): Comentarios que possam estar associados a molécula.

Figura 2 - @<TRIPOS>MOLECULE do arquivo .mol2 referente & THL, note que o

nome da molécula esta ilustrado como “LIG”.

@
@<TRIPOS>MOLECULE
LIG
88 88 1 0 0
PROTEIN

a A W N B

NO_CHARGES

Fonte: Autoria prépria



A segunda secéao (Figura 3) corresponde a @<TRIPOS> ATOM, onde em
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uma unica linha temos todas as informacfes necessarias para reconstruir um atomo

contido na molécula representada pelo arquivo, sendo cada coluna da linha

representada por (KUMAR, 2021):

1. Numero de identificacdo do &tomo, usado apenas como referéncia e nao é

interpretado por softwares responsaveis por analisar os arquivos .mol2;

N o g R~ Wb

atomo;

o

9. Carga do atomo.

Nome do atomo;

Coordenada X do atomo;
Coordenada Y do atomo;
Coordenada Z do atomo;
Tipo de atomo SYBYL,;

Numero sequencial / numero de identificacdo da subestrutura que contém o

Nome da subestrutura correspondente ao atomo;

Figura 3 - @<TRIPOS>ATOM obtido, nas colunas 7 e 8 aparecem 0 mesmo numero

e nomes para todas as linhas, ja que sdo da mesma estrutura.
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©
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. 7650
.2114

28,
27.
27.
26,
26.
25,
24,
24,
23,
23,
22.
22.
21,

3574
6660
1941
5674
0771
4505
9601
3460
8747
2606
8027
2066
9178

35,
35.
35.
35.
35.
35.
35.
36.
35.
36,
35.
36.
37,

0829
4871
2174
6796
3969
8591
5766
0469
7767
2471
9858
4681
0988

o o o o o o o o o o o0 o0 0
W W W W W W W W W W W W W

H R R R B R R R R B R R R

UNK
UNK
UNK
UNK
UNK
UNK
UNK
UNK
UNK
UNK
UNK
UNK
UNK

@ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @

. 0000
. 0000
. 0000
. 0000
.0000
. 0000
. 0000
.0000
.0000
. 0000
. 0000
. 0000
. 0000
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Fonte: Autoria propria

Na ultima secdo @<TRIPOS>BOND (Figura 4) temos em uma Unica linha todas

as informacdes para reconstruir as ligacdes de uma molécula (KUMAR, 2021):

1. Nudmero sequencial / nimero de identificacéo para a ligacéo, ndo é interpretado
por softwares que analisam os arquivos .mol2, e funciona da mesma maneira
do @<TRIPOS>ATOM;

Numero de identificacdo do atomo em uma extremidade da ligacéo;
3. Numero de identificacdo do atomo na outra extremidade da ligacéo;
4. Tipo de ligagdo SYBYL, correspondente a “1 = simples, 2 = dupla, 3 =tripla, am

= amida, ar = aromatico, du = dummy, un = unknown e nc = not connected”.

Figura 4 - @ TRIPOS>BOND gerado para a THL.

1 @<TRIPOS>BOND

2 1 1 21
3 2 2 31
4 3 3 4 1
5 4 4 51
6 5 5 6 1
7 6 6 71
8 7 7 8 1
9 8 8 91
10 9 9 10 1
11 10 10 11 1
12 11 12 11 1
13 12 12 13 1

Fonte: Autoria propria.

As configuragfes para os arquivos .pdb s&o distintas (Figuras 5 e 6), podem
ser separados pelas secoes ATOM e METATM, entretanto em ambas as secoes as

linhas possuem as mesmas colunas:



1. Contém as informac¢Bes do atomo, caso seja um atomo heterogéneo sera

representado por METATM,;

NuUmero de identificacdo unico do atomo;

Nome do atomo;

Residuo ao qual o atomo pertence;

Identificacdo da cadeia / residuo ao qual o &tomo pertence;
Coordenada X;

Coordenada Y;

Coordenada Z;

© © N o O B~ WD

Fator de ocupéncia do atomo;
10. Fator de temperatura ou deslocamento do &tomo;

11.Simbolo quimico do atomo.

Figura 5 - Estrutura do arquivo .pdb para a THL

o0
1 ATOM 1 C1 LIGA 1 -11.463 28.357 35.083 1.00 0.00
2 ATOM 2 C2 LIGA 1 -11.265 27.666 35.487 1.00 0.00
3 ATOM 3 C3 LIGA 1 -10.645 27.194 35.217 1.00 0.00
4 ATOM 4 C4 LIGA 1 -10.372 26.567 35.680 1.00 0.00
5 ATOM 5 C5 LIGA 1 -9.772 26.077 35.397 1.00 0.00
6 ATOM 6 C6 LIGA 1 -9.499 25.451 35.859 1.00 0.00
7 ATOM 7 C7 LIGA 1 -8.899 24.960 35.577 1.00 0.00
8 ATOM 8 €8 LIGA 1 -8.612 24.346 36.047 1.00 0.00
9 ATOM 9 C9 LIGA 1 -7.991 23.875 35.777 1.00 0.00
10 ATOM 10 C1e LIGA 1 -7.704 23.261 36.247 1.00 0.00
11 ATOM 11 Cl1 LIGA 1 -7.070 22.803 35.986 1.00 0.00
12 ATOM 12 Cl2 LI A 1 -6.765 22.207 36.468 1.00 0.00
13 ATOM 13 C183 LIGA 1 -7.211 21.918 37.099 1.00 0.00
14 ATOM 14 Ci14 LIGA 1 -6.851 21.773 37.827 1.00 0.00
15 ATOM 15 01 LIGA 1 -6.316 22.180 38.304 1.00 0.00
16 ATOM 16 Ci15 LIG A 1 -6.342 21.567 38.856 1.00 0.00
17  ATOM 17 02 LIGA 1 -5.982 21.422 39.584 1.00 0.00
18 ATOM 18 C16 LIG A 1 -6.878 21.160 38.379 1.00 0.00
19 ATOM 19 C17 LIGA 1 -7.275 20.439 38.431 1.00 0.00
20  ATOM 20 Ci8 LIGA 1 -7.270 20.016 39.140 1.00 0.00
21 ATOM 21 Ci18 LIGA 1 -7.668 19.295 39.193 1.00 0.00
22 ATOM 22 C20 LIGA 1 -7.669 18.876 39.903 1.00 0.00
23 ATOM 23 C21LIcA 1 -7.999 18.120 39.936 1.00 0.00
24 ATOM 24 C22 LIGA 1 -8.000 17.701 40.646 1.00 0.00
25 ATOM 25 03 LIGA 1 -6.014 21.900 36.320 1.00 0.00
26 ATOM 26 C23 LIGA 1 -5.813 21.652 35.559 1.00 0.00

Fonte: Autoria prépria

[sN=NelosNsNsNeNsNeN=Nel«NoslsNsNoNeNsNoNsNeNsNeNeNeNe)
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Figura 6 - Estrutura do arquivo .pdb para a proteina 3HRH (Ag85c)

L
1 ATOM 1 N PRO A 1 91.180 64.520 55.630 1.00 0.00 N
2 ATOM 2 HN1 PRO A 1 91.050 65.510 55.450 1.00 0.00 H
3  ATOM 3 HN2 PRO A 1 92.110 64.270 55.340 1.00 0.00 H
4  ATOM 4 CD PRO A 1 90.940 64.170 57.070 1.00 0.00 Cc
5 ATOM 5 HD1 PRO A 1 91.510 63.340 57.550 1.00 0.00 H
6 ATOM 6 HD2 PRO A 1 91.370 1.00 0.00 H
7 ATOM 7 CA PRO A 1 90.190 1.00 0.00 Cc
8 ATOM 8 HA PRO A 1 90.690 1.00 0.00 H
9 ATOM 9 CB PRO A 1 89.220 . 1.00 0.00 Cc
10 ATOM 1@ HB1 PRO A 1 89.440 62.020 55.940 1.00 0.00 H
11 ATOM 11 HB2Z PRO A 1 88.170 63.060 55.470 1.00 0.00 H
12 ATOM 12 CG PRO A 1 89.460 63.800 57.140 1.00 0.00 Cc
13 ATOM 13 HG1 PRO A 1 89.400 63.270 58.110 1.00 0.00 H
14 ATOM 14 HGZ2 PRO A 1 88.800 64.680 57.050 1.00 Q.00 H
15 ATOM 15 C PRO A 1 89.490 64.820 53.900 1.00 Q.00 Cc
16 ATOM 16 0 PRO A 1 89.190 65.900 54.420 1.00 0.00 0
17 ATOM 17 N VAL A 2 89.200 64.490 52.630 1.00 0.00 N
18 ATOM 18 HN VAL A 2 89.420 63.590 52.240 1.00 0.00 H
19 ATOM 19 CA VAL A 2 88.480 65.400 51.750 1.00 0.00 Cc
20 ATOM 20 HA VAL A 2 88.210 66.270 52.330 1.00 0.00 H
21 ATOM 21 CB VAL A 2 89.200 65.580 50.430 1.00 0.00 Cc
22 ATOM 22 HB VAL A 2 89.490 64.600 50.010 1.00 0.00 H
23  ATOM 23 CG1 VAL A 2 88.360 66.400 49.430 1.00 0.00 Cc
24 ATOM 24 HG11 VAL A 2 88.830 66.530 48.430 1.00 0.00 H
25 ATOM 25 HG12 VAL A 2 87.360 65.950 49.280 1.00 0.00 H
26 ATOM 26 HG13 VAL A 2 88.250 67.400 49.900 1.00 0.00 H

Fonte: Autoria propria.

Apesar de todos esses arquivos obtidos até o momento serem importantes eles
ainda ndo tém todas as informacdes necessarias para que seja realizada uma
Dinamica Molecular (MD), pois eles ndo levam em consideracdo os parametros de
forca e interacdes decorrentes de um campo de forca. Para isso sdo necessarios
arquivos de topologia em formato .top ou .itp para o alvo e o ligante. Neste caso, como
foram empregados o GROMACS e o campo de forca CHARMM, a melhor ferramenta
para essa finalidade é o SwissParam (http://www.swissparam.ch/) (ZOETE et al.,
2011) para a topologia do ligante. Para as proteinas, 0o GROMACS possui sua propria
ferramenta para gerar os arquivos de topologia (ABRAHAM et al., 2024), como

demonstrado na Figura 7.

Figura 7 -- Linha de comando GROMACS

gmx pdb2gmx —f REC.pdb -ignh

Fonte: Autoria prépria. * gmx pdb2gmx - pacote utilizado para converter um arquivo
PDB em arquivos de topologia e coordenadas no formato GROMACS; -f REC.pdb:
Arquivo de entrada; -ignh: Ignora os atomos de hidrogénio presentes no arquivo PDB

original.


http://www.swissparam.ch/
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Ao executar o comando, o prompt solicita inicialmente a escolha do campo de
forca a ser utilizado, um passo fundamental para definir os parametros que
coordenardo as interagdes moleculares durante a simulagdo. Em seguida, é solicitado
0 modelo de &gua, onde optamos pelo TIP3P, um dos modelos mais comumente
utilizados devido ao seu equilibrio entre precisdo e eficiéncia computacional. Com
estas escolhas feitas, 0 GROMACS gera dois arquivos essenciais: 0 arquivo de
estrutura .gro para a molécula e o arquivo de topologia .top.

Apés a obtencdo desses arquivos, a prOxima etapa envolve a combinacao
manual dos arquivos .gro da proteina (conf.gro) (Figura 8) e do ligante (lig.gro) em um
anico arquivo, representando o complexo ligante-receptor. Isso é realizado abrindo
ambos os arquivos em um editor de texto e inserindo as coordenadas do ligante ao
final do arquivo da proteina. E essencial atualizar o cabecalho do arquivo para refletir
0 novo numero total de atomos no sistema. Essa etapa garante que o0 GROMACS

reconheca o complexo completo durante a simulacao.

Figura 8 - Arquivo conf.gro.

[ ®

1 Guyana Rwanda Oman Macau Angola Cameroon Senegal
2 4244

3 1PRO N 1 -0.664 0.806 6.254

1PRO HN1 2 -BD.667 @.982 6.226
1PRO HMWZ 3 -B0.271 .77 6.243

L

00

1 2766LY C 4154 -0.362 3.0298 6.994
2 2766LY 0T1 4155 -0.338 2.896 6.981
3 2766LY 0T2 4156 -0.294 3.115 7.874
4 1LIG c1 1 -1.146 2.836 3.508
5 1LIG c2 2 -1.127 2.767 3.549
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Fonte: Autoria propria. Observar a linha n° 2 onde deve ser adicionado quantas linhas
novas referente ao ligante estdo sendo inseridas, e também ilustrando o ultimo
aminoécido da enzima, onde posteriormente foram adicionadas as linhas referentes
ao ligante.

A seguir, os arquivos de topologia foram unificados (Figura 9). A topologia do
ligante precisa ser adicionada ao arquivo de topologia da proteina, assegurando que
todas as interacdes e parametros moleculares sejam corretamente definidos para o
sistema combinado. Esse passo € vital para garantir que as interacdes entre o ligante

e 0 receptor sejam tratadas corretamente durante a simulacao.

Figura 9 - Adic&do da topologia no arquivo topol.top

; Include forcefield parameters
#include "./charmm36-jul2022.ff/forcefield.itp"

1
2
3
4 ; Include ligand topology
5 #include "LIG.itp"
6
7
8
9

[ moleculetype ]
; Name nrexcl
Protein_chain_A 3

Fonte: Autoria propria.

Toda a combinacéo de estrutura e topologia realizados sdo um ponto relevante
devido ao serem realizadas de forma manual, portanto as chances de falha humana
existem e caso acontecam podem impedir que a MD ocorra, ou que resultados
inadequados acontecam, portanto a precisdo nesta fase tem um impacto significativo
na qualidade e na confiabilidade dos resultados da simulagcdo, destacando a

importancia de uma montagem cuidadosa e detalhada do sistema.

4.7.Solvatacao
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Para solvatar o sistema, o primeiro passo é definir o volume que acomoda a
caixa d'agua correspondente ao sistema, onde o formato da caixa é crucial para
garantir uma solvatacdo eficiente e minimizacdo de artefatos durante a simulacao.
Neste caso, optamos por uma caixa dodecaédrica, preferido devido as suas
caracteristicas geométricas; um dodecaedro tem 12 faces pentagonais, que
proporcionam um formato mais arredondado em comparac¢do com caixas cubicas ou
ortogonais. Essa geometria arredondada € vantajosa porque reduz as chances de
colisdo entre as moléculas da simulagéo e as bordas da caixa, o que pode introduzir
artefatos indesejados nas dinamicas moleculares, além de sua forma mais
arredondada, a caixa dodecaédrica também permite uma utilizacdo mais eficiente do
espaco ao redor do sistema.

Uma vez definido o formato e o tamanho da caixa, utilizamos o comando
especifico no GROMACS (Figura 10) para gerar essa configuracdo (ABRAHAM et al.,
2024).

Figura 10 — Linha de comando gmx editconf

gmx editconf —f conf.gro -d 3.0 -bt dodecahedron -o box.gro

Fonte: Autoria prépria. *-f conf.gro: Especifica o arquivo de entrada contendo as
coordenadas do sistema; -d 3.0: Define a distancia minima de 3.0 nm entre a borda
do sistema e a caixa de simulacao; -bt dodecahedron: Especifica o formato da caixa
de simulacdo como dodecaédrico; -0 box.gro: Arquivo de saida contendo o sistema

configurado dentro da nova caixa.

Para solvatar o sistema utilizamos o comando gmx solvate (Figura 11)
(ABRAHAM et al., 2024).

Figura 11 — Linha de comando gmx solvate

gmx solvate —cp box.gro —-cs spc2lé.gro -p topol.top —o box_solv.gro

Fonte: Autoria propria. *-cp box.gro: Arquivo de entrada contendo as coordenadas do
sistema configurado na caixa; -cs spc216.gro: Arquivo de coordenadas do solvente
padrao; -p topol.top: Arquivo de topologia do sistema, que sera atualizado para incluir
as moléculas de solvente adicionadas; -0 box_solv.gro: Arquivo de saida contendo o

sistema solvatado.
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4.8. Neutralizacéo e adicao de ions

O GROMACS possui um médulo interno dedicado a adi¢éo de ions ao sistema
(Figuras 12 e 13). Esse modulo permite aos usuarios definirem a concentracdo molar
dos ions no sistema, ajustando a quantidade de cations e anions conforme
necessarios para refletir as condicbes experimentais ou fisiologicas desejadas. A
capacidade de ajustar precisamente a concentracéo ibnica é importante para garantir
que o ambiente simulado seja 0 mais realista possivel, influenciando diretamente as

interacBes moleculares e a estabilidade do sistema (ABRAHAM et al., 2024).

Figura 12 - Adicdo de ions no GROMACS

gmx grompp —F ions.mdp —c bolx_solv.gro — maxwarn 2 —-p topol.top —o ION.tpr

Fonte: Autoria propria. *gmx grompp; -f ions.mdp: Especifica o arquivo de entrada
contendo os parametros para a adicdo de ions; -c box_ solv.gro: Arquivo de
coordenadas do sistema ja solvatado; -maxwarn 2: Permite até dois avisos durante o
processamento; -p topol.top: Arquivo de topologia do sistema; -0 ION.tpr: Arquivo de
saida que contém as informacg@es preparadas para a adicao de ions.

Figura 13 - Equilibrio i6bnico

gmx genion —s ION.tpr —-p topol.top —conc 0.1 —-neutral -o box_solv_ion.gro

Fonte: Autoria propria. * gmx genion: Utilitario do GROMACS para adicionar ions ao
sistema; -s ION.tpr: Arquivo de entrada preparado pelo comando grompp; -p topol.top:
Arquivo de topologia do sistema, que sera atualizado para incluir os ions adicionados;
-conc 0.1: Define a concentracdo de ions no sistema para 0.1 M; -neutral: Adiciona
ions para neutralizar a carga total do sistema; -0 box_solv_ion.gro: Arquivo de saida
contendo o sistema solvatado e com ions adicionados; 15: Indica o grupo de solvente
ao qual os ions seréo adicionados, geralmente especificado interativamente durante

a execucao do comando.

4.9. Minimizagéao
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A minimizacdo € uma etapa fundamental, pois antes de se iniciar uma MD é
essencial remover qualquer tensdo ou sobreposicdo que possa existir na estrutura
inicial para evitar problemas ou resultados inadequados. Nesse processo o sistema é
ajustado para encontrar um estado energia potencial mais baixo, ajustando as
posicdes dos atomos iterativamente para reduzir as forcas nao balanceadas e eliminar
possiveis colapsos ou deformacdes estruturais, levando em consideracdo que o
sistema esteja em uma configuracdo estavel e fisicamente realista, sendo assim um
ponto de partida ideal para simulagdes de dinamica subsequentes (LEVITT, 1983)

Além de preparar o sistema para MD, a minimizacdo também pode ser usada
para otimizar estruturas moleculares apds modificagbes, como mutacdes em
proteinas ou adicdo de ligantes, sendo um passo essencial para garantir que
mudancas introduzidas néo resultem em conformacdes desfavoraveis que possam
comprometer a estabilidade do sistema durante a dinamica (LEVITT, 1983).

No GROMACS é necessario um arquivo de entrada com parametros
determinados e sendo necessario o ajuste dos valores ou inclusédo de novas medidas
a depender do sistema em particular, e o tempo para que a minimizagao aconteca de
forma eficiente varia de acordo com o sistema. Para realizar a minimizacdo é

necessario criar um arquivo de entrada como o exemplo da Figura 14.

Figura 14 - Arquivo de entrada para minimizacdo com comentarios em cada linha

1 ; LINES STARTING WITH ';' ARE COMMENTS

z title = Minimization ; Title of run

4 ; Parameters describing what to do, when to stop and what to save

5 integrator = steep ; Algorithm (steep = steepest descent minimization)

6 emtol = 1080.0 ; Stop minimization when the maximum force < 10.8 kl/mol
7 emstep = e.01 ; Energy step size

8 nsteps = 50008 ; Maximum number of (minimization) steps to perform

10 ; Parameters describing how to find the neighbors of each atom and how to calculate the interactions
11 nstlist =1 ; Frequency to update the neighbor list and long range forces
2 cutoff-scheme = Verlet

13 ns_type = grid ; Method to determine neighbor list (simple, grid)

rlist =1.2 ; cut-off for making neighbor list (short range forces)
15 coulombtype = PME ; Treatment of long range electrostatic interactions
16  rcoulomb =1.2 ; long range electrostatic cut-off
vdwtype = cutoff
18  wvdw-modifier = force-switch
19 rvdw-switch =1.0
20 rvdw =1.2 ; long range Van der Waals cut-off
»1  pbe = xyz ; Periodic Boundary Conditions

2 DispCorr = no

Fonte: Autoria propria.
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O processo de minimizacao inicia utilizando o mesmo comando gmx grompp,
com o cédigo demonstrado na Figura 15(ABRAHAM et al., 2024).

Figura 15 - Minimizacao de energia

gmx grompp —f EM.mdp —-c box_solv_ion.gro —maxwarn 2 —p topol.top —o EM.tpr

Fonte: Autoria prépria. *gmx grompp: GROMACS preprocessador, -f EM.mdp:
Especifica que sera inserido um arquivo de parametros de minimizacao e o nome do
arquivo; -c box_solv_ion.gro: Arquivo de coordenadas do sistema solvatado; -p
topol.top: Arquivo de topologia; -maxwarn 2: Permite até dois avisos durante o
processamento; -o EM.tpr: Resultado do codigo executado.

Com isso temos tudo o que € necesséario para realizar a minimizacdo de

energia, bastando executar o comando (Figura 16) (ABRAHAM et al., 2024).

Figura 16 - Dindmica para minimizacao

gmx mdrun -v —deffnm EM

Fonte: Autoria propria. *gmx mdrun: Utilitario do GROMACS para executar a
simulacéo de dindmica molecular. -v: Ativa a saida detalhada de informac¢fes durante
a execucao, permitindo monitorar o progresso da simulacdo. -deffnrm EM: Define o
nome base para os arquivos de entrada e saida gerados pelo mdrun. Neste caso, 0
prefixo "EM" sera usado para todos os arquivos relacionados a execucdo da

minimizacgéo de energia.

Para avaliar o sucesso de uma minimizacao (Figura 17) dois fatores séo
fundamentais, a energia potencial deve ser negativa e a forca maxima nao deve

ultrapassar o valor minimo definido no arquivo de entrada.



34

Figura 17 - Gréfico do potencial em kJ/mol para minimizac&o do sistema

le7 3hrh_int_minimization

—— 3hrh_int_minimization
3.5

3.0 A

2.5 4

2.0 4

kl/mol

1.5 4

1.0 4

0.5 A

0.0 L___

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
Time(ns)

Fonte: Autoria propria.
4.10. Equilibrio do sistema - parte 1
e Restricdo do ligante

O GROMACS permite a criagao de grupos personalizados com o formato de
arquivo .ndx, permitindo que o usuario gere conjuntos de atomos de forma flexivel
além dos pré-definidos nos arquivos padrdo de coordenadas ou topologia. Os
conjuntos pré-determinados geralmente sdo solvente, proteina, ligante, etc. Por meio
do comando ‘gmx make_ndx’ (Figura 18) podemos selecionar os atomos com base
em diversos critérios, como tipo de atomo, residuo ou localizagéo espacial (ABRAHAM
et al., 2024).

Figura 18 - Arquivo ndx de restricao do ligante

gmx make_ndx —f LIG.gro —o index_LIG.ndx

Fonte: Autoria propria. *gmx make_ndx: Pacote GROMACS responsavel por gerar os
arquivos .ndx; -f LIG.gro: Vai gerar o conjunto personalizado com base no arquivo

informado; -o index_LIG.ndx: Nome do arquivo que tera o conjunto personalizado.
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Ao executar o comando o prompt interativo do GROMACS sera aberto (Figura

19) solicitando as informacfes necessarias para se gerar o conjunto desejado:

Figura 19 - Exemplo do prompt interativo
:-) GROMACS - gmx make_ndx, 2024.1 (-:
/usr macs/bin/gmx

/home/insilitox/Documentos/Ag85¢c_TCC/3hrh_orlistat_inteiro/Ag85c_THL_dodecahedron_3.0
Command line:
gmx make_ndx -f LIG.gro -o test.ndx

Reading structure file

Going to read B old index file(s)

Analysing residue names:

There are: 1 Other residues

Analysing residues not classified as Protein/DNA/RNA/Water and splitting into groups...

B System : 88 atoms
1 Oother 3 88 atoms
2 LIG : 88 atoms

r 1 group "jhg 'name' nr name 'splitch' nr Enter: list groups
! tom ! and ‘del' nr 'splitres’ nr 'l': list residues
atom type '[': or 'keep' nr 'splitat’ nr 'h': help
': residue ‘res' nr 'chain" char
"name™: group ‘case': case sensitive 'g': save and quit
'ri': residue index

> []
Fonte: Autoria propria.

Para obter um conjunto personalizado com todos os atomos exceto 0s

hidrogénios, basta seguir o exemplo da Figura 20.

Figura 20 - Conjunto personalizado

g

Fonte: Autoria propria.

Na sequéncia € necessario restringir a posicdo do ligante e dos atomos
selecionados no arquivo .ndx. Este processo pode ser realizado através do comando
gmx genrestr (Figura 21)(ABRAHAM et al., 2024).
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Figura 21 - Geracao da restricao

gmx genrestr —f LIG.gro -n index_LIG.ndx —o posre_LIG.itp —fc 1600 1000 1008

Fonte: Autoria prépria. * gmx genrestr: Médulo do GROMACS capaz de gerar as
restricbes, -f LIG.gro e -n index_ LIG.ndx: Restricbes com base nos arquivos
selecionados, -0 posre_LIG.itp: Arquivo de restricdo que sera gerado, -fc 1000 1000

1000: Forca de restricao nas direcdes X, y e z.

Com a execuc¢do deste comando sera aberto um prompt interativo solicitando
0 conjunto que devera ser restringido (Figura 22). Para o nosso estudo selecionamos

a opcgao 3.

Figura 22 - Prompt interativo do comando de restri¢éo

/Documentos/Ag85c_TCC/3hrh_orlistat_inteiro/Ag85c_THL_dodecahedron_3.0

Command line:
gmx genrestr -f LIG.gro -n index_LIG.ndx -o posre_LIG.itp -fc 1060 1600 1060

Reading structure file

Select group to position restrain

Group ) ( System) has 88 elements
Group ( Other) has 88 elements
Group ( LIG) has 88 elements
Group ( System_&_!H*) has 35 elements

Fonte: Autoria propria.

Para inserir o arquivo de restricdo criado na topologia (Figura 23) o arquivo

topol.top deve ser editado para que 0o GROMACS possa interpretar.

Figura 23 - Exemplo de onde deve ser inserido a configuracao de restricdo no codigo,

logo abaixo do trecho de “include position restraint file”

1 ; Include Position restraint file
#ifdef POSRES
#include "posre.itp"

1 #endlr

Ligand position restraints
wifdelf POSRES
#include "posre_LIG.itp"
sendif

11 ; Include water topology
12 #include "./charmm36-jul2e22.ff/tip3p.itp"

Fonte: Autoria propria.
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e Termostatos

Os termostatos s&o importantes para manter a temperatura do sistema
equilibrada, controlando flutuacées de energia para garantir que a temperatura seja
estavel ao longo de toda a simulagéo, pois suas oscilacdes influenciam diretamente
nas propriedades do sistema.

Para obter resultados estaveis € recomendavel agrupar moléculas semelhantes
para o acoplamento da temperatura, como por exemplo agrupar a proteina e o ligante
juntos em um unico grupo de termostato, e agrupar agua e ions em outro grupo (Figura
24). O acoplamento de cada molécula individualmente a um termostato pode
desestabilizar o sistema, causando flutuagbes extremas de temperatura que podem
levar a quebra do sistema. Novamente, podemos fazer o outro agrupamento por meio
do médulo ‘make_ndx” do GROMACS(ABRAHAM et al., 2024).

Figura 24 - Arquivo ndx com indice personalizado

gmx make_ndx — EM.gro —o index.ndx

1| 13

Fonte: Autoria prépria. * gmx make_ndx: Cria um arquivo de indice; 1 | 13: Seleciona
e combina os grupos 1 (protein) e 13 (LIG) no prompt interativo; g: Saida do prompt

interativo
4.11. Equilibrio do sistema - parte 2

Para que o sistema alcance o equilibrio esperado, onde todas as forgas internas
e externas estao balanceadas e estabilizadas, existe uma etapa que ainda deve ser
executada, que € a execucdo de simulacdes NVT (Numero de particulas, Volume e
Temperatura) e NPT (Numero de particulas, Pressdo e Temperatura). Essas funcdes
termodindmicas s@o essenciais para ajustar as condi¢ces iniciais do sistema,
garantindo que ele inicie em um estado termodinamicamente estavel e representativo
das condi¢cBes biolégicas ou quimicas desejadas. Dessa forma a precisdo dos

resultados alcancados sera de maior similaridade com o real, permitindo que seja
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analisado o sistema de interesse sob condi¢cdes termodinamicas realistas, além de
reduzir artefatos causados por condi¢des iniciais inadequadas.

Para que isso seja feito devemos novamente criar um arquivo de entrada, tanto
para NVT e para NPT (Figura 25):

Figura 25 - Arquivo NPT.mdp utilizado

o o
1 title = Protein-ligand complex NPT equilibration
2 define = -DPOSRES ; position restrain the protein and ligand
3 ; Run parameters
4 integrator = md ; leap-frog integrator
5 nsteps = 50000 ; 2 * 50000 = 100 ps
6 dt = 0.002 ; 2 fs
7 ; Output control
8 nstenergy = 500 ; save energies every 1.0 ps
9 nstlog = 500 ; update log file every 1.0 ps
10  nstxout-compressed = 508 ; save coordinates every 1.0 ps
11 ; Bond parameters
12 continuation = yes ; continuing from NVT
13 constraint_algorithm = lincs ; holonomic constraints
14 constraints = h-bonds ; bonds to H are constrained
15 lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS
16 lincs_order =4 ; also related to accuracy

17 ; Neighbor searching and vdw

18 cutoff-scheme = Verlet

19 ns_type = grid ; search neighboring grid cells

20 nstlist = 20 ; largely irrelevant with Verlet

21 rlist =1.2

22 vdwtype = cutoff

23 vdw-modifier = force-switch

24 rvdw-switch =1.0

25 rvdw =1.2 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)

26 ; Electrostatics

27 coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics

28 rcoulomb =1.2

29 pme_order =4 ; cubic interpolation

30 fourierspacing = 0.16 ; grid spacing for FFT

31 ; Temperature coupling

32  tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat

33 tc-grps = Protein_LIG Water_and_ions ; two coupling groups - more accurate
34  tau_t = 0.1 0.1 ; time constant, in ps

35 ref_t = 300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
36 ; Pressure coupling

37 pcoupl = Berendsen ; pressure coupling is on for NPT

38 pcoupltype = lisotropic ; uniform scaling of box vectors

39  tau_p =2.0 ; time constant, in ps

40 ref_p =1.0 ; reference pressure, in bar

41 compressibility = 4.5e-5 ; 1sothermal compressibility of water, barn-1
42 refcoord_scaling = com

43 ; Periodic boundary conditions

44  phc = xyz ; 3-D PBC

45 ; Dispersion correction is not used for proteins with the C36 additive FF
46 DispCorr = no

47 ; velocity generation

48 gen_vel = no ; velocity generation off after NVT

Fonte: Autoria propria. Verifica-se que o equilibrio ocorrera por 100ps (linha 5), a 300K
(linha 35)

Com os arquivos prontos pode-se gerar o par de equilibrios NVT/NPT (Figuras
26 a 29)(ABRAHAM et al., 2024).

Figura 26 - Arquivo de entrada para NVT

gmx grompp —F NVT.mdp -c EM.gro -r EM.gro —p topol.top -n index.ndx -maxwarn 2 —o NVT.tpr
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Fonte: Autoria propria. *\gmx grompp: GROMACS preprocessor; prepara o sistema
para a execucao de dinamicas moleculares ou outros calculos; -f NVT.mdp: Especifica
0 arquivo de entrada contendo os parametros para a simulacdo de equilibrio NVT
(Numero de particulas, Volume e Temperatura constantes); -c EM.gro: Arquivo de
coordenadas do sistema ap0s a minimizacdo de energia; -r EM.gro: Arquivo de
coordenadas de referéncia, usado para restricbes de posicdo durante a fase de
equilibrio; -p topol.top: Arquivo de topologia do sistema; -n index.ndx: Arquivo de
indice que contém definicdes personalizadas de grupos de atomos para a simulagéo;
-maxwarn 2: Permite até dois avisos durante o processamento; -o NVT.tpr: Arquivo de
saida que contém as informacdes preparadas para a execucdo da simulacdo de
equilibrio NVT.

Figura 27 - Dinamica NVT

gmx mdrun —deffnm NVT

Fonte: Autoria prépria. *gmx mdrun: UtilitArio do GROMACS para executar a
simulacédo de dinamica molecular; -deffnm NVT: Define 0 nome base para os arquivos
de entrada e saida gerados pelo mdrun. Neste caso, o prefixo "NVT" serd usado para
todos os arquivos relacionados a execucao da simulacao de equilibrio NVT (Namero

de particulas, Volume e Temperatura constantes)

Figura 28 - Arquivo de entrada NPT

gmx grompp —f NPT.mdp —c NVT.gro -r NVT.gro —p topol.top —-n index.ndx —maxwarn 2 -o NPT.tpr

Fonte: Autoria propria. *\gmx grompp: GROMACS preprocessor; prepara o sistema
para a execucao de dindmicas moleculares ou outros calculos; -f NPT.mdp: Especifica
o arquivo de entrada contendo os parametros para a simulacdo de equilibrio NPT
(Numero de particulas, Pressdo e Temperatura constantes); -c NVT.gro: Arquivo de
coordenadas do sistema ap0ds a simulacéo de equilibrio NVT; -r NVT.gro: Arquivo de
coordenadas de referéncia, usado para restricbes de posicdo durante a fase de
equilibrio NPT; -p topol.top: Arquivo de topologia do sistema; -n index.ndx: Arquivo de
indice que contém definicbes personalizadas de grupos de atomos para a simulagao;
-maxwarn 2: Permite até dois avisos durante o processamento. -0 NPT.tpr: Arquivo de
saida que contém as informacfes preparadas para a execucdo da simulacdo de
equilibrio NPT.
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Figura 29 - Dinamica NPT

gmx mdrun —deffnm NPT

Fonte: Autoria propria. *gmx mdrun: Utilitario do GROMACS para executar a
simulacédo de dinamica molecular; -deffnm NPT: Define 0 nome base para os arquivos

de entrada e saida gerados pelo mdrun
4.12. Dinamica molecular

A etapa final € a propria dinamica molecular. Durante a MD o GROMACS
integra equacdes de movimento de Newton para todos os atomos do sistema usando
algoritmos eficientes como o de Verlet (VERLET, 1967), integragéo realizada em
pequenos incrementos de tempo chamados de “passos de tempo”, geralmente na
ordem de femtossegundos.

A dinamica tem como principal objetivo investigar fendbmenos que dependem
do tempo, como flexibilidade estrutural das proteinas, mecanismos de interacao
molecular, difusdo de moléculas pequenas em solventes e mudancas conformacionais
induzidas por ligantes. Também pode ser utilizada para validar hipoteses
experimentais e prever comportamentos moleculares que ndo ocorreram
experimentalmente, como simular como uma mutacdo pode afetar a estabilidade de
uma proteina.

Assim como nos passos de equilibrio, também é necesséario um arquivo de
entrada (Figura 30). No total foram realizadas 6 dindmicas de 100ns cada. 3 utilizando
a proteina 3HRH (uma com a proteina “apo”, uma com a THL integra e outra com a
THL hidrolisada) e 3 utilizando a proteina 5VNS (uma com a proteina “apo”, e duas

com a THL hidrolisada - uma contendo agua no sitio catalitico e uma sem agua).
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Figura 30 - Arquivo de entrada para MD

oo
1 title = Protein-ligand complex MD simulation
2 ; Run parameters
3 integrator = md ; leap-frog integrator
4 nsteps = 50000000 ; 2 * 500000 = 100000 ps (100 ns)
5 dt = 0.002 ; 2 fs
6 ; Output control
7 nstenergy = 5000 ; save energies every 10.0 ps
8 nstlog = 5000 ; update log file every 10.0 ps
9 nstxout-compressed = 5000 ; save coordinates every 10.0 ps
10 ; Bond parameters
11 continuation = yes ; continuing from NPT
12 constraint_algorithm = lincs ; holonomic constraints
132 constraints = h-bonds ; bonds to H are constrained
14 lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS
15 lincs_order = 4 ; also related to accuracy

16 ; Neighbor searching and vdw

17 cutoff-scheme = Verlet

18 ns_type = grid ; search neighboring grid cells

19 nstlist = 20 ; largely irrelevant with Verlet

20 rlist =1.2

21 vdwtype = cutoff

22 vdw-modifier = force-switch

23 rvdw-switch =1.0

24 rvdw =1.2 ; short-range van der waals cutoff (in nm)

25 ; Electrostatics

26 coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics

27  rcoulomb =1.2

28 pme_order =4 ; cubic interpolation

29 fourierspacing = 0.16 ; grid spacing for FFT

30 ; Temperature coupling

31  tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat

32 tc-grps = Protein_LIG Water_and_ions ; two coupling groups - more accurate
33 tau_t = 0.1 0.1 ; time constant, in ps

34 ref_t = 300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
35 ; Pressure coupling

36 pcoupl = Parrinello-Rahman ; pressure coupling is on for NPT

37 pcoupltype = isotropic ; uniform scaling of box vectors

38  tau_p =2.0 ; time constant, in ps

39 ref p =1.0 ; reference pressure, in bar

40  compressibility = 4.5e-5 ; 1sothermal compressibility of water, barn-1
41 ; Periodic boundary conditions

42 pbc = Xyz ; 3-D PBC

43 ; Dispersion correction is not used for proteins with the C36 additive FF

44 DispCorr = no

45 ; Velocity generation

46 gen_vel = no ; continuing from NPT equilibration

Fonte: Autoria prépria. Tempo da dindmica definido em 100ns (Linha 4).

Com os dados prontos é possivel executar a dindmica como demonstrado na
Figura 31 (ABRAHAM et al., 2024).

Figura 31 - Dindmica molecular

gmx grompp —f MD.mdp -c NPT.gro -t NPT.cpt —p topol.top —n index.ndx —-maxwarn 2 -o MD.tpr

gmx mdrun —-deffnm MD

Fonte: Autoria propria.
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4.13. Calculos utilizando GROMACS

4.13.1. Selec¢do de aminoé&cidos

Utilizando a metodologia anterior do GROMACS para a geracao dos arquivos
.ndx, os aminoacidos Serl24, Metl25, Serl48, Phel50, Leul6l, Thr213, Pro223,
Phe226, Leu227, Glu228 e His260 foram selecionados com base na proteina
cristalizada 5VNS disponivel no PDB e suas intera¢cdes com a THL. Esses arquivos
.ndx sdo entdo integrados ao fluxo de trabalho da simulacéo, possibilitando analises
detalhadas e a aplicacao de restricdes ou condicdes especificas durante a dinamica
molecular, contribuindo para uma compreensdo mais profunda das interacbes

moleculares estudadas.

e RMSD

RMSD (Figura 32), sigla para Root Mean Square Deviation, ou raiz quadrada
do desvio quadratico, € uma medida quantitativa da diferenca média das posicées
atdmicas de uma molécula ou conjunto de estruturas definidos em relagcédo a outro ao
longo do tempo, sendo amplamente utilizado para avaliar a estabilidade estrutural e
conformacao de biomoléculas durante a simulacdo. Um baixo valor de RMSD significa
gue a estrutura permanece estavel e proxima da sua conformacao inicial, enquanto o
aumento pode indicar instabilidade estrutural ou mudancas conformacionais
(ABRAHAM et al., 2024).

Figura 32 - Equacdo para calculo de RMSD

RMSD = \/% Yoy (it = x2)? + (Vi1 — yi2)? + (zi1 — zZin)?

Fonte: (“RMSD e RMSF — OnlineBioinfo”, 2022). %: Este termo representa a divisao

por n, onde n é o numero total de pontos ou coordenadas que estdo sendo
comparados; Xii1, Yiie Zi1 S0 coordenadas em 3D dos atomos para o primeiro conjunto

de moléculas; Xiz, Yize Zi2 para o segundo conjunto de moléculas.
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O célculo do RMSD dentro do GROMACS ¢é possivel, apds a execucao da MD,

através do comando demonstrado na Figura 33.

Figura 33 - Comando para calculo de RMSD

gmx rms —s MD.tpr —f MD_center.xtc —o rmsd.xvg —tu ns

Fonte: Autoria propria. *gmx rms: Comando do GROMACS para calcular RMSD (Root
Mean Square Deviation); -s MD.tpr: Arquivo de entrada .tpr contendo a topologia e
pardmetros da simulagdo; -f MD_center.xtc: Arquivo de trajetéria .xtc com as
coordenadas atébmicas ao longo do tempo; -0 rmsd.xvg: Arquivo de saida onde o
RMSD sera salvo, em formato .xvg; -tu ns: Unidade de tempo para o calculo do RMSD,

aqui definido como nanossegundos (ns).
e RMSF

RMSF (Figura 34), sigla para Root Mean Square Flutuation, ou desvio
quadratico médio de flutuacdo € uma medida da flutuacéo de cada residuo ou &tomo
em torno da sua posicdo média ao longo do tempo, indicando assim regides de
flexibilidade ou rigidez da molécula, portanto menores valores indicam uma regido de
estabilidade e rigida como hélices alfa e folhas beta, enquanto valores altos indicam
regibes com alta mobilidade, como loops ou terminais de proteinas. Sua analise é
fundamental para entendimento de dominios de estabilidade e a importancia funcional
de regibes flexiveis em processos como a ligacao de ligantes ou ativagdo enzimatica
(ABRAHAM et al., 2024).

Figura 34 - Formula para célculo de RMSF

RMSFétomo - \/% Z;:l (x;Ef - xi)2 + (y:'(?f - yi)2 + (ZEEf - zi)2

Fonte: (“RMSD e RMSF - OnlineBioinfo”, 2022). *%: Este termo representa a divisao

por n, onde n é o numero total de pontos ou coordenadas que estdo sendo
comparados; Xi, Yie Zi sdo coordenadas em 3D dos atomos para o primeiro conjunto
de moléculas; Xi, Yie Zi para o segundo conjunto de moléculas; ref: referéncia ou a
posicdo média de um atomo ou grupo de atomos ao longo de uma simulacdo de

dindmica molecular.
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O célculo do RMSD dentro do GROMACS ¢é possivel, apds a execucao da MD,

através do comando demonstrado na Figura 35.

Figura 35 - Comando para calculo de RMSF

gmx rmsf —-s MD.tpr — MD_center.xtc —o rmsf.xvg

Fonte: Autoria propria. *gmx rmsf: Comando para calcular o RMSF; -s MD.tpr: Arquivo
.tpr de entrada com a topologia e parametros da simulacao; -f MD_center.xtc: Arquivo
.xtc com as coordenadas atdmicas ao longo do tempo; -o rmsf.xvg: Arquivo de saida

onde o RMSF sera salvo, em formato .xvg.
¢ Raio de giro

Permite avaliar mudancas na compactacao da molécula ao longo da simulagéo,
particularmente importante para macromoléculas como proteinas e complexos
nucleoproteinas (Figura 36). Um valor constante sugere que 0 complexo mantém sua
compactacdo estrutural, enquanto variacdes indicam expansdo, contracdo ou
desdobramento (ABRAHAM et al., 2024).

Figura 36 - Formula para célculo de raio de giro

n

g = \ 1 (7 — Tem)?

n
=1

Fonte: Autoria propria * Rg: Representa o raio de giro (ou raio de girar); %: Este termo

representa a divisdo por n, onde n é o nimero total de atomos ou pontos que estao
sendo considerados na molécula; ri: Representa a posi¢cédo do atomo i na molécula, é
o vetor de posicdo que descreve onde o atomo esta localizado no espaco; rcm:
Representa a posi¢ao do centro de massa da molécula, sendo o ponto que representa
a média ponderada das posicdes de todos os &tomos na molécula, levando em conta

suas massas.

O caélculo do raio de giro dentro do GROMACS é possivel, apds a execucédo da
MD, através do comando demonstrado na Figura 37.
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Figura 37 - Comando para calculo de raio de giro

gmx gyrate —s MD.tpr — MD_center.xtc -o gyratel.xvg —tu ns

Fonte: Autoria propria. * gmx gyrate: Comando para calcular o raio de giro; -s MD.tpr:
Arquivo .tpr de entrada com a topologia e parametros da simulacgéo; -f MD_center.xtc:
Arquivo .xtc com as coordenadas atdmicas ao longo do tempo; -0 gyratel.xvg: Arquivo
de saida onde o raio de giro sera salvo, em formato .xvg; -tu ns: Unidade de tempo

para o calculo, aqui definido como nanossegundos (ns).
e LigacOes de hidrogénio

O calculo e analise das ligactes de hidrogénio sdo fundamentais para entender
interacbes moleculares detalhadas, mostrando ao longo do tempo aquelas interacoes
gue sao persistentes ou transitorias, fornecendo informacfes importantes sobre
estabilidade do complexo e mudancas conformacionais, sendo crucial para
compreender o mecanismo de acdo de enzimas, estabilidade de estruturas
secundéarias e terciarias, e neste caso um dado que pode colaborar para a
especificidade de ligacao de farmacos. O modulo para realizar os calculos de ligacdes
de hidrogénio no GROMACS se chama hbond (Figura 38) que realiza andlise entre
doadores e aceptores possiveis através de um critério geométrico para determinar a
existéncia das ligacbes (ABRAHAM et al., 2024).

Figura 38 — Calculo das ligacdes de hidrogénio

gmx hbond -s MD.tpr — MD_center.xtc —num hb.xvg —tu ns

Fonte: Autoria propria. * gmx hbond: Comando para calcular as ligaces de hidrogénio;
-s MD.tpr: Arquivo .tpr de entrada com a topologia e parametros da simulagéo; -f
MD_ center.xtc: Arquivo .xtc com as coordenadas atbmicas ao longo do tempo; -num
hb.xvg: Arquivo de saida onde o numero de ligacdes de hidrogénio sera salvo, em
formato .xvg; -tu ns: Unidade de tempo para o célculo, aqui definido como

nanossegundos (ns).

e Pair distance
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A ferramenta pairdist do GROMACS (Figura 39) permite que seja possivel
calcular distancia entre pares de atomos ou grupos de atomos ao longo da MD,
permitindo assim a andlise do empacotamento das proteinas através da investigacédo
da proximidade dos atomos e residuos, avaliando assim areas com potencial de
instabilidade e encontrando informacdes sobre as interagdes intramoleculares que

contribuem para estabilidade e funcéo da proteina.

Figura 39 - Calculo de distancia entre pares de atomos ou grupos de atomos

gmx pairdist —-s MD.tpr — MD_center.xtc —-o pairdistl.xvg —tu ns

Fonte: Autoria propria. *- gmx pairdist: Comando para calcular pairdist; -s MD.tpr:
Arquivo .tpr de entrada com a topologia e parametros da simulacao; -f MD_center.xtc:
Arquivo .xtc com as coordenadas atbmicas ao longo do tempo. -0 pairdistl.xvg:
Arquivo de saida onde o calculo de pairdist sera salvo, em formato .xvg; -tu ns:

Unidade de tempo para o célculo, aqui definido como nanossegundos (ns).

4.14. gmx_MMPBSA

O gmx_MMPBSA (VALDES-TRESANCO et al., 2021) é uma ferramenta
desenvolvida baseada no pacote do AMBER MMPBSA.py com objetivo de realizar
calculos de energia livre no estado final com arquivos GROMACS. Essa ferramenta
permite superar limitacbes anteriores para os determinados calculos, como
incompatibilidade com diferentes versées do GROMACS e suporte limitado a sistemas
especificos. Entretanto, o gmx_MMPBSA se destaca pela capacidade em lidar com
sistemas proteina-proteina e proteina-ligante, abrangendo uma ampla gama de
aplicacbes em biologia molecular, além disso, o principal motivo da escolha dessa
ferramenta é a possibilidade de trabalhar com diversos campos de forca, permitindo
aos usuarios que escolham o campo mais adequado ao sistema de estudo.

Outros pontos de destaque da ferramenta incluem sua capacidade de
integragdo com linguagens de programacao como o Python e R, permitindo que os
dados gerados pela ferramenta sejam explorados de diversas formas, especialmente
gquando combinadas com outras bibliotecas em Python como NumPy, SciPy e
Matplotlib, enquanto o R oferece ferramentas para analise estatistica e modelagem de

dados, e caso seja de interesse do usuario existe a possibilidade desenvolver novos


https://www.zotero.org/google-docs/?86q3qJ

a7

métodos de calculo e analise, expandindo ainda mais as funcionalidades do
gmx_MMPBSA (VALDES-TRESANCO et al., 2021).

4.14.1. Entropia

A ferramenta possui uma metodologia para calcular entropia de interacao (IE)
para estimar a entropia termodinamica no calculo de AG (Figura 40), baseando na
teoria que a perda de liberdade de movimento das moléculas devido a interacao

contribui para a entropia total do sistema.

Figura 40 — Equacao da Energia Livre de Gibbs

AG = AH —TAS

Fonte: Autoria propria. *onde A se refere a variagdo; G é a Energia Livre de Gibbs; H

€ a Entalpia; T € a Temperatura (Kelvin); e S é a entropia.
4.14.2. Energia livre de Gibbs

A variacdo da energia livre de Gibbs simbolizada AG é um conceito
fundamental na termodinamica, representando a energia Gtil que um sistema pode
liberar para realizar trabalho sob condi¢des de temperatura e pressdo constantes, em
outras palavras indica a probabilidade espontanea de um processo ocorrer. calculada
como a diferenca entre as energias livres de solvatacédo das moléculas ligadas e nao

ligadas.
4.14.3. Decomposicao

A analise de decomposicdo no gmx_MMPBSA é uma funcionalidade que
permite o desmembramento da energia livre de ligagcéo entre proteinas e ligantes com
contribuicbes em termos energéticos individuais para cada residuo da proteina,
oferecendo uma visao detalhada das interacfes que determinam a afinidade entre as
moléculas. Por meio disso é possivel identificar aminoacidos especificos que

contribuem favoravelmente ou desfavoravelmente para a ligacdo, informando também
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os tipos de interacdo que dominam a ligacdo entre a proteina e o ligante, como

energias eletrostatica, polaridade e Van der Waals.

4.15. Automacao de calculos

A automacado para realizacdo dos calculos foi um ponto crucial para todo
projeto, devido ao alto numero de calculos a serem realizados. Caso fossem feitos
manualmente, além da demanda de tempo, existe também o risco de erro pelo fator
humano, e tarefas repetitivas sdo facilmente automatizadas por programacao. A
linguagem de programacao escolhida para essa tarefa foi o Python devido a sua vasta
gama de bibliotecas e ferramentas disponiveis para executar o proposto, e €
conhecida por sua simplicidade e flexibilidade.

4.16. Tratamento de dados

Os dados realizados pelo GROMACS foram armazenados em formato .xvg, e
embora seja um formato adequado sua manipulacdo e analise podem ser
desafiadoras devido a sua estrutura e limitacdes para integracdo com ferramentas de
andlise de dados mais modernas, portanto convertemos esses dados para Microsoft®
Excel. Outro fator de motivacéo para conversédo desses dados é que devido ao fato
de serem utilizadas ferramentas distintas para obtencédo desses dados, ambas
ilustravam de formas distintas, ndo seguindo um padrao entre si e dificultando a
analise.

Para superar essas dificuldades, foi desenvolvido um script em Python
utilizando a biblioteca pandas (PANDAS DEVELOPMENT TEAM, 2024), que permitiu
a conversao desses dados para o formato .xIsx que é aceito por programas como
Excel, LibreOffice ou Google Sheets. Além disso o script foi construido de forma aonde
os dados nao foram apenas convertidos para outro formato de arquivo, mas também
agrupados em resultados para as seis dinamicas moleculares distintas em um unico
arquivo Excel. Cada dinamica foi separada por uma planilha dentro do mesmo arquivo.
Outro ponto de foco do script foi a conversao dos valores de nanémetros gerados pelo
GROMACS para angstrons, e por fim também foi inserida uma funcdo para obtencao
de uma sétima planilha que compilou todos os valores das dinamicas, para permitir

uma visao abrangente dos dados.
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Quanto a organizacéo de todos esses dados, 0s arquivos .xvg e cada tipo de
calculo realizado, como energia do sistema, RMSD, RMSF, raio de giro, ligacdes de
hidrogénio e pairdistance, foram mantidos separado em pastas correspondentes,
garantindo que os dados relacionados estejam agrupados de maneira logica e
acessivel. Dentro dessas pastas principais, foram criadas subpastas para cada
aminoéacido analisado, permitindo uma estrutura hierarquica que reflete a organizacéao
dos dados experimentais e facilita a navegacdo e a localizacdo de informacdes
especificas.

4.17. Obtencéao dos graficos

Apds a conversao e organizacao dos dados para o formato .xIsx foi necessario
visualizar os dados para obter as informac¢@es de interesse e interpretar os resultados.
Novamente utilizando Python e a biblioteca pandas para leitura do arquivo .xIsx para
facilitar a manipulacdo e andlise estatistica dos dados, e com eles tabulados e
acessiveis existem diversas técnicas analiticas e métodos que podem ser
empregados, foi utilizado a biblioteca matplotlib (HUNTER, 2007), que permite a
criacao de graficos de linha, barra, dispersao, histograma, entre outros com alto grau
de personalizacdo. O script foi criado para gerar gréficos referente a cada planilha
dentro do arquivo .xlsx, e dois outros graficos adicionais, um responséavel por
concatenar todos os valores referentes as dindmicas envolvendo o modelo de enzima
3HRH, e outro para os modelos de 5VNS, obtendo gréficos distintos separados por
pastas. Trabalhamos com dois scripts diferentes, um para gerar graficos de linha para
os calculos de RMSD, RMSF, raio de giro, e pairdistance, e outro para gerar graficos
de coluna para os calculos de ligagdes de hidrogénio e energia.

5. Resultados e Discussao

5.1. Modelagem dos ligantes

Os ligantes Orlistat e Orlistat hidrolisado foram modelados e caracterizados

computacionalmente, obtendo as estruturas apresentadas na Figura 41. As

caracteristicas fisico-quimicas estao apresentadas na Tabela 1.
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Figura 41 — Ligantes utilizados nos estudos

Fonte: Autoria Prépria. As imagens foram convertidas em planares (2D) para fins de
melhor visualizacdo no presente trabalho. A: Orlistat (Tetrahidrolipstatina); B: Orlistat

hidrolisado

Tabela 1 — Caracteristicas Fisico-Quimicas dos ligantes utilizados

A : Orlistat
Parametro Orlistat hidrolisado
logP 8,11 6,84
Momento de dipolo 5,26 Debye 3,22 Debye
Area de Superficie Polar (2D) 81,7A2 92,7A2
Area da Superficie Molecular (3D - VdW)  926,48A2 916,32A2
Volume de Van der Waals 525,84A3 522,04A3
Ligacao de H (Acc/Don) 1/3 4/2

*VdW = Van der Waals; Acc/Don = Aceptor / Doador de ligacao de hidrogénio

Os parametros fisico-quimicos calculados mostram que existem diferencas
maiores na lipossolubilidade, no momento de dipolo e no potencial de realizacao de
ligacbes de hidrogénio, o que pode ajudar a explicar as respostas obtidas nas
dindmicas moleculares subsequentes.

5.2.Docagem Molecular

A docagem foi realizada para os complexos de Ag85c e THL (ORL) ou Ag85c e
THL “hidrolisado” (ORLm). Para o modelo 5VNS da Ag85c o docking ainda foi
realizado com e sem moléculas de dgua mantidas no sitio catalitico. Os melhores

“scores” CHEMPLP.Fitness para cada associacéo estado descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Resultados do “score” CHEMPLP.Fitness das melhores poses obtidas

no docking
Associacdo Score CHEMPLP.Fitness
3HRH + ORL 87.7532
3HRH + ORLmM 91.2432
5VNS + ORLmM 88.8645
5VNSH20 + ORLM 88.5984

*3HRH e 5VNS: Cddigo PDB da proteina Ag85c de M. tuberculosis.ORL.: orlistat
(Tetrahidrolpstatina); ORLm: orlistat hidrolisado .

E possivel observar pelos resultados dos “scores” obtidos na docagem que a
afinidade € bastante semelhante, independente da enzima e do ligante utilizados.
Entretanto, quando se observam as melhores poses (Figura 42), é nitido que o Orlistat
integro (n&o hidrolisado — Figura 42A) consegue entrar melhor no “pocket” da enzima
3HRH, do que o Orlistat hidrolisado (Figura 42B) que € o nosso modelo de enzima
ativa. Isso corrobora o entendimento de que para a inibicdo enzimatica acontecer o
THL (Orlistat) entra na enzima Ag85c e é hidrolisado pela atividade catalitica da

mesma.
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Figura 42 — Docagem molecular entre Ag85c e THL (Orlistat)

Fonte: Autoria Prépria. A: ORL docado na enzima Ag85c (PDB 3HRH); B: ORL
hidrolisado docado na enzima Ag85c (PDB 3HRH); C: ORL hidrolisado docado na
enzima Ag85c (PDB 5VNS); D: ORL hidrolisado docado na enzima Ag85c (PDB

5VNS), com moléculas de agua no sitio catalitico.
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Ainda, uma vez que existe a ligacao do Orlistat hidrolisado ao sitio catalitico, deve
acontecer algum tipo de alteragédo no espaco disponivel dentro do “pocket” da enzima.
E provavel que essa alteracéo seja a movimentacdo da hélice 09, que se mostra em
posicdo diferente na proteina 5VNS (Figura 43). As hélices apresentam um RMSD de
3,315A entre as duas estruturas. Se considerarmos apenas os residuos que mais se
movimentam (ILE222 a LEU230), esse RMSD sobe para 5,275A. Considerando que
um dos residuos da triade catalitica € justamente o GLU228 (cuja funcdo sera
discutida a seguir), esse deslocamento da hélice, induzida pelo Orlistat hidrolisado
pode ser o responsavel pela irreversibilidade da ligacao.

Além disso, a presenca de agua no sitio catalitico (Figura 42D) aparenta ser
importante para a melhor pose do Orlistat metabolizado, ja que com essa configuracéo
o ligante se apresentou mais inserido no “pocket” da enzima em relagdo ao mesmo

ligante docado na proteina 5VNS com todas as aguas removidas do sistema.

Figura 43 - Sobreposicao das enzimas Ag85C PDB 3HRH e 5VNS

Hélice a9

Fonte: Autoria Propria. PDB 3HRH em cor rosa. PDB 5VNS em cor verde. Hélice a9

indicada na imagem.

5.3.Complexo Ag85c-THL

5.3.1. Mecanismo de acdo da Ag85c
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A Ag85c € uma enzima multifuncional que atua como uma micoliltransferase,
com funcéo de catalisar a transferéncia de acidos micadlicos para a parede celular, que
de forma simplificada e didatica realiza fisiologicamente, na micobactéria, trés
reacOes, catalisando a transferéncia de um tipo de lipidio chamado &cido micdlico
(MA) de um doador (trealose monomicolato - TMM) para um aceitador
(arabinogalactano - AG) ou outro TMM, formando trealose dimicolato (TDM) ou micolil
arabinogalactano (mAG). Inicialmente temos a interacdo do sitio ativo da enzima com
um doador de acido micdlico, geralmente a trealose monomicolato, onde os residuos
de aminoacidos Serl24, His260 e Glu228 desempenham as principais reacfes
(Figura 44).

Figura 44 — Mecanismo de reacdao fisiolégico da Ag85c
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Fonte: GOINS et al., 2018a

Apos o posicionamento do TMM no sitio ativo, a hidroxila do residuo de Ser124
atua como um nucledfilo atacando o carbono eletrofilico do TMM, resultando na

formacgéo de um intermediario acil-enzima, onde a Serl24 esta covalentemente ligada


https://www.zotero.org/google-docs/?WzgBRW
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ao TMM. Esse processo € desencadeado pela His260, que atua como um
estabilizador e um ativador da reacdo tendo um papel semelhante a uma base,
facilitando a desprotonacéo do grupo hidroxila da Ser124, o que aumenta a reatividade
do oxigénio nucleofilico. Além disso, o residuo His260 pode formar uma ligacdo de
hidrogénio com o grupo carbonilico do TMM, ajudando a estabilizar a transicdo do
estado de reacao. Por outro lado, o Glu228 atua como um acido, doando um proéton e
regulando o pH local no sitio ativo, importante para a ativagdo do nucledfilo e a
formacao do intermediario, garantindo que a reacao prossiga de maneira eficiente.

Com a formacéo do intermediario acil-enzima, a rea¢do avanca para a segunda
metade, onde um segundo TMM se liga ao sitio ativo da Ag85c, onde a interacéo entre
His260 e o segundo TMM é fundamental para a formacédo da nova ligagdo, enquanto
Glu228 continua a desempenhar seu papel ajudando a estabilizar o estado de
transicao, e finalmente, apds a formacédo do TDM, o produto é liberado do sitio ativo
da Ag85c.

A dindmica entre Serl24, His260 e Glu228 é essencial para garantir que a
reacdo ocorra de forma eficiente e que o produto final seja formado e liberado
adequadamente. Por meio dessa interacdo coordenada entre esses residuos de
aminoacidos ndo apenas permite a sintese do TDM, mas também exemplifica a

complexidade e a precisdo das reacfes enzimaticas em sistemas bioldgicos.

5.3.2. Dinamicas Moleculares

5.3.2.1. RMSD Enzima-Enzima

Para a 3HRH quando observado a enzima apo o RMSD teve sua maior
variagdo com quase 2 angstrons de diferenca se comparado ao ponto inicial e final da
dindmica, a 3HRH com THL hidrolisado teve valores muito préximos se comparado a
enzima apo. Entretanto quando temos o THL inteiro o RMSD foi mais estavel, variando
menos que 1 angstrom ao longo de toda a dinamica, e com as alteragbes mais
significativas no comeco, dessa forma interpretamos que nesta conformagao com o
THL integro a enzima sofre alteragBes maiores e com uma velocidade superior se

comparada aos outros, mas depois de um tempo ha uma estabilizacéo (Figura 45).
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Figura 45 - RMSD das dinamicas 3HRH comparando enzima-enzima ao longo do

tempo

3HRH

—— 3HRH_apo
3HRH_ORL
—— 3HRH_ORLm

'],ﬁ,-hll;lll

3_ - L ’.'.."WM"HF"

RMSD(A)

T
0 20 40 60 80 100
Time(ns)

Fonte: Autoria propria.

Ao observar a enzima 5VNS os valores também sdo muito préximos, mostrando
gue essa conformacdo tem uma estabilidade maior quando comparada ao 3HRH
guando o THL esta em sua conformacdo com o anel B-propriolactamico aberto (Figura
46).

Observando ambos os graficos em conjunto temos resultados que sao
semelhantes aos encontrados na literatura, mostrando que a hélice a9 possui um
papel fundamental no impacto da inibicdo da enzima e nas interagcbes moleculares

com determinadas moléculas (GOINS et al., 2017).



57

Figura 46 - RMSD das dinamicas 5VNS comparando enzima-enzima ao longo do

tempo
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Fonte: Autoria propria.

5.3.2.2. Raio de giro

O raio de giro de todas as dinamicas, independente da enzima utilizada, foi
muito préximo (Figuras 47 e 48), mas € muito interessante de se observar os valores,
onde o raio de giro teve uma variagdo préoxima aos 17 angstrons ao longo do tempo.
Consultando a literatura encontramos um estudo onde foram utilizados outros 3
ligantes para a Ag85c, e no mesmo o0s valores ficaram entre 20 a 22 angstrons,
indicando que no nosso estudo com THL a enzima assumiu uma conformagdo mais
compacta ao longo dos 100ns. (NAGPAL et al., 2020).
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Figura 47 - Raio de giro durante a dinamica entre a Ag85c (PDB 3HRH) e o Orlistat

ou Orlistat hidrolisado
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Figura 48 - Raio de giro durante a dinamica entre a Ag85c (PDB 5VNS) e o Orlistat

hidrolisado com ou sem agua no sitio catalitico
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5.3.2.3. Calculos por residuo

Apéds as dindmicas, os resultados dos calculos energéticos e cinéticos foram
plotados e avaliados. As variagfes significativas dos residuos importantes para a

catalise mediada pela Ag85c estdo descritas nos topicos a seguir

5.3.3. RMSF - Glu228

Para as dinamicas com 3HRH quando o anel propriolactamico esta inteiro
(Figura 49) o aminoacido teve uma variacdo menor de movimentacdo em toda a
dindmica, de todos os seus atomos, o que pode demonstrar que a interagdo que leva
a hidrolise do Orlistat passa pela imobilizacdo deste residuo. Tanto € assim que o
Orlistat ja hidrolisado interfere muito pouco na mobilidade deste residuo (Figura 49 e
50). O Glu228 faz parte da triade catalitica da enzima junto com Serl24 e His260
(RUNNING et al., 2000), reforcando que a estrutura do anel € fundamental para
atividade do THL (GOINS et al., 2018b).

Figura 49 - RMSF do residuo Glu228 da Ag85c (PDB 3HRH) e o Orlistat ou Orlistat
hidrolisado
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Fonte: Autoria propria. A enzima “apo” (sem ligante, em azul), serve como comparagao
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Figura 50 - RMSF do residuo Glu228 da Ag85c (PDB 5VNS) e o Orlistat hidrolisado

com ou sem agua no sitio catalitico
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Fonte: Autoria propria. A enzima “apo” (sem ligante, em azul), serve como comparagao

5.3.4. Ligacao de hidrogénio — Serl24

Para a enzima 3HRH tivemos poucas ligacées de hidrogénios, esporadicas,
durante a dindmica (Figura 51), mas ao observar a enzima 5VNS quando ha a
presenca de agua no sitio catalitico temos ligagbes de hidrogénio muito frequentes
durante toda a dindmica, indicando a possibilidade de interacbes durante esse
momento (Figura 52). A ser124 é um importante alvo para inibicdo da Ag85c, sendo o
principal aminoacido que realiza a reagéo da enzima (GOINS et al., 2018a), sendo um
alvo bastante promissor e estudado por diversos autores devido ao seu papel critico
(ADEWUMI et al., 2022).
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Figura 51 — Ligacdes de hidrogénio para o residuo Ser124 durante a dinamica entre a
Ag85c (PDB 3HRH) e o Orlistat ou Orlistat hidrolisado
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Fonte: Autoria prépria. Note que, neste caso ndo temos a enzima apo, uma vez que
por nao ter ligante ndo ha um segundo grupo para comparar e calcular as ligacées de

hidrogénio, e 0 mesmo se repete para graficos posteriores.
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Figura 52 — Ligacdes de hidrogénio para o residuo Ser124 durante a dinamica entre a

Ag85c (PDB 5VNS) e o Orlistat hidrolisado com ou sem agua no sitio catalitico
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Fonte: Autoria propria.

5.3.5. Ligacao de hidrogénio - Glu228

Ao analisar todas as dindmicas vemos que para 3HRH ndo h& quaisquer
indicios de ligacGes de hidrogénio ao longo da dindmica (Figura 53), apenas quando
temos a enzima 5VNS, especificamente com auséncia de 4gua no sitio catalitico
que acontece ligacbes de hidrogénio em diversos momentos ao longo do tempo
(Figura 54). Esse dado ilustra novamente como a hélice alfa-9 e a conformacédo da
enzima é importante para determinadas interac6es (GOINS et al., 2017).
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Figura 53 — Ligacéo de hidrogénio para o residuo Glu228 durante a dinamica entre a
Ag85c (PDB 3HRH) e o Orlistat ou Orlistat hidrolisado
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Fonte: Autoria propria.

Figura 54 - Ligacdes de hidrogénio para o residuo Glu228 durante a dindmica entre a

Ag85c (PDB 5VNS) e o Orlistat hidrolisado com ou sem agua no sitio catalitico
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Fonte: Autoria propria.
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5.4.Pairdistance aminoacidos

5.4.1. Pairdistance - Serl24

Em 3HRH com o THL inteiro houve uma repulséo significativamente alta entre
esse aminoacido e o THL durante toda a dinamica se comparado ao THL na forma
hidrolisada, com média de 8 angstrons de diferenca durante toda a dinamica (Figura
55), sendo um possivel indicio que para esta interagcdo acontecer o anel
propriolactamico deve estar na sua forma integra. Mas para 5VNS (Figura 56) ndo
houve maiores alteracbes. A inibicdo da Serl24 pode afetar a atividade de
transferéncia de mocolil, inibindo a sintese de trealose dimicolato e a micolilacdo de
arabinogalactano (VILJOEN et al., 2018).

Figura 55 - Pairdistance para o residuo Serl124 da Ag85c (PDB 3HRH) e o Orlistat ou

Orlistat hidrolisado
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 56 — Pairdistance para o residuo Serl24 da Ag85c (PDB 5VNS) e o Orlistat

hidrolisado com ou sem agua no sitio catalitico
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Fonte: Autoria propria.

5.5.Célculos de MMPBSA

5.5.1. Entropia

Para as dinamicas com a enzima na forma de 3HRH os resultados foram
relativamente proximos, enquanto com o THL em sua forma inteira a energia alcancou
o ponto de 24 Kcal/mol (Figura 57), com ele hidrolisado o valor alcancado foi de 27
Kcal/mol (Figura 58). Também é interessante ser ressaltado a forma como aconteceu
a progressao energética, enquanto com o THL em sua forma inteira a variacédo foi
mais abrupta apds os 90ns se mantendo estavel no valor de aproximadamente 21
Kcal/mol ao longo da dindmica, com o THL hidrolisado a variagdo aconteceu logo nos
primeiros 20ns. Com base nisso podemos inferir que, enquanto com o THL inteiro a
enzima pode ter tido uma repulsdo ao THL apenas nos momentos finais, para o THL
hidrolisada com a enzima nessa conformacdo a repulsédo aconteceu logo nos

primeiros hanossegundos.
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Figura 57 — Entropia de interacdo da dindmica 3HRH com THL inteiro ao longo do
tempo
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Fonte: Autoria propria.

Figura 58 — Entropia de interagéo da dinamica 3HRH com THL hidrolisado ao longo

do tempo
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Fonte: Autoria propria.

Ao observar o THL com a enzima 5VNS na presenca de agua a entropia se
estabilizou por volta de 27 Kcal/mol (Figura 59), enquanto sem agua em 20 Kcal/mol
(Figura 60), mostrando que a presenca de agua alterou a perturbacdo do meio. Ao

comparar com a 5VNS notamos que ha um padrao semelhante a forma hidrolisada do
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orlistat com a enzima 3HRH no crescimento dos valores, variando apenas o valor

maximo alcancado.

Figura 59 — Entropia de interagdo da dindmica 5VNS com THL hidrolisado com a4gua
no sitio catalitico ao longo do tempo
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Fonte: Autoria propria.

Figura 60 — Entropia de interagdo da dinamica 5VNS com THL hidrolisado sem &gua
no sitio catalitico ao longo do tempo
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Fonte: Autoria propria.

5.5.2. Energia livre de Gibbs
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A energia livre de Gibbs de forma geral obtiveram valores muito semelhantes
entre si, entretanto para a enzima 3HRH com o THL hidrolisado a energia livre teve
uma reducdo maior que 20 Kcal/mol, tendo sua energia livre proxima de zero, tornando
a reagdo quase que inativa, mostrando que com a enzima nessa conformagao caso o
anel propriolactamico esteja integro, sua espontaneidade de ligacdo € quase nula.
Para as outras dinamicas mesmo com valores préximos, na enzima 5VNS a reacao
foi ainda mais espontanea (Figura 61) (GILBERT et al., 2024).

Figura 61 - Energia livre de Gibbs (AG) para todas as dinamicas realizadas com
enzimas e o THL
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Fonte: Autoria prépria.

5.5.3. Energia por aminoacido — Ser124

Quanto a enzima 3HRH n&o observamos valores significativos, sendo a maior
distincdo entre ambas 0 aumento da repulséo polar, enquanto na forca integra do THL
temos uma repulséo de 0.15 Kcal/mol (Figura 62), na forma hidrolisada a repulséo
passa a 0.42 Kcal/mol (Figura 63). Mas para a enzima 5VNS temos valores mais

expressivos, quando ha a presenga de agua no “pocket” da enzima temos uma maior
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atracdo de Van der Waals e eletrostatica (Figura 64) quando comparada a forma sem
agua no local (Figura 65), indicando que a agua pode ter um papel importante para
este aminoacido, uma vez que a Serl24 é capaz de modificar covalentemente
determinados inibidores (BARRY et al., 2011).

Figura 62 - Energia por aminoacido do residuo Serl24 da Ag85c (PDB 3HRH) e o
Orlistat
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Fonte: Autoria prépria. *int: Contribuicdo/Forga de energia interna; vdw: Contribuicdo
de Van der Waals, eel: Contribuicdo de energia eletrostatica; pol: Contribuicdo da
energia livre polar; sas: Contribuicdo da energia livre n&o-polar; tot: Total de
contribuicdo das energias livres (“Python API - gmx_MMPBSA Documentation”, 2024).
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Figura 63 - Energia por aminoacido do residuo Serl24 da Ag85c (PDB 3HRH) e o
Orlistat hidrolisado
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Fonte: Autoria prépria. *int: Contribuicdo/Forga de energia interna; vdw: Contribuicdo
de Van der Waals, eel: Contribuicdo de energia eletrostatica; pol: Contribuicdo da
energia livre polar; sas: ContribuicAo da energia livre ndo-polar; tot: Total de
contribui¢cao das energias livres (“Python API - gmx_MMPBSA Documentation”, 2024).
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Figura 64 - Energia por aminoacido do residuo Serl124 da Ag85c (PDB 5VNS) e o

Orlistat hidrolisado com agua no sitio catalitico
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Fonte: Autoria prépria. *int: Contribuicdo/Forga de energia interna; vdw: Contribuicdo
de Van der Waals, eel: Contribuicdo de energia eletrostatica; pol: Contribuicdo da
energia livre polar; sas: ContribuicAo da energia livre ndo-polar; tot: Total de

contribui¢cao das energias livres (“Python API - gmx_MMPBSA Documentation”, 2024).
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Figura 65 - Energia por aminoacido do residuo Serl124 da Ag85c (PDB 5VNS) e o

Orlistat hidrolisado sem agua no sitio catalitico
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Fonte: Autoria prépria. *int: Contribuicdo/Forga de energia interna; vdw: Contribuicdo
de Van der Waals, eel: Contribuicdo de energia eletrostatica; pol: Contribuicdo da
energia livre polar; sas: Contribuicdo da energia livre ndo-polar; tot: Total de

contribuigao das energias livres (“Python APl - gmx_MMPBSA Documentation”, 2024).

5.5.4. Energia por aminoécido — Glu228

Ao calcular energia em todas as dinamicas se nota que para 3HRH com o THL
integro ha uma atracao eletrostatica de 0.41Kcal/mol entre o0 aminoacido e o ligante e
uma repulsdo polar de 0.69 Kcal/mol (Figura 66), que ao calcular o total ndo ha
alteracdes significativas uma vez que as for¢cas se anulam, mas € curioso notar que
para 3HRH com orlistat hidrolisado temos uma inversao nas forgas, tendo uma
repulsdo eletrostatica de 0.91 Kcal/mol e uma atragéo polar de 0.79 Kcal/mol, (Figura
67) resultando novamente em forgas que no total se anulam.

Na 5VNS com agua no sitio catalitico temos forcas de atracao eletrostatica e
repulséo polar, que ao calcular no total se anulam (Figura 68). Entretanto o dado mais
expressivo aparece na for¢ca sem agua presente no sitio, onde ha uma forte repulséo

polar de 3.24 Kcal/mol, onde mesmo com uma atracdo de Van der Waals e
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eletrostatica ndo é o bastante para que no total haja uma repulsdo em torno de 0.87
Kcal/mol (Figura 69), ilustrando que caso néo haja agua presente no local o THL passa
a ter uma repulsdo por esse residuo de aminoacido, mas é importante lembrar que
para Serl24 a 4gua € importante para que haja atracdo entre o ligante e o residuo em

guestao, portanto a agua se faz necessaria em determinados momentos.

Figura 66 - Energia por aminoacido do residuo Glu228 da Ag85c (PDB 3HRH) e o
Orlistat
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Fonte: Autoria prépria. *int: Contribuicdo/Forga de energia interna; vdw: Contribuicdo
de Van der Waals, eel: Contribuicdo de energia eletrostatica; pol: Contribuicdo da
energia livre polar; sas: Contribuicdo da energia livre n&o-polar; tot: Total de

contribuigao das energias livres (“Python APl - gmx_MMPBSA Documentation”, 2024).
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Figura 67 - Energia por aminoacido do residuo Glu228 da Ag85c (PDB 3HRH) e o

Orlistat hidrolisado

Glu228 - 3HRH_ORLmM

0.75 -
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0.25 A

0.07

0.00 0.00

0.00 4

Kcal/mol

—0.25 4

—0.50 +

—0.75 1

T T T T T T
int vdw eel pol sas tot

Fonte: Autoria prépria. *int: Contribuicdo/Forga de energia interna; vdw: Contribuicdo
de Van der Waals, eel: Contribuicdo de energia eletrostatica; pol: Contribuicdo da
energia livre polar; sas: ContribuicAo da energia livre ndo-polar; tot: Total de

contribui¢cao das energias livres (“Python API - gmx_MMPBSA Documentation”, 2024).
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Figura 68 - Energia por aminoacido do residuo Glu228 da Ag85c (PDB 5VNS) e o
Orlistat hidrolisado com agua no sitio catalitico

Glu228 - 5VNS_H:0 ORLm
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0.3 4

0.2 4
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Kcal/mol

0.00 0.00 0.p2

0.0 4

T T T T T T
int vdw eel pol sas tot

Fonte: Autoria prépria. *int: Contribuicdo/Forga de energia interna; vdw: Contribuicdo
de Van der Waals, eel: Contribuicdo de energia eletrostatica; pol: Contribuicdo da
energia livre polar; sas: ContribuicAo da energia livre ndo-polar; tot: Total de

contribui¢cao das energias livres (“Python API - gmx_MMPBSA Documentation”, 2024).
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Figura 69 - Energia por aminoacido do residuo Glu228 da Ag85c (PDB 5VNS) e o

Orlistat hidrolisado sem agua no sitio catalitico

Glu228 - 5VNS_ORLm
3.24

087

Keal/mol

T T
int tot

Fonte: Autoria prépria. *int: Contribuicdo/Forga de energia interna; vdw: Contribuicdo
de Van der Waals, eel: Contribuicdo de energia eletrostatica; pol: Contribuicdo da
energia livre polar; sas: Contribuicdo da energia livre ndo-polar; tot: Total de

contribuigao das energias livres (“Python APl - gmx_MMPBSA Documentation”, 2024).

5.5.5. Energia por aminoécido — His260

Durante todas as dindmicas com 3HRH observando apenas o valor total se
nota que ndo houve valores expressivos, mas analisando cada forga em cada grafico
guando temos o THL integro ha uma atracéo relacionada a Van der Waals e uma
repulsdo eletrostatica que se igualam numericamente (Figura 70), e 0 mesmo
comportamento no que se refere as forgas totais se repete para a forma com THL
hidrolisado (Figura 71), sendo que a distingdo se refere na atragdo eletrostatica
seguida de uma repulséo polar.

Para 5VNS em ambos os casos temos uma atracdo entre o THL e a enzima
causada pela interacdo de Van der Waals com valores numéricos semelhantes, mas
quando h& a presenca de agua no sitio ocorre uma leve repulsdo polar de 0.23

Kcal/mol (Figura 72) que ndo se repete quando se tem auséncia de agua no local
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(Figura 73), resultando numa maior afinidade no total pela forca sem agua no sitio
entre o residuo e o THL. Ha relatos de que a His260 na conformacdao catalitica é capaz
de ativar moléculas de agua para promover hidrélise do complexo acil-enzima (KHAN
et al., 2021).

Figura 70 - Energia por aminoacido do residuo His260 da Ag85c (PDB 3HRH) e o
Orlistat

His260 - 3HRH_ORL
0.44
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0.0 0.04

-0.07

T T T T T T
int vdw eel pol sas tot

Fonte: Autoria prépria. *int: Contribuicdo/Forga de energia interna; vdw: Contribuicdo
de Van der Waals, eel: Contribuicdo de energia eletrostatica; pol: Contribuicdo da
energia livre polar; sas: Contribuicdo da energia livre n&o-polar; tot: Total de

contribui¢cao das energias livres (“Python API - gmx_MMPBSA Documentation”, 2024).
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Figura 71 Energia por aminoacido do residuo His260 da Ag85c (PDB 3HRH) e o
Orlistat hidrolisado

His260 - 3HRH_ORLm
2.22

0.00 0.06

Kcal/mol

T T T T T T
int vdw eel pol sas tot

Fonte: Autoria prépria. *int: Contribuicdo/Forga de energia interna; vdw: Contribuicdo
de Van der Waals, eel: Contribuicdo de energia eletrostatica; pol: Contribuicdo da
energia livre polar; sas: ContribuicAo da energia livre ndo-polar; tot: Total de
contribui¢cao das energias livres (“Python API - gmx_MMPBSA Documentation”, 2024).



79

Figura 72 - Energia por aminoacido do residuo His260 da Ag85c (PDB 5VNS) e o
Orlistat hidrolisado com agua no sitio catalitico

His260 - 5VNS_H:0_ORLm
0.23

0.2 4

0.1+

0.0 4

Kcal/mol

—0.2 4

T T T T T T
int vdw eel pol sas tot

Fonte: Autoria prépria. *int: Contribuicdo/Forga de energia interna; vdw: Contribuicdo
de Van der Waals, eel: Contribuicdo de energia eletrostatica; pol: Contribuicdo da
energia livre polar; sas: Contribuicdo da energia livre ndo-polar; tot: Total de
contribuigao das energias livres (“Python APl - gmx_MMPBSA Documentation”, 2024).
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Figura 73 - Energia por aminoacido do residuo Serl124 da Ag85c (PDB 5VNS) e o

Orlistat hidrolisado sem agua no sitio catalitico

His260 - 5¥VNS_ORLm
0.03

——

0.00
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—0.4 4
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T T T T
int vdw eel pol sas tot

Fonte: Autoria prépria. *int: Contribuicdo/Forga de energia interna; vdw: Contribuicdo
de Van der Waals, eel: Contribuicdo de energia eletrostatica; pol: Contribuicdo da
energia livre polar; sas: Contribuicdo da energia livre ndo-polar; tot: Total de

contribuigao das energias livres (“Python APl - gmx_MMPBSA Documentation”, 2024).

6. Concluséo

A andlise das dindmicas moleculares revelou informagfes cruciais sobre a
estabilidade e a conformacédo da Ag85c na presenca da tetrahidrolipstatina, sugerindo
que essa interacdo pode interferir na funcdo enzimatica e, consequentemente, na
viruléncia do Mycobacterium tuberculosis. Esses achados nédo apenas corroboram a
relevancia da tetrahidrolipstatina como um potencial agente terapéutico, mas também
abrem novas avenidas para a pesquisa sobre inibidores enzimaticos.

A investigacdo sobre a interacdo entre a tetrahidrolipstatina e a enzima Ag85c
do Mycobacterium tuberculosis revela insights significativos sobre a dinamica

molecular e a potencial eficicia terapéutica desse inibidor.
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Além disso, a analise das dinamicas moleculares ressaltou a importancia da
mudanca conformacional enzimatica para interacdo com ligante em questdo, tendo
implicagbes importantes na funcionalidade da Ag85c, uma vez que a estrutura da
enzima é fundamental para sua atividade catalitica. A compreensao dessas mudancas
estruturais é essencial para o desenvolvimento de inibidores mais eficazes, pois pode
fornecer pistas sobre como a tetrahidrolipstatina e outros compostos podem ser
projetados para se ligarem de maneira mais eficiente ao sitio ativo da enzima.

A continuidade da pesquisa pode se concentrar em estudos mais aprofundados
sobre as ligagdes atbmicas a nivel de orbitais moleculares entre a tetrahidrolipstatina
e a Ag85c, bem como na otimizacdo do THL. A analise detalhada das interacdes
atdmicas pode revelar informagdes valiosas sobre como melhorar a afinidade e a
especificidade do ligante, potencialmente levando ao desenvolvimento de novos

farmacos que sejam mais eficazes no combate a tuberculose.
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