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RESUMO

Nesse trabalho, o docking e a dindmica molecular foram utilizados como métodos de
investigacdo das formas de interacdo entre um oligonucleotideo de B-DNA e duas novas
Bases de Troger fluorescentes, com o proposito de verificar sua potencialidade como sondas
bioldgicas. Para o docking molecular foi utilizado o protocolo descrito por Ricci et. al. (2009),
que demonstrou ser um método promissor para reconhecer os modos de ligagdo e descrever a
interacdo entre as Bases de Troger e os oligonucleotideos. Os complexos obtidos a partir dos
docking foram utilizados como ponto de partida para as simulagdes de dinamica molecular
usando o programa GROMACS e o campo de forca AMBERO3, como descrito por Ricci et.
al. (2010). A andlise dos resultados das simulagBes mostraram a possibilidade, de que as
Bases de Troger podem interagir de maneiras diferentes com o oligonucleotideo com
preferéncia pela interagdo com sulco menor desse receptor. Durante todas as simulagdes 0s
ligantes mantiveram-se com uma forte interagdo com o oligonucleotideo, sem causar a
desnaturacdo do mesmo. Globalmente, os resultados sugerem que as Bases de Troger podem
interagir com o sulco menor do oligonucleotideo mas também s&o capazes de interagir como
intercaladores. Devido as fortes interacdes, e també as propriedades fotofisicas (das Bases de
Troger propostas nesse trabalho), essas moléculas podem atuar como possiveis sondas

bioldgicas.

Palavras chave: Docking molecular, dindmica molecular, Bases de Troger.
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ABSTRACT

In this work, docking and molecular dynamics simulations were used to ingestigate the
interaction between a B-DNA oligonucleotide and two fluorescent Troger’s bases, in order to
verify their potential use as biological probes. For dockings was used protocol described by
Ricci et. al. (2009), which proved to be a promising method to recognize the binding modes
and describe the interaction between this class of compounds and the oligonucleotide. The
complexes obtained from dockings were used as starting point for molecular dynamics
simulations using GROMACS and the AMBERO3 Force Field, as described by Ricci et. al.
(2010). The analyzes of the simulation results showed the possibility that the Troger Bases
can interact in different ways with the oligonucleotide, with some preference for this
receptor’'s minor groove. During all simulations the ligands have maintained a strong
interaction with the oligonucleotide, without causing denaturation of the same. Overall, the
results suggest that Troger's Bases may interact with the minor groove of olinucleotide but
are also able to interact as an intercalator, depending upon the substituents present. Due to the
strong interactions, and also the peculiar photophysical properties, this class of molecules may

act as a potential DNA probe.

Key words: molecular docking, molecular dynamics, Trdger’s bases.
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1  INTRODUCAO

No final no século XIX, o aleméo Julius Troger sintetizou um composto com
caracteristicas proprias (Figura 1) que deu origem a um grupo de compostos, chamados

atualmente de Bases de Troger, os quais suas aplicagdes sdo alvo de diversas pesquisas

= N CH-
S

HLC N

atualmente.

Figura 1: Estrutura do composto sintetizado por J. Troger.

A estrutura do composto sintetizado por Troger foi determinada por Spielman em 19352 O
composto apresentava uma estrutura na forma de “V” e rigida, com os anéis aromaticos

planos e praticamente perpendiculares entre si.

As Bases de Troger sdo moléculas quirais, por possuirem dois nitrogénios
estereogénicos.Prelog, em 1944, determinou suas formas enantioméricas: (5S,11S)-(+) e
(5R,11R)-(-).

Com o desenvolvimento das diversas areas da biologia, bioquimica e biofisica, e a
evolugéo do conhecimento do genoma de diferentes organismos e seus processos celulares,
ocorreu um grande crescimento no interesse pelas moléculas capazes de interagir com o
DNA, buscando as formas de sintese e a elucidacdo dos mecanismos de interacdo desses

compostos.

As principais substancias conhecidas, com capacidade de interagir com 0 DNA, ndo
apresentam seletividade e sdo muito toxicas, ja os andlogos das Bases de Troger (BT) em
alguns experimentos tem se mostrado capazes de interagir com o DNA, talvez pela sua

geometria e caracteristicas particulares, dando um carater seletivo a esse tipo de ligante.

A partir de 1985, diversos pesquisadores tém trabalhado nesse campo de aplicagéo
dos anélogos das BT. O percursor nesses estudos foi Wilcox, que sintetizou e verificou a

capacidade de analogos das Bases de Troger interagir com derivados da biotina e adenina.



Em 1991, Yashima et. et. al. sintetizaram analogos das BT e verificaram, pela
primeira vez, a capacidade desses compostos interagir de forma ndo covalente ao DNA. Esse
foi o0 pontapé inicial para muitas investigagdes sobre a interacdo das BT com o DNA. Esse
mesmo grupo sugeriu que o isdbmero levorrotatério (-)-(R,R) seria capaz de interagir com o
oligonucleotideos de B-DNA porque ambos possuem uma orientacdo de mdo direita. Essa
hipotese foi confirmada por Tatibouét e seus colaboradores. Essa seletividade foi

confirmada experimentalmente pelos grupos de Bailly(2000) e Baldeyrou (2002).

Posteriormente, outros grupos de pesquisa, utilizaram compostos conhecidos pela sua
capacidade de interagir com o DNA (como a fenantrolina e proflavina) para sintetizar

analogos das Bases de Troger capazes de interagir com o DNA.

(-)-(R,R) (+)-(S,8)

Figura 2: Formas enantioméricas de analogos das BT, simétricas, com substituintes de

proflavina.

Outras aplicacOes das Bases de Troger apresentam usos como catalisadores, ligantes

quirais e diferentes atividades biol6gicas.

Dentre as diversas sinteses propostas na literatura, podem-se destacar as realizadas
em 2004 por Abella e.t al. Esse grupo sintetizou novos analogos das bases de Trdger, com
propriedades fluorescentes, 0s quais apresentaram um grande potencial para utilizacdo como

sondas bioldgicas.

No entanto a falta de dados experimentais torna de grande importancia a elucidagéo
dos mecanismos de interacdo moleculares envolvidos entre os derivados das BT com 0 DNA
para determinar se ha alguma seletividade no modo de interagdo entre essas estruturas. A
estrutura em forma de “V” das BT e os diferentes substituintes podem estar diretamente
ligados as formas de interacbes com o DNA, tornando esses ligantes e seus andlogos

substancias capazes de interagir de forma seletiva e como marcadores de DNA em potencial.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar as formas de interacdo de derivados fluorescentes das Bases de Trdger com
um fragmento de B-DNA (um dodecémero, referido no trabalho simplesmente como
“oligonucleotideo”), investigando a estabilidade dos complexos e analisando a
potencialidade de aplicacdo de tais compostos como sondas bioldgicas, via docking e

dindmica molecular.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

I) Obter a geometria de diferentes complexos de interacdo entre dois analogos de BT e o
oligonucleotideo de B-DNA, a partir da docking molecular, utilizando estes como pontos de

partida para simulacdes de dindmica molecular;

I) Analisar a estabilidade dos complexos obtidos através das simulacbes de dindmica

molecular;
I11) Verificar as alteragBes estruturais, causadas pelas BT, no oligonucleotideo;

IV) Avaliar o modo de interacéo entre os analogos das BT e o oligonucleotideo, através dos
dados obtidos nas simulagdes de dinamica molecular para verificar sua potencial aplicagéo

em meios bioldgicos.



3 BASES DE TROGER

3.1 HISTORICO

Em 1887, Carl Julius Ludwig Troger, sintetizou o composto 2,8-dimetil-6H,12H-
(5,11)-metanodibenzo[b,f][1,5]diazocina a partir da p-metilanilina e o formaldeido em
presenca de &cido cloridrico (Figura 3), sendo esse composto o percursor de uma nova classe

de compostos conhecida como Bases de Troger (BT).

CH,
3 HCHO ‘
HYEtOH
HsC

N

NH,

CH4
Figura 3: Reacdo de sintese original de TROGER.

A estrutura do composto sintetizado por Troger foi proposto, ap6s muitas
controvérsias, por Spielman em 1935. A base de Trdger € uma molécula quiral, com eixo de
simetria C2 e teve suas formas enantioméricas, (5S,11S)-(+) e (5R,11R)-(-), determinadas
por Vladimir Prelog (através de cromatografia em coluna de lactose hidratada) em 1944
(Figura 4).

Me Me

(55,118) : (5R11R)
N, N
Me N | &N Me
i

Figura 4: Formas enantioméricas da Base de Troger.

As BT sdo compostos que apresentam suas estruturas em forma de V rigida com
anéis aromaticos planos (Figura 5) onde o angulo formado entre os planos das duas fenilas
varia de acordo com os substituintes R variando com valores entre 92° - 104° (Larson e
Wilcox — 1986).
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Figura 5: Formula estrutural genérica das Bases de Trdger (BT).

A configuracdo absoluta foi determinada em 1967 (Marson et. al.) por meio de

dicroismo circular das transi¢Ges associadas com anéis aromaticos.

Em meados de 1985 (Wilcox e seus colaboradores), com o crescente interesse pela
sintese de sistemas moleculares biomiméticos, as BT comecam a receber uma maior aten¢do
para tal aplicacdo porque sua estrutura quiral relativamente rigida contribui para construcdo

desse tipo de sistema molecular.

3.2 SINTESE DAS BASES DE TROGER

A sintese pioneira envolve derivados da anilina com formaldeido em meio alcodlico
promovida por um meio &cido, ilustrado na Figura 3. Meses depois das constatacbes de

Spielman, Wagner (1954) propds uma série de etapas para explicar tais reagdes (Figura 6).
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Figura 6: Etapas propostas por Wagner para a formacéo das BT.

O composto, inicialmente sintetizado por Trdger foi produzido por diversos autores
nos anos seguintes, como por exemplo, Hesse e Hagel (1976). Outros autores relataram
terem isolado compostos com grupos como —NCH,OH um dos precursores das BT. Tais
eventos geraram muito interesse para um novo olhar aos mecanismos de reagdo de

condensacao entre derivados da amina e formaldeido.



A primeira publicacdo de uma sintese de analogos de BT polisubstituidos foi em
1948, por Smith e Schubert, na qual os autores relatam a necessidade de condigdes de

reagdes com &cidos fortes para a formacéo de tais compostos.

De forma geral a preparagdo de analogos de BT é baseada em reagdes promovidas
por meio acido de aminas aromaticas com HCHO ou um aldeido equivalente,

hexametilenotetraamina ou dimetdxi-metano.

Algumas metodologias podem ser destacadas, demonstrando a evolugdo e as

diferentes metodologias experimentais:

> Webb et. al. (1990) — possibilitaram a sintese de Bases de Troger funcionalizadas

assimétricas.

(o]
)J\ NH,
HN (o]
NH HN
N+ _EtOH 5
aquec
CH3
NO,
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) BH3/THF/HCI CHZO/HC|
—_——
aquec.

Figura 7: Sintese proposta por Webb e seus colaboradores. As diaminas foram preparadas

CH3

pela reagdo de derivados do anidrido isatdico, com toluidina em etanol, seguida pela reducédo

das 2-aminobenzamidas.

> Bag et. al. (1995) — utilizacdo de solventes pouco polares e ndo hidroxilicos, o
dimetoxi-metano foi utilizado como doador de CH,, bem como, solvente da reacéo

em presenca de acido metano-sulfénico.

NH,
(Me0),CH, N OMe
CH,SOgH
refluxo - N, | K
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Figura 8: Reagdo de Bag et al, utilizando dimetoxi-metano em presenca de acido metano-
sulfénico.



» Jensen et. al. (2002) — determinaram uma nova alternativa para sintese de Bases de
Troger funcionalizadas, assimetricamente, pela adicdo de grupos funcionais nas

posicdo 2- e 8-. Substituindo os grupos -Br, ja existentes nas posicoes 2 e 8, por Litio
adicionando em seguida um eletrofilo.

N N :
Br n-BuLi, 2,4e.q. Li
THF, -78°C
Br N Li N

1) n-BulLi, 1,1e.q. - THF/Et,0 3:8, -78°C
2) eletrofilo, E

3) n-Bu,Li, l,Ze.q. - THF/EtZO 3:8, -78°C eletr(')filo, E
eletréfilo, E

Y
E N E N
E =E = H, TMS, CHO, CN, Bn, CO ,H

Figura 9: Aproveitando as posi¢cdes fixas dos bromos no precursor, Jesen et. al.,

introduziram grupos regiosseletivamente nas posi¢des 2- e 8- via dupla troca de bromo-litio.

> Abonia et. al. (2002) — obtiveram um analogo da Base de Trdger a partir da pirazola.

t-Bu Ph Ph
¢ —~
~ NH MeOH, AgNO N
N\ / \_—Bt EN N/ ‘ | Y + N NH + AgBr
N Y \
h N
t-Bu Ph t+Bu tBu

Figura 10: Reacdo proposta por Abonia e seus colaboradores.

» Carrée et. al. (2003) — estudaram a reatividade da 2-aminoacridina com formaldeido

em &cido trifluoracético para obtencéo de novos andlogos da Base de Troger.
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Figura 11: Sintese realizada pelo grupo de Carrée em 2003 utilizando das propriedades de

analogos da aminocridina para obtencdo de novas BT.

> Abella et. al. (2004) — juntamente com seus colaboradores, sintetizaram novos
analogos das bases de Troger fluorescentes, os quais apresentaram um grande

potencial para utilizagdo como sondas bioldgicas.

urotroplna
TTHR I N,
I

Figura 12: Sintese de Abellaet. al.; X =S, O e NH.

> Wu et. al. (2007) — acrescentaram o uso de liquidos idnicos ([bpy][BF]) a sintese
das bases de Troger, juntamente com formaldeido e &cido cloridrico, obtendo

rendimentos expressivos.
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Figura 13: Reacdo catalisada por liquidos i6nicos.

> Vardelle et. al. (2009) — utilizaram superacidos HF/SbF; como uma nova alternativa

na sintese de novos analogos das bases de Troger.

m HF/SbF5(25/1) m

Figura 14: Sintese utilizando superacidos para adicéo de grupos ao anel aromatico das BT.

3.3 APLICACOES DAS BASES DE TROGER

Dentre as muitas aplicacdes dessa classe de compostos descritas na literatura, pode-

se destacar:

» A utilizagdo do enantibmero (5R,11R), sintetizado por Troger (Figura 1), como
agente de solvatacdo quiral para descriminacdo dos enantibmeros de hemiacetais ciclicos e
acetais metilicos derivados de acidos hidroxamicos.

» A geometria Unica das BT tornou-as um grande atrativo para producdo de compostos

macrocicliclos receptores de moléculas organicas como terpenos e outros (Figura 15).



Figura 15: Composto macrocicliclo derivado de analogos das BT sollvel em agua capaz de

interagir com terpenos.

> Em 1989, Wilcox e seu grupo, relataram a sintese de um receptor com dois grupos
carboxilicos capazes de estabelecer simultaneas ligagcdes de hidrogénio com derivados da

biotina e adenina.

\/ / N}fl
fes

Figura 16: Receptor sintético analogo das BT contendo grupos carboxilicos capazes de

formar quatro ligagdes de hidrogénio simultaneamente.

» A utilizagdo de andlogos das BT complexadas com metais (Rh e Ir) como
catalisadores (Figura 17) foi descrita em 1995 por Goldberg e Alper, demostrando 6timos

rendimentos em transformacdes assimétricas.
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MCl;
HaC N
MCl,

Figura 17: BT complexada com metais (M = Rh, Ir) utilizada em catélise assimétrica.

> A Base de Troger (Figura 18) apresenta atividade bioldgica como inibidor da enzima

tromboxano sintetase A, responsavel por problemas circulatdrios e causadora de infarto.

N N
AN ‘K X
= N N/

Figura 18: BT com atividade bioldgica capaz de inibir alguns problemas circulatérios e

infarto.

3.4 INTERACOES COM O DNA

Através da evolucdo dos conhecimentos referentes ao genoma de diversos
organismos e dos inimeros processos celulares, diretamente ligados aos &cidos nucléicos, ha
um crescente interesse para descoberta de novas moléculas capazes de interagir com o DNA
(Hannon - 2007). Tais estudos sd&o uma tendéncia, porque a maioria dos agentes
antitumorais, que atuam sobre o DNA, utilizados atualmente sdo pouco seletivos e

extremamente toxicos segundo Hurley (2002).

As BT tém se mostrado moléculas capazes de interagir com o DNA gracas a sua
quiralidade, estrutura rigida e substituintes adequados. Em 1991, Yashima et. al.
sintetizaram uma nova BT com substituintes bis(1,10)fenantrolina e elucidaram pela
primeira vez a capacidade dessa classe de compostos em ligar-se de forma néo covalente ao
DNA. Esse foi 0 marco inicial para uma série de investigacdes sobre a interacdo das BT com
0 DNA. Valik e seus colaboradores (2006) determinaram a grande potencialidade dessas

bases, com substituintes de fenantrolina e proflavina (Figura 19), como ligantes de DNA.
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NH,

Figura 19: BT que interagem com o DNA. (a) Base de Trdger simétrica com dois
substituintes de fenantrolina; (b) Base de Troger simétrica com dois substituintes de
proflavina; (c) Base de Troger assimétrica com um substituinte de proflavina e outro de

fenantrolina.

A geometria das BT permite aos seus derivados um formato de hélice que pode ter
um sentido igual ou oposto ao sentido das hélices de DNA. Em 1991, Yashima e seu grupo
sugeriram que o isdbmero levorrotatério (-)-(R,R), de méo direita, resultaria em um melhor

encaixe as hélices em um B-DNA.

Essa previsdo foi confirmada em 1999 por Tatibolet et al. e algum tempo depois por
Bailly et. al. (2000) e Baldeyrou et. al. (2002), que mostraram através de estudos de
desnaturacdo térmica que o enantidmero (-)-(R,R) possui maior afinidade pelo B-DNA do

que o enantibmero (+)-(S,S).

Em 2009, Veale et. al., sintetizaram e realizaram anélises fotofisicas e bioldgicas de
novas BT fluorescentes (Figura 20) derivadas do composto 4-amino-1,8-naftalimidas. Os
compostos descritos pelos autores mostraram uma grande afinidade com o DNA, podendo
ser aplicadas como marcadores de DNA, porque demonstraram uma rapida absor¢&o celular,

acomodando-se no interior do nucleo (Figura 21).
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Figura 20: Sintese de novas BT fluorescentes, a partir de analogos da 4-amino-1,8-

naftalimidas.

Figura 21: Imagem celular (24h apds os compostos localizarem-se no nicleo); (A) Imagem
normal; (B) Imagem fluorescente células marcadas com os compostos 1, 2 e 3 (10uM); (C)
Células marcadas com iodeto de propidio.
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4 DNA

4.1 HISTORICO

Desde a descoberta do DNA, em 1869 pelo bioquimico alemdo Johann Friedrich
Miescher, muito tempo se passou até que em 1944 (Avery, MacLeod e McCarty) sugerissem
as primeiras ideias sobre as suas fung¢des primordiais que foram realmente comprovadas em
1952 por Hersey e Chase. Um ano depois Wilkins e Franklin determinaram a natureza

helicoidal do DNA através de técnicas de difracdo de raios X.

ot
Ll

Figura 22: Imagem de difrac&o de raios X da dupla hélice do DNA.

No mesmo ano das descobertas de Wilkins e Franklin, Watson e Crick, propuseram a

estrutura do DNA em forma de dupla hélice.

4.2 COMPOSICAO QUIMICA

Os acidos nucléicos sdo estruturas poliméricas formadas por mondmeros
denominados nucleotideos. Essas estruturas formadoras sdo compostas por uma base

nitrogenada, um acucar (pentose) e um grupo fosfato.

Existem quatro tipos de bases nitrogenadas: citosina(C), timina(T), adenina(A) e

guanina(G) (Figura 23).
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Figura 23: Bases Nitrogenadas formadoras dos &cidos nucleicos - (C) Citosina; (T) Timina;
(A) Adenina e (G) Guanina.

4.3 ESTRUTURA DA MOLECULA DE DNA

O agUlcar presente na composi¢cdo do nucleotideo é a desoxirribose, uma pentose.
Ligado ao carbono nimero 5 do aglcar aparece o grupo fosfato carregado negativamente, o

que torna o nucleotideo, bem como toda a molécula de DNA, negativos.

Fosfato

Base Nitrogenada

Acucar

Figura 24: Estrutura do nucleotideo: Base nitrogenada, acucar e fosfato.

Acucar e fosfato sdo componentes invaridveis nos nucleotideos e apresentam uma
funcdo unicamente estrutural na molécula de DNA. As bases nitrogenadas guardam todas as
informagBes necessérias para a sintese das proteinas. Milhares de nucleotideos se empilham
para construir uma cadeia da molécula de DNA, o grupo fosfato liga o carbono 3’ do aglcar
de um nucleotideo ao carbono 5’ do nucleotideo seguinte, por meio de uma ligacdo

fosfodiéster (Figura 25).
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Figura 25: A cadeia de nucleotideo mostrando os terminais 5' e 3'.
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O espaco conformacional de um nucleotideo é definido por seis angulos de torcao:

a, B, v, 0,€, { e o angulo de torgao glicosidico %y (Figura 26).

Figura 26: Um fragmento de dinucleotideo com Citosina e Guanina. No esqueleto (cadeia)
estdo marcados os seguintes angulos: o = 03'-P-05'-C5; 3 = P-05-C5-C4'; Y = 05-C5'-
C4'-C3'; 0 = C5'-C4'-C3-03"; € = C4'-C3'-03"-P; C = C3-03-P-05'; y = O4'-C1-N9-C4
(citosina); ¢ = O*-C*-N'-C? (guanina).

Como descrito por Watson e Crick (1953), a molécula de DNA é constituida por
duas cadeias de nucleotideos que se enrolam formando a dupla hélice. As cadeias estdo
dispostas de modo antiparalelo, ou seja, enquanto uma vai da dire¢do 5’ para 3’, a outra
ocorre na direcdo oposta. As duas cadeias estdo mantidas juntas por meio de ligacOes de
hidrogénio que ocorrem entre as bases nitrogenadas de cadeias diferentes. As interagdes
entre as bases nitrogenadas estdo relacionadas com a sua estrutura. Watson e Crick
explicaram a forma com que as quatro bases nitrogenadas estdo dispostas interagindo entre
si onde sempre uma A sempre se liga a uma T, enquanto uma C sempre aparece ligada a

uma G.
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Figura 27: Interacdes entre os pares de bases. AT formagéo de duas ligagbes de hidrogénio
entre as bases Adenina e Timina; GC formagdo de trés ligages de hidrogénio entre as bases

Guanina e Citosina.

Esses pares de bases formados, AT e CG, sdo conhecidos como pares de bases
“candnicos” ou pares Watson-Crick. Esses pares apresentam algumas caracteristicas
fundamentais: alta estabilizacdo de energia via as ligacdes de hidrogénio estabelecidas
entre os pares (Figura 27); e os pares GC e AT possuem dimensdes similares ao longo de

Seus eixos.

Pares de bases ndo-Watson-Crick também possuem interagdes através de ligacOes de

hidrogénios, mas néo possuem dimensdes similares como nos pares Watson-Crick.

Os pares de bases podem sofrer alteracbes nas suas geometrias. Esses arranjos séo
descritos por um conjunto de parametros definidos pelo Cambridge Accord. As alteracdes
estruturais nos oligonucleotideos podem ser divididas como: Rotacionais (Tip(6);
Inclination(7); Opening(o); Propeller Twist (w); Buckle(x); Twist(€2); Roll(p); Tilt(z))e
Translacionais (y displacent(dy); x displacent(dx); Stagger(Sz); Stretch(Sy); Shear(Sx);
Rise(Dz); Slide (Dy); Shift (Dx)).
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Opening (o) Propeller twist (w) Buckle (k)
&
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Twist ({2) Roll (p) Tilt(7)
Figura 28: Pardmetros Rotacionais envolvendo dois pares de bases, Tip e Inclination s&o

movimentos coordenados nos eixos y e X, respectivamente. Opening(eixo z), Propelle Twist

(eixo y), Buckle(eixo x), Twist (eixo z), Roll(eixo y) e Tilt (eixo x)s&o movimentos opostos.
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Figura 29: Pardmetros Translacionais envolvendo dois pares de bases, y displacente x
displacentsdo movimentos coordenados nos eixos y e X, respectivamente. Stagger (eixo z),
Stretch (eixo y), Shear (eixo x), Rise (eixo z), Slide (eixo y) e Shift (eixo x) s&o movimentos

opostos.
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A combinacdo desses parametros em cada dois pares de bases da hélice que define a
geometria global do DNA. A interagdo de um ligante com um oligdbmero de DNA pode ser
estudada através dos parametros descritos anteriormente. Ao interagir com o sulco do
oligonucleotideo (Figura 31), o pardmetro Roll pode descrever alteracdes locais do
oligbmero. Intercaladores podem causar alteracbes no Twist (0 grau de torcdo da dupla
hélice) e Rise (medida da distancia entre dois pares de bases consecutivos) que determina a

formagdo de um gap (Dickerson — 1989).

Diferentes conformagdes ja foram descritas para 0s acidos nucleicos nédo
complexados e determinadas por cristalografia de raios X. Algumas da estruturas sdo
demonstradas na Figura 30, cada uma das formas apresentam valores distintos de Rise,

Twist, Roll entre outros parametros.

Figura 30: Algumas estruturas de diferentes estruturas de &acidos nucléicos bem
caracterizadas. a) dodecdmero B-DNA (pdb:1BNA); b) octamero A-DNA (pdb:2ANA); c)
hexamero Z-DNA (pdb:1DCG); d) tetraplex guanina DNA (pdb:1JPQ)
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Na estrutura do B-DNA, pode-se destacar duas regides distintas: o sulco menor e 0

sulco maior (Figura 31).

Sulco
Maior

Sulco
Menor

Figura 31: Regides (sulco maior e sulco menor) em uma estrutura do oligdmero de B-DNA.

44 FORMAS DE INTERAGAO LIGANTE - DNA

Diferentes ligantes podem interagir com diferentes regides do nucleotideo, de forma
covalente ou néo, causando as mais variadas alteragdes na estrutura do oligdmero. Entre as
diferentes formas de interagdes podem ser destacadas as intercalagdes, interacdes na forma
de sulco e interagdes mistas (com parte da molécula intercalada e outra parte interagindo

com um dos sulcos do DNA).

A B c

Figura 32: Formas de interagdo; A) intercalacdo; B) interacdo mista; C) interagdo na forma

de sulco.
22



Os intercaladores, moléculas como a 9-aminocridinae a elipticina, sdo compostos
capazes de relaxar o DNA estabelecendo uma interagédo entre dois pares de bases. Um
intercalador pode interagir de forma ndo covalente com interagdes do tipo m-Stacking,

ligacOes de hidrogénio entre outras.

NH
a) 2

X

/
N

H

Figura 33: Tipicos intercaladores de DNA. a) 9-aminoacridina conhecida pelas suas
propriedades, anti-séptica, sua atividade mutagénica, altamente fluorescente e indicador de

pH intracelular ; b) elipticina conhecida por ser um agente antineoplasico.

As interagdes na forma de sulco ndo induzem grandes alteragdes na conformagéo do
DNA, como nas intercalagbes. Essas interagdes ocorrem tipicamente na forma
intermolecular e apresentam potencial anticancerigeno e antibacteriano como na mitomicina
(Figura 34).

Figura 34: Ligante capaz de interagir com o sulco menor, Mitomicina possui atividade

antibacteriana e é utilizado como medicamento quimioterapico.
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Tabela 1: Droga, aplicacdo e modo de interacdo de alguns ligantes de DNA .

Droga Aplicacao Modo de interacao PDB
Hoescht 33258 Antitumoral Ligante de sulco 264D
Netropsin Antitumoral e antiviral Ligante de sulco 121D
Distamicina Antitumoral e antiviral Ligante de sulco 2DND
Nogalamicina Antitumoral Intercalador 182D
Menogaril Antitumoral Intercalador 202D

Outros ligantes podem interagir de forma mista com o DNA. Um exemplo desse tipo
de molécula é a daunomicina. Esse composto possui um anel de antraquinona, capaz de
interagir com o oligonucleotideo como intercalador e em sua estrutura, 0 grupo amino

acUcar é capaz de interagir com o sulco menor da molécula (Mukherjee — 2008).

Figura 35: a) formula estrutural da daunomicina molécula de agdo anticancerigena; b)
estrutura cristalografica (pbd: 1D11) da interacdo entre daunomicina e um oligdmero de B-

DNA interagindo de forma mista.
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5 DOCKING MOLECULAR

Docking molecular ¢ método computacional que analisa as forma de interacéo
(conformacdo e orientacdo) de ligantes com alvos macromoleculares (proteinas ou

oligdmeros de DNA).

A metodologia do docking necessita uma boa definicio de como o receptor e o
ligante estdo representados. Para o receptor séo levadas em consideragéo trés representagdes
béasicas: atdmica (utilizada juntamente com funcbes de energia potencial e geralmente é
utilizada nos procedimentos finais dos resultados), superficie (metodologia de representacdo
muito utilizada no estudo de docking proteina-proteina, baseada em pontos da superficie,
minimizando o &ngulo entre as superficies opostas) e grid (os pontos de grid coletam

informagdes de dois tipos de energia potencial: eletrostética e van der Waals).

Diferentes algoritmos séo utilizados para busca da melhor conformacéo entre ligante
e seu alvo, levando em consideracdo a flexibilidade do ligante e até mesmo da

macromolécula, os métodos podem ser divididos em trés categorias basicas:

» Sistematico: explora sistematicamente todo espaco de fases, mas apresenta alguns
problemas quando o ligante é flexivel (explosdo combinatorial).

» Estocastico (ou aleatorio): sdo aplicadas alteragdes randdmicas para cada ligante, que
séo avaliadas e classificadas pela funcéo de escore, podendo essas conformagdes ser
aceitas ou n&o.

» Simulacéo: utiliza simulagbes por dindmica molecular e minimizacdes de energia,
mas ndo sdo metodos que conseguem com facilidade ultrapassar barreiras energéticas

entre minimos locais sem um maior custo computacional.

Os diferentes programas de docking utilizam-se de diferentes métodos e algoritmos.
Por exemplo, o programa AutoDock 4.0, disponibiliza diferentes algoritmos como o de
Monte Carlo (Simulated Anniling) e os algoritmos genéticos (esses adaptam principios da

competicdo bioldgica e da dindmica das populagdes).

Os algoritmos genéticos tem se mostrado uma ferramenta eficaz para a exploragéo
(aleatdria) do espaco de fases. Os algoritmos genéticos funcionam da seguinte forma:
primeiramente é gerado um grande nimero de ligantes posicionados de forma randémica no
espaco. Entdo é calculada uma estimativa de energia de interagdo de cada ligante com o alvo

(receptor), a fim de selecionar as melhores conformagGes nas quais serdo aplicados os
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operadores genéticos. Se as interacOes ligante-receptor apresentarem energias de interacao
mais favoraveis, esses substituirdo a conformacdo anterior. Assim sdo propostos (pelo
usuario do programa) varios ciclos de geragdes até que se possa atingir 0 nimero maximo de

geracoes.

Ligantes no espago
(populagio)

Avaliagtes de Energia
Interagdes Ligante-receptor

Hova geragdo

Selecdodas melhores
interagbes

Operadores Genéticos
Crossing —overMutagbes

Figura 36: Esquema de funcionamento do algoritmo genético no programa AutoDock 4.0.

Mesmo o DNA sendo a molécula alvo de uma série de antibi6ticos e antitumorais
poucos trabalhos sobre docking em acidos nucléicos tem sido publicados, devido a maioria
dos programas, como por exemplo, o AutoDock 4.0, possui suas funcGes de escore
parametrizadas e validadas para interacdes ligante-proteina. Os &cidos nucléicos apresentam
estruturas com caracteristicas Unicas e bem distintas em comparagdo as proteinas: alta
densidade de carga, ndo apresentam um Unico sitio de interagdo e outros. O que leva a
questionar sobre a aplicagdo de programas de docking para simulacGes entre ligante e
oligbmero de DNA. Ricci et al, em 2009, propuseram uma metodologia, aplicada a acidos

nucléicos de docking com resultados bem préximos a estruturas cristalograficas existentes.
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6 DINAMICA MOLECULAR

Segundo van Gunsteren et. al. (2006) as simulacdes de dinamica molecular tém

contribuido de forma importantissima para estudo de sistemas bioldgicos.

A Dindmica Molecular é fundamentada nos principios da Mecénica Classica e
fornece informagdes sobre o comportamento dindmico microscdpico dos dtomos individuais

que compdem o sistema, dependente do tempo.

Na Dindmica Molecular as moléculas séo tratadas como um grupo de dtomos que
pode ser descrito por forcas newtonianas (Equagbes 1,2), ou seja, sdo tratados como uma
colecdo de particulas mantidas unidas por forgas harménicas ou elasticas interagindo com
outras moléculas mediante interagdes intermoleculares.

dr _ dv

m—=m

— —=F F= -VU(r) 2

Para uma melhor aproximagao, considerando interacfes em trés dimensodes, & melhor
utilizar os conceitos de movimento Lagrangiano e Hamiltoniano. A equagéo de movimento
de Lagrange (Equacéo 3), apresenta 0 mesmo comportamento de coordenadas, de um ponto

de vista tedrico as aproximagfes mais uteis sdo as propostas no Hamiltoniano.
d [ JL dL
— | = — 3)
dt \dq; 7q;

As equagdes do movimento Hamiltoniano (4,5) conseguem descrever como as
posicoes (q) e velocidades mudam com o tempo, contendo entdo todas as informacoes

necessarias para descrever o sistema e sua evolugao.

. dR . dH
oo — e | — 4,5

Um conjunto completo dos potenciais de interacdo entre as particulas (campo de

forga) conhecida como uma fungéo da energia potencial.

U= Ub+ U&"l“ U¢+ U§+ UvdW+ Uelet (6)
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O que permite que a energia potencial total do sistema seja calculada a partir da

estrutura tridimensional (estiramento de ligacdo (U, ], deformacéo angular (U], torsdes
(Ug), interacOes diedrais improprias (Uyg), interagOes de van der Waals (U,4) €

interacBes eletrostaticas (U ;,.,)) e que as forcas que levam & evolucédo do sistema também

sejam calculadas, passo a passo.

Figura 37: a) estiramento de ligagdo; b) deformacéo angular; c) torgdes; d) interacdes

diedrais improprias.

O estiramento de ligacéo (Uy) é calculado, utilizando potencial harménico (Equacéo
7), expressdo matematica considerando o modelo de ligagdo quimica bola e mola (Figura 37-
a), onde r;; &€ comprimento de ligacéo real e ro é o valor de equilibrio. Essa soma ocorre

sobre todos os atomos diretamente ligados.
— 1 2 7
Uy = 2 Up(r;;) = S 2ijkp(rij — 1) )

A deformagédo angular (Up) pode ser calcula a partir do potencial harménico no
angulo descrito pela equacdo (8), onde o angulo @k entre os atomos ligados comparados

com o valor de equilibrio 6,
Up = L Us(6:x) = S Lko(Oyji — 6,)* ©®

Na equacdo (9), o potencial trigonométrico representa as alteragdes torcionais (Uy)
entre dois pares de atomos ligados formando um diedro. Onde ¢ € 0 &ngulo diedral, n é a

multiplicidade e § € o angulo de fase.
U¢, - de)[l + COS(ngbUH - 5)] 9)
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E as interagdes diedrais improprias (U,) estéo relacionadas com a energia necessaria
para deformar uma configuracdo local ao redor de um atomo escolhido e séo calculadas
através do potencial harménico (Equacéo 10), onde & € 0 &ngulo diedral improprio e & é o

valor de equilibrio.
U: = 1Yk W
&= EZ B(fiﬁcz— 50)

As interagBes ndo ligadas (van der Waals (Uyqw) € interacdes eletrostaticas (Ueier))
séo calculadas por potenciais de Lenard-Jones (Equacéo 11) e de Coulomb carga-carga

(Equagéo 12), respectivamente:

aif\ 2 oi)° (12)
Upaw =4‘Zi2j #i € (%) - (“)

qidj 12
U,.=%% . — (12)
elet Z[ Z_}' #i 4meg e Ty]

As interacOes de van de Waals surgem de uma correlagdo eletronica entre as partes
atraentes e repulsivas. O valor de o esté relacionado com o tamanho da nuvem eletronica e o

potencial é zero quando o = r. J& 0 pardmetro € representa a profundidade do poco atrativo.

E as interacdes eletrostaticas estéo relacionadas a quantidade de carga (q) localizada

nos atomos i e j.
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7 METODOLOGIA

7.1 CONSTRUGAO DOS LIGANTES

Para os dockings sdo necessarios ligantes com estruturas geometricamente otimizadas.
Dois ligantes analogos das BT fluorescentes (Figura 38) foram construidos utilizando o
programa GAUSSVIEW, as geometrias foram otimizadas com o célculo de Hartree-Fock

restrito (RHF) usando a base 6-31G, com o programa Gaussian98.

X=—
/g\:/>7 LT: X=CH; Ry = NO..

PT: X=N;R1=H.

X

Figura 38: Formula estrutural generalizada dos ligantes: LT e PT.
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Figura 39: Ligantes LT e PT otimizados.

7.2 OLIGONUCLEOTIDEO

O receptor escolhido para os dockings foi um oligdmero candnico de B-DNA (Figura
39) com sequéncias semelhantes as dos dados cristalograficos para oligonucleotideos desse
tipo de molécula, o dodecamero Dickerson-Drew d(CGCGAATTCGCG)2, modificado de
forma a se obter um gap artificial (6,5 A) entre os pares AT e AT (5° e 6° pares de bases a

partir da extremidade da fita A).

Ricci et. al. (2009), descreveram a validacdo de um protocolo no qual simularam

diferentes dockings utilizando quatro oligdmeros de B-DNA diferentes (dois candnicos e
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dois cristalogréaficos), sendo que uma das estruturas candnicas foi modificada para o
favorecimento da intercalacdo (no gap). Foram analisadas as interagdes entre os diferentes
receptores com cinco ligantes diferentes: Elipticina (intercalador ja conhecido e estudado e
com estrutura complexada com oligonucleotideo descrita no Protein Data Bank -
PDB:1Z3F); Netropsin (com dados cristalogréficos descritos no PDB: 1DNE, pela
capacidade de interagir com o sulco menor do oligonucleotideo); Aflatoxin B1 (com
estrutura cristalografica complexada com oligonucleotideo descrita no PDB:1MKL); e dois
analogos de BT (uma simétrica, com substituintes derivados da proflavina; e outra
assimétrica com substituintes derivados de proflavina e fenantrolina) as quais sua forma de
interacdo ainda ndo possui informacdes cristalograficas. Os trés primeiros ligantes foram
utilizados para validagdo do protocolo de simulagédo, o qual foi utilizado para propor uma
resolucdo para descricdo do modo de interacdo entre as BT e oligonucleotideo de DNA,
mostrando-se como uma boa proposta para elucidacdo desse tipo de interacdo.

2@ C!
kl od G2
2 C:
210 G+
20T As
19T As
18 T
177 T:
16(3 Ce
15C G0
140G C1
13C G2

Figura 40: a direita estrutura do oligdmero de B-DNA construido no programa X3DNA
modificado com um gap entre os pares AT e AT; a esquerda esquema genérico das fitas A e

B destacado em amarelo a posigao do gap artificial.
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7.3 DOCKING MOLECULAR

Os dockings foram realizados no programa AutoDock 4.0 (funcdo de escore baseada
na variagdo de energia livre de ligacdo), utilizando o algoritmo estocéstico LGA (algoritmo
genético Lamarckiano), que é baseado na combinagéo do algoritmo genético (algoritmo de

busca global) e o algoritmo de Solis e West (algoritmo de busca local).

A malha de afinidade (grid) foi construida utilizando como interface grafica o
programa AutoDockTools (ADT) com as seguintes dimensfes: 96x96x110 pontos e uma
resolucdo de 0,375 A. O oligdmero foi centralizado na malha de afinidade e os mapas de
afinidade entre os 4tomos do ligante e do receptor (oligbmero de B-DNA) foram gerados,
utilizando o médulo AutoGrid do programa AutoDock 4.0. Os parametros utilizados para o0s
dockings foram: 100 corridas, 5x10’ avaliacdes de energia, ndmero méximo de 27000
geracgOes, operador de mutacdo 0,02, operador de crossing-over 0,80, passo translacional de
0,2A, passo de orientagio 5° passo torsional 5° e para o restante dos parametros foram
utilizados os valores default do programa. Tais parametros foram usados por Ricci et. al.
(2009).

7.4 DINAMICA MOLECULAR

Para as simulagbes de dindmica molecular (DM) foram selecionados, inicialmente,
dois complexos (referentes aos clusters de energias mais negativas), para cada um dos

ligantes testados, obtidos através dos dockings realizados.

As interagGes foram descritas, com os potenciais do campo de forca AMBER e a
topologia do ligante foi determinada utilizando o script ACPYPE (AnteChamber Python
Parser Interface) que usa o programa AnteChamber para gerar os arquivos de topologia dos

ligantes a partir dos parametros do GAFF (Generalized Amber Force Field).

Entdo, os sistemas foram colocados em caixas cUbicas com a distdncia minima entre
a molécula do soluto e as paredes da caixa de 18A. Logo, foram adicionados contra-ions de
sodio ao sistema contendo o oligonucleotideo de DNA (22 fons Na®), que foram submetidos

ao método steepest descent para uma minimizacao de energia.
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Os sistemas foram solvatados com moléculas de agua TIP3P (15424 moléculas de
solvente), e novamente submetidos a minimizagdes steepest descent. Para simulacdo de

condicdes fisiologicas foram acrescentados ions de sodio (44) e cloreto (44).

Os sistemas foram aquecidos linearmente de 270K a 310K em simulagdo NVT.
Todas as simulagGes correram na escala de tempo de 25ns, com um passo de integragéo de
0,0002 e namero de steps igual a 100000.

Para andlise dos dados foram utilizados médulos do pacote GROMACS, X3DNA e
scripts escritos pelo Grupo de Quimica Tedrica (GQT-UFRGS).

33



8 RESULTADOS E DISCUSSOES

8.1 DOCKING MOLECULAR

Para cada um dos ligantes (LT e PT) foram realizadas 100 corridas. Em todas as
simulagdes, as variaces de energia (AG°) foram significativamente negativas (Tabela 2)

indicando fortes interaces na formacdo dos complexos ligante-oligonucleotideo de DNA.

Tabela 2: Resultados para os dockings dos ligantes LT e PT com o oligonucleotideo de B-

DNA com gap.
Complexo (Cluster) | Ligante Nsuico (%) Nint (%) AG inima (kealimol)
a LT 61 0 -10,88
b LT 39 0 -10,70
C PT 54 0 -10,57
d PT 42 0 -10,55

Nsulco, pOrcentagem de corridas resultando em interagéo no sulco do oligbmero; Niy, porcentagens de corridas resultando
em intercalagéo; AG®minima, €nergia livre de interacdo mais favoravel do docking.

TOm T T T T I T T T T T
a
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% Docking

30~
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-11 -10.8 -10.6 -10.4 2102 -10 9.8
Binding Energy

Figura 41: Perfis dos clusters dos dockings realizados. Cada cluster é representado por uma

barra em que a altura corresponde ao nimero de conformagfes com posi¢des e energias de

ligacOes semelhantes. As cores representam os diferentes ligantes analisados: verde (LT) e
vermelho (PT). As letras a, b, ¢, d, representam os complexos analisado e selecionados para a DM.
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O ligante LT apresenta nos dois complexos estudados (a e b), formas de interagéo na
forma de sulco, interagindo com o sulco menor do oligonucleotideo, com energias livres de
interacdo com valores iguais a -10,88 e -10,70kcal/mol, respectivamente. Nas duas

conformac0es a interacdo se da proximo ao gap modificado, como descrito por Ricci et. al..

g

Figura 42: Complexos a (-10,88kcal/mol) e b (-10,70kcal/mol) com as conformagdes com
energia de interagdo mais negativas interagindo com o sulco menor do oligdbmero de B-DNA

com gap.

Nos complexos ¢ e d, estdo descritas duas conformagGes com um modo de interacéo
bastante semelhante para o ligante PT (Figura 41) com o oligonucleotideo no sulco menor,

sO que desta vez os ligantes estdo distantes da lacuna (modificada-gap) para intercalagdo. O
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mesmo ligante apresenta um cluster (-10,09kcal/mol) que representa 4% da simulagcdo, com

uma conformacdo (com interagdo na forma de sulco) no sulco menor préximo ao gap.

Figura 43: Complexos ¢ (-10,57kcal/mol) e d (-10,55kcal/mol) com as conformagdes com
energia de interagdo mais negativas interagindo com o sulco menor do oligbmero de B-DNA

com gap.

As simulagdes de docking molecular demonstraram que todos os ligantes estudados
apresentaram seletividade pela interagdo com o sulco menor (Figuras 42-43), 0 que pode ser
uma proposta para a forma de interacdo mais favoravel e provavel para analogos das BT
confirmando as propostas discutidas experimentalmente por Bailly et al (2000) e Baldeyrou
et al (2002) sobre a seletividade do isomero (-)-(R,R) pela interacdo com o sulco menor de
oligonucleotideos de B-DNA. Mas pode-se notar também que ndo apresentam nenhum tipo

de seletividade por algum tipo especifico de pares de bases.
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8.2 DINAMICA MOLECULAR

Apoés as simulacbes de DM, as trajetdrias foram verificadas visualmente e foram
analisados 0s seguintes parametros: desvio quadratico médio (RMSD); numero de pares de
bases candnicos (Watson-Crick) e pares de bases ndo candnicos, as mudancas estruturais do

oligonucleotideo (Twist, Rise, Roll e Slide) utilizando os recursos citados na metodologia.

8.2.1 Analise visual da trajetoria

Verificando as trajetorias (frames) das simulag@es, pode-se verificar que o complexo a
(Figura 44) o oligonucleotideo sofre vérias alteracdes estruturais como a perda de um par de
bases candnico, em 10000ps, onde a base Timina (T) parece nédo interagir mais com Adenina

(A). A base T mostra-se com os oxigénios voltados para fora da estrutura do oligbmero.

Quando a forma de interagdo (Ligante-receptor) nas simulagdes do complexo a, o
ligante LT inicialmente interagindo com o sulco menor da molécula, préximo ao gap. Com
os relaxamentos o gap acaba se fechando (5000ps) quando entdo ocorre o despareamento de
um par de bases (AT) para a abertura de um novo gap induzido, durante a simulagéo, pela
presenca do ligante. Apds os 15000ps de trajetdria um dos grupos ligado ao V do analogo da

BT encontra-se totalmente intercalado entre dois pares de bases consecutivos.
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15000ps 20000ps 25000ps

Figura 44: Frames de simulacdo de DM do complexo a, partindo da estrutura docada

interagindo com o sulco menor para uma forma intercalada.
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25000ps

Figura 45: Frames de simulacdo de DM do complexo b, partindo da estrutura docada

interagindo com o sulco menor, onde continua interagindo.

Observando os frames de simulagéo dos complexos b, c, e d (Figuras 45, 46 e 47 —
respectivamente) verifica-se que os ligantes mantiveram-se interagindo muito proximos as

suas posicBes iniciais, tendo alteracdes conformacionais nas interacbes referentes as
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relaxacdes durante as simulacdes de DM. Os mesmos parecem nao terem causado nenhum
tipo de desnaturagdo no oligbmero.

15000ps 20000ps 25000ps

Figura 46: Frames de simulacdo de DM do complexo c, partindo da estrutura docada

interagindo com o sulco menor, onde continua interagindo.
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15000ps 20000ps 25000ps

Figura 47: Frames de simulacdo de DM do complexo d, partindo da estrutura docada

interagindo com o sulco menor, onde continua interagindo.

8.2.2 Desvio quadratico médio (RMSD)

O monitoramento dos valores de RMSD permite verificar se as simulagdes atingiram a
estabilidade e avaliar a estabilidade do oligonucleotideo, durante as varias etapas da DM,
analisando a possivel desnaturagcdo. A desnaturacdo é caracterizada pelo rompimento das
ligacOes de hidrogénio entre os pares de bases candnicos 0 que resulta na separacao da dupla
fita.
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Nos complexos, onde esta presente o ligante LT, a e b com a analise dos graficos de
RMSD (Figura 48) pode-se verificar maiores alteragdes na estrutura do oligbmero
complexado com o ligante (curvas vermelhas) do que nas curvas que representam o
oligonucleotideo de DNA isolado (curvas pretas). No grafico do complexo a nota-se uma
variagdo uma pouco maior (atingindo valores de até 0,45nm) o que indica uma alteragdo
maior na estrutura do oligonucleotideo nessa conformagéo do que na do complexo b. Sendo,

que nas duas simulagdes, o ligante LT parte de posi¢Ges diferentes, mas préximas ao gap,

com estruturas de docking com interagdes no sulco.

nim)
o
=

i
i

RMSD (nm)
o

=
et

RMSD

I.I. 1 | L I il I | 1 L - | tj' 1 I 1 I 1 I 1 I 1 o
0 S000 10000 15000 20000 25000 0 S000 10000 15000 20000 25000
Tempo (ps) Tempo (ps)
RMSD RMSD
0.5
= E(]‘,-l
a %UJ
2 & 0.2

IJ 1 I 1 I I 1 I 1 o U.
0 SO00 10000 15000 20000 25000 0

Tempo (ps)

S000 10000 15000 20000 25
Tempo (ps)

Figura 48: Gréficos de RMSD (desvio médio quadratico). As linhas pretas representam 0s
dados do DNA isolado e sua respectiva media; as linhas vermelhas representam os dados
referentes os complexos a, b, ¢ e d; e as linhas verdes representam o momento onde as

estruturas atingem a estabilidade.
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Tabela 3: Resultados estatisticos das analises dos gréficos de RMSD das simulacdes.

Simulagéo RIVlSDDNA - RIVlSDcomplex-o
(complexo) Midia | DO | media | DOV
a 0,35 0,04 0,39 0,06

b 0,35 0,04 0,37 0,04

C 0,35 0,05 0,38 0,05

d 0,26 0,04 0,28 0,03

RMSDpna refere-se a valores (em nm) do desvio quadratico médio do oligonucleotideo de DNA isolado; RMSDcompiexo S&0
os valores do oligonucleotideo complexado com os ligantes LT e PT nas simulagdes a, b, c e d.

Avaliando, visualmente, os frames de simulagéo do complexo a e comparando com
os dados do seu grafico de RMSD, as maiores alteragbes ocorrem ap6s 15000ps onde o
ligante LT passa de uma interagdo com o sulco menor para uma interagdo do tipo

intercalacéo.

Nos gréaficos de RMSD dos complexos b, ¢ e d os valores de RMSD do complexo
estdo sempre com valores (Tabela 3) superiores aos do oligdmero isolado, o que indica a
incorporagdo dos ligantes ao oligonucleotideo. E mesmo com as flutuagBes e com as
interagdes parecem atingir certa estabilidade (linhas verdes — Figura 48) parecendo n&o

causar danos a estrutura do oligdmero.

8.2.3 NuUmero de Pares de Bases

Nesse topico foi analisado o despareamento dos pares de bases e/ou a formagéo de
pares ndo canodnicos (ndo seguem estritamente as ligagOes de hidrogénio descritas por

Watson-Crick), na Figura 49.

Analisando o gréfico a, referente ao complexo de mesma letra, nota-se que durante a
simulac&o o oligonucleotideo de DNA realmente tem o despareamento de um ou até mesmo
dois pares de bases candnicos, sendo que os valores oscilam durante toda simulagdo com
valores iguais a 10-11 pares candnicos (colunas pretas), com eventuais formagdes de pares
ndo candnicos (colunas vermelhas). O que demonstra que realmente o receptor ndo sofreu

desnaturacdo da dupla hélice e sim alteracbes conformacionais causadas pela presenca do
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ligante, o que justifica as flutuacbes do RMSD do oligdmero complexado serem maiores que

os valores do mesmo estando isolado.
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Figura 49: NUmero de pares de bases ao longo da simulacdo para os oligonucleotideos
presentes nos complexos a, b, ¢ e d. Os pares de bases candnicos sdo mostrados em preto, e

0s pares de bases ndo candnicos (ndo Watson-Crick39) sdo mostrados em vermelho.

Para 0 complexo b, pode-se verificar no grafico b que durante toda simulagdo,
praticamente, o oligdbmero manteve o nimero inicial de bases candnicas pareadas, com
poucas formacdes de pares ndo candnicos (um eventualmente). O mesmo comportamento €
verificado nas simula¢des dos complexos c e d, nos graficos com suas respectivas letras, que
mantiveram doze pares candnicos durante toda simulagdo. Pode-se constatar entdo a nédo

desnaturacdo da dupla hélice.
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8.2.4 Analise das distorcdes do oligonucleotideo

E possivel quantificar algumas alteraces estruturais identificadas visualmente na
estrutura dos receptores complexados com os ligantes, usando parametros bem definidos por
Dickerson e seus colaboradores (1989) como desenrolamentos, curvaturas e presenca do

gap. Os parametros escolhidos para analisar as distorgdes estdo ilustrados na Figura 50.

Twist (1) Roll {p)
A
|
|
Rise (Dz) Slide { Dyl

Figura 50: Pardmetros de distor¢des de pares de bases, propostos por convencdo por

Dickerson et. al.
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A andlise desses pardmetros e suas combinagdes em cada parte da dupla hélice

determinam as condi¢es estruturais do oligonucleotideo.

210G C
rk] d G2
2G C:s

21C G+ |GATC

©T A5 | | AATT
1EIT AE
| |ATAT
"A T | 7TAA
1EG C!-}
1EC G'ﬂ]
1463 C11
130 G12

Figura 51: Descricdo dos passos da dupla hélice - GATC, AATT, ATAT e TTAA — os quais

os parametros de distor¢des do oligonucleotideo foram analisados durante a simulacao.

O parametro Twist descreve 0s movimentos de rotagdo no eixo z, que resultam no
desenrolamento da dupla hélice, sendo seu valor candbnico para a estrutura do

oligonucleotideo B-DNA igual a 35°, aproximadamente.

A presenca de um agente intercalador, como no complexo a (Figura 52-a), causou
uma alteracdo mais significativa no Twist do passo GATC demonstrando um aumento
superior a 7° (Tabela 4), em relac&o ao valor canonico, o que define um enrolamento dessa
regido. Na literatura, ja foi descrito, que a presenca de um intercalador desenrola
parcialmente a dupla hélice®, mas nessa simulacdo pode-se notar que a presenca do ligante
LT causou o despareamento de um par AT no passo AATT, que representava o gap inicial,
durante a rampa de aquecimento do complexo (5000ps). Esse fator pode ter ocasionado
mudancas estruturais locais capazes de alterar de forma mais brusca o Twist da regido

46



GATC. Enquanto nos outros passos apresentaram valores iguais ou pouco abaixo (Tabela 4)
do mesmo valor referencial.

R T I IR I | I I IR R
5 5000 10000 15000 20000 25600 0 5000 10000 15000 20000 25500
Tempo (ps) Tempo (ps)

A E R N N NNTER SR A L
5000 10000 15000 20000 25000 0 5000 10000 15000 20000 25000

Tempo (ps) Tempo (ps)

0

E
0
Figura 52: valores de Twist para o oligdbmero nas simulages dos complexos a, b, c e d,

representados nos gréficos a, b, ¢, e d, respectivamente. Os passos da dupla hélice

analisados estéo representados pelas seguintes cores: GATC, AATT, ATAT, TTAA.

Tabela 4: Valores médios de Twist dos passos de dupla hélice GATC, AATT, ATAT, TTAA

Simulac Twist (°)

Imulacao GATC AATT ATAT TTAA

(complexo) Média Desvio Media | DOVIO | yiggia | DESVIO | gy | Desvio
Padrao Padrao Padrao Padrao

42,38 7,69 - - 32,34 | 291 | 3477 | 4,95
33,10 6,42 32,20 | 586 | 31,71 | 4,10 | 33,16 | 561
3541 6,31 3247 | 3,73 | 2786 | 329 | 3140 | 479
d 35,26 4,96 32,65 | 393 | 3134 | 340 | 3444 | 497

Twist representa o desenrolamento da dupla hélice, tendo um valor canénico para a forma B, descrito na literatura,
aproximadamente igual a 35°.

o |T|D

47



Nas estruturas que interagiram com no sulco menor do DNA (complexos b, ¢ e d), os
valores de Twist apresentaram valores muito proéximo ao valor candnico, mantendo o
enrolamento da dupla hélice praticamente igual aos valores iniciais, sendo que as alteracdes
podem ser associadas as alteracbes ocorridas durante a rampa de aquecimento. Um dos
fatores que pode ter causado as alteracdes é que o campo de forca AMBER é conhecido por

subestimar valores de Twist em 3-4°,

O parametro Rise descreve movimentos de translagéo no eixo z (Figura 50), o que
mede a distancia entre dois pares de bases consecutivos, que se mostra como um dado
importante como indicador da presenga de um gap de intercalagdo. Para a forma B do

oligonucleotideo os valores candnicos de Rise sdo aproximadamente iguais a 3,4 A.

Analisando os graficos a, b, ¢ e d (Figura 52), simula¢bes dos complexos a, b, c e d,
o gap modificado no passo AATT tem o valor de Rise diminuido, rapidamente (~3000ps), de
6,5A para valores proximos ao valor candnico (Tabela 5), sendo que na simulagdo do
complexo a nota-se o desaparecimento da linha vermelha, referente ao passo do gap,

causado pela perda de pareamento no par AT.

Tabela 5: Valores médios de Rise (medidos em A) dos passos de dupla hélice GATC,
AATT, ATAT, TTAA

. i Rise (A)
Simulacao GATC AATT ATAT TTAA
(COMPIEXD) ["wea | oo | weon | oo | weda | Do | wesa | Do
a 6,05 1,38 - - 3,26 0,18 3,26 0,18
b 3,32 0,24 3,73 0,90 3,32 0,38 3,23 0,29
C 3,38 0,30 3,71 1,04 3,07 0,19 3,22 0,22
d 3,43 0,28 3,62 0,94 3,24 0,19 3,33 0,21

Rise representa a distancia entre dois pares de bases consecutivos, tendo um valor candnico para a forma B, descrito na literatura,
aproximadamente igual a 3,4 A.

Todos os outros passos, nas quatro simulagdes, mantiveram-se proximos aos valores
candnicos do dodecamero de B-DNA, com exce¢do ao passo GATC do oligonucleotideo do
complexo a o qual atingiu um valor de Rise muito proximo a valores de distanciamento
entre pares de bases sucessivos com a presenca de um intercalador (~6,5A). Caracterizando

a intercalagdo, no ponto GATC, do ligante LT.
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Figura 53: valores de Rise para o oligdbmero nas simulacdes dos complexos a, b, c e d,

representados nos graficos a, b, c, e d, respectivamente. Os passos da dupla hélice

analisados estéo representados pelas seguintes cores GATC, AATT, ATAT, TTAA.

O parametro Slide representa movimentos de translagdo no eixo y, que podem causar
alteracdes na largura da hélice, originando uma estrutura mais larga e achatada, e na
profundidade dos sulcos, ocasionando uma assimetria na profundidade — tornando o sulco
menor mais raso e o sulco maior mais profundo. O modelo descrito por Calladine-Drew, é
uma boa forma de exemplificar que alteragcdes nos valores de Slide combinados com
alteracdes de Roll (esse parametro sera comentado no proximo tépico) podem causar uma
transicdo da forma B para a forma A do oligonucleotideo (Figura 54).
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(d)- 1.5 A Slide

e+ 12 Roll
h (A-DNA)
(a) Zero Slide, (b) -1.5 A Slide (c) + 12° Roll
zero Roll
(B-DNA)

Figura 54: modelo das alteracBes estruturais do oligonucleotideo na forma B (a) se
transformando na forma A (d), ap6s a aplicacdo uniforme de -1,5A de Slide (b) e aplicagéo
uniforme de +12° de Roll (c).

Sendo assim, o parametro Slide traz dados Uteis para descrever mudangas na
geometria dos sulcos causadas pela presenca de um ligante interagindo com o oligdmero de
DNA.

As simulagbes de todos complexos apresentaram valores médios (Tabela 6)
préximos aos valores candnicos da forma B do oligonucleotideo (Figura 53), com exce¢do

do passo de hélice GATC — do complexo a — que apresentou valor positivo.

Tabela 6: Valores médios de Slide (A) dos passos de dupla hélice GATC, AATT, ATAT, TTAA.

i lac Slide (A)

Simulagao GATC AATT ATAT TTAA

(complexo) Média Desvio Média | DEVIO | yegip | Desvio g, | Desvio
Padréo Padréo Padréo Padréo

0,50 1,33 - - -1,18 | 414 | -037 | 057
-0,09 0,58 -036 | 068 | -0,84 | 0,35 | 0,01 | 0,62
-0,16 0,67 -065 | 057 | -083 | 0,35 | -0,65 | 048
-0,33 0,68 -019 | 0,70 | -0,92 | 0,37 | -0,44 | 0,54

Slide representa alteracdes de translagdo no eixo y capaz de causar modificagdes na profundidade dos sulcos. Valores de Slide forma B
(0A) e da forma A (-1,5A).

oo ||

50



Os valores de Slide, com excecéo do passo GATC do complexo a, mostram que de
uma forma geral apresentam um pequeno afastamento das bases em relagéo ao eixo da dupla
hélice, o que resulta em um sulco maior mais profundo e um sulco menor mais raso. Os
gréficos de Slide estdo representados na Figura 55, onde no gréfico a (que representa a
simulacdo do complexo a) pode-se verificar a maior flutuagéo (positiva) no passo GATC

(linha preta).

oF I a on
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r 7 4 — —
_4“ | | | | | | | 1 ] [0 | | | | | | | | | =
0 5000 10000 15000 20000 25000 0O 5000 10000 15000 20000 25000
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4+ ] 4 — —
= =
@ @
4 — 4 —
o | | | | | | | 1 ] o | | | | | | | | 1 =
0 5000 10000 15000 20000 25000 0 5000 10000 15000 20000 25000
Tempo (ps)
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Figura 55: valores de Slide para o oligdmero nas simulagGes dos complexos a, b, c e d,

representados nos gréficos a, b, c, e d, respectivamente. Os passos da dupla hélice

analisados estdo representados pelas seguintes cores: GATC, AATT, ATAT, TTAA.

O parametro Roll, representa curvaturas, ou seja, movimentos de rotagdo no eixo y

sendo que a aplicacdo de valores positivos de Roll também afetam as dimensdes da largura

dos sulcos, estreitando o sulco maior e alargando o menor (Figura 56).
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minor
groove
Roll<0

Figura 56: As imagens sdo baseadas em uma estrutura cristalografica de B-DNA; em
vermelho uma curvatura para dentro do sulco maior — Roll positivo; em azul curvatura para

dentro do sulco menor — Roll negativo.

Analisando os valores médios (Tabela 7) do pardmetro Roll nas simulagGes dos
complexos a, b, ¢ e d (Figura 56) todos os oligdmeros apresentaram valores proximos aos
valores da forma B canbnica do oligonucleotideo, ou seja, valores variando proximo a zero.
No complexo a, no qual pode ser visualizada uma interagdo do tipo mista, em que parte do
ligante estéa interagindo como intercalador e a outra parte interage com o sulco menor, ndo se
detecta grandes alteragcdes no Roll. J& nos complexos onde os ligantes ficaram interagindo
com o sulco menor, os valores de Roll sdo mais positivos o que define que o sulco maior foi

estreitado e o sulco menor alargado para acomodar o ligante.

Tabela 7: Valores médios de Roll dos passos de dupla hélice GATC, AATT, ATAT, TTAA.

Roll
S'm“'f“?ao GATC AATT ATAT TTAA
(COMPIEC) e | s | weao | G | wotn | Do | wenn | D
a 012 | 6,77 - - 118 | 414 | 243 | 437
b 343 | 569 | 627 | 11,08 | 107 | 579 | 325 | 486
c 340 | 488 | 367 | 486 | 386 | 411 | 424 | 476
d 020 | 441 | 583 | 7,35 | -061 | 367 | 124 | 411

Roll representa altera¢Oes de rotagdo no eixo y capaz de causar modificacdes na profundidade dos sulcos. Valores de Roll forma B (0°) e
da forma A (+12°).
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Figura 57: valores de Roll para o oligbmero nas simulacdes dos complexos a, b, ¢ e d,
representados nos gréficos a, b, c, e d, respectivamente. Os passos da dupla hélice

analisados estdo representados pelas seguintes cores: GATC, AATT, ATAT, TTAA.

De maneira geral, a analise das distor¢des dos oligonucleotideos complexados com
os ligantes (complexos a, b, ¢, d), mostram-se mais significativas para os parametros Twist e
Rise para o complexo a, onde o ligante LT forma um novo gap de intercalagéo e acaba com
uma forma mista de intera¢do. Enquanto nos demais complexos, nos quais 0s ligantes estdo
interagindo com o sulco menor, ocorrem alteracbes mais significativas nas dimensdes dos

sulcos (parametros Slide e Roll).
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9 CONCLUSOES

Durante esse trabalho foram estudadas as formas de interacdo de dois novos analogos
das Bases de Troger fluorescentes com oligonucleotideos de DNA, através de metodos de

docking e dinamica molecular.

Mesmo com muitos indicios experimentais da capacidade das Bases de Troger
interagirem com oligonucleotideos de forma enantiosseletiva segundo Tatibouét et. al.
(1999), Bailly et. al. (1999) e Baldeyrou et. al. (2000), o modo com que as Bases de Troger
interagem com os &cidos nucleicos ndo foi elucidado de maneira conclusiva. A utilizacdo da
dindmica molecular para elucidar a forma de interacdo entre diferentes ligantes e
oligonucleotideos de DNA tem se mostrado como uma ferramenta eficiente quando os dados
tedricos sdo comparados com estruturas cristalogréficas existentes. A dindmica molecular
necessita de um ponto de partida (dados cristalogréaficos) para as simulacdes. A falta de tais
dados, no caso das Bases de Troger, sugere que o docking molecular se apresenta como um
bom método para propor uma maneira de resolver as formas de interacdo para producéo das
estruturas que sirvam como ponto de partida para as simulages de dindmica molecular
Ricci et. al. (2009).

A analise dos resultados dos dockings dos novos andlogos das Bases de Troger com
0 receptor (o dodecamero de B-DNA modificado com um gap de intercalacdo) sugere que
esses compostos apresentam seletividade pela interaggio com o sulco menor do
oligonucleotideo, mesmo com a presenca de um gap artificial de intercalacéo e a planaridade
dos substituintes que previamente sugeriam uma tendéncia a intercalagdo. Tendo em vista
que a energia livre minima de interacdo de cada uma das simulagbes apresentou-se com
valor razoavelmente negativo, o que € um bom indicio de uma forte interagéo entre o ligante

e o receptor.

Para as simulacbes de dindmica molecular foram selecionados os clusters gerados
nos dockings, classificados com as menores energias e conformagdes mais repetitivas em
uma determinada regido do oligbmero. Para o ligante LT foram analisados os complexos a e

b e para o ligante PT foram acompanhados os complexos c e d.

Na maioria das simulagdes de dindmica molecular (complexos b, ¢ e d) os ligantes
mantiveram-se interagindo com o sulco menor do receptor, sendo que nenhum apresentou

como resultado o rompimento das interagdes de hidrogénio dos pares de bases (mantendo 0s
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pareamentos de bases canonicos e eventualmente com a formagdo de pares de bases nédo
Watson-Crick). A estabilidade do oligonucleotideo, nessas trés simulagbes, foi atingida
proximo aos 5ns finais de simulacdo, como descrito nos resultados do desvio quadratico
medio (RMSD). Ainda sobre a estabilidade do receptor, nas trés simulagdes (b, c e d), o gap
criado artificialmente se fecha logo nos trés primeiros nanossegundos de simulag&o,
mantendo o pardmetro Rise com valores muito proximos aos valores candnicos descritos
para a forma B do oligonucleotideo. O mesmo ocorre com os valores de Twist, os ligantes
ndo foram capazes de causar um desenrolamento da dupla hélice. Para o parametro Slide, os
valores desses trés complexos apresentaram valores levemente negativos indicando um
pequeno distanciamento das bases em relagdo ao eixo da dupla hélice, sugerindo alteracdes
do oligonucleotideo como uma transi¢do da forma B para a forma A. O pardmetro Roll
nessas trés simulacdes apresentaram caracteristicas comuns onde o receptor estd complexado
com um ligante, interagindo com o sulco menor da molécula, apresentando valores de Roll
positivo indicando que, nesses casos, ocorre um alargamento do sulco menor e um
estreitamento do sulco maior, ocasionado pela curvatura na dire¢édo do sulco maior (Rolll >
0).

J& a simulacdo do complexo de docking a, apresentou maiores flutuacdes em relagdo
ao RMSD que podem ser o resultado de uma transicdo, na qual o ligante inicialmente
interagia com o sulco menor do oligonucleotideo e passa a interagir com o receptor na forma
de intercalagdo. Com isso nota-se que durante a simulagéo foi desfeita a interagdo entre um
par de bases AT, no qual a base T se distancia de sua posi¢do inicial. Logo a anélise do
parametro Rise revela a perda do par de bases sendo que o passo AATT “desaparece” logo
nos primeiros instantes de simulagdo. Ainda na analise deste pardmetro, nota-se um aumento
no distanciamento entre os pares de bases do passo de hélice GATC, formando no decorrer
da simulagcdo um novo gap de intercalagdo, que precisa ser mais bem analisado quanto ao
distanciamento (g_dist) dos centros de massa dos pares de bases envolvidos nesse passo de
dupla hélice. Os resultados referentes ao desenrolamento da dupla hélice (Twist) mostram-se
de forma geral proximo aos valores candnicos ja descritos, a ndo ser por uma alteragdo mais
brusca no passo GATC onde ocorre certo enrolamento da dupla hélice, ocasionado pela
presenca do intercalador ou até mesmo pelo efeito do despareamento das interagBes descritas
anteriormente, que pode ter afetado diversos dados estruturais durante a simulagcdo. Com

relagdo aos resultados dos parametros Roll e Slide, ndo foram detectados grandes alteragdes
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estruturais, apenas com algumas flutuacdes descritas nos gréficos e nos resultados
anteriormente. Com isso, nessa simulagéo, o ligante LT, no complexo a, a Base de Troger

foi capaz de assumir uma orientacdo favoravel para intercalacéo durante sua trajetoria.

De acordo com os resultados a interagdo com o sulco menor (complexos b, ¢ e d)
parece ser o modo de interacdo preferencial das Bases de Troger estudadas, mas que
apresentam a possibilidade de se colocarem de forma orientada, no sentido dos pares de
bases e forgar a abertura de um gap, sugerindo uma intera¢éo do tipo intercalagéo (complexo

a) como proposto por alguns estudos experimentais.

Através da andlise das simulagdes, mesmo com formas variadas de interacéo entre as
Bases de Troger e o oligonucleotideo, confirmam a potencial aplicacdo desses compostos

como estruturas capazes de serem utilizadas como sondas de DNA.
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