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1. Introducao expandida

O papel da computacao no tratamento de investigacdes cientificas, em
especial na Biologia, Biofisica e Bioquimica, ao longo das ultimas décadas, tem sido
cada vez mais relevante (Van Gunsteren et al, 2006). O continuo aumento da
capacidade de processamento tem viabilizado a analise, comparacio e
caracterizacdo de grandes e complexos conjuntos de dados obtidos de
experimentagcdo em sistemas bioldgicos. Houve uma transicdo entre o carater
passivo e ativo da computacdo, do ponto de vista experimental, visto que
atualmente esta ndo lida apenas com o tratamento dos dados experimentais, mas
também é capaz de atuar na geracdo destes, através da construcdo de modelos
para os sistemas biolégicos de interesse e desenvolvimento de simulagdes

utilizando os mesmos.

Um dos problemas centrais no desenvolvimento de novos farmacos é a
construcdo de modelos computacionais capazes de prever a afinidade de um dado
ligante por uma proteina alvo, tendo como base a analise das coordenadas
atomicas do complexo proteina-ligante. Tal andlise pode fazer uso somente da
informacdo estrutural estatica, disponivel na estrutura cristalografica de tais
complexos. Contudo, tal abordagem, é ingénua, pois a interagdo de um dado ligante
com uma proteina é um processo de reconhecimento molecular, onde aspectos
dindmicos devem ser considerados para que o sistema apresente bases fisicas.
Portanto, é grande o interesse em compreender as forcas que estabilizam uma
determinada interagdo proteina-ligante, para o desenvolvimento racional de novos
farmacos. As principais for¢as moleculares que governam a interagdo proteina-
ligante sdo: ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e de van der Walls.
Quando ha o propésito de se estudar um determinado modelo para um sistema
bioldgico de interesse, é de fundamental importancia avaliar algumas
caracteristicas inerentes ao mesmo, tais como os graus de liberdade associados, a
escala temporal dos fendomenos e propriedades fisicas a serem consideradas no

modelo (Van Gunsteren et al., 2006).

E provavel que a relevincia da contribuicio de cada uma das forcas na
estabilidade da interacdo proteina - ligante seja distinta conforme lidamos com

diferentes familias de proteinas, mesmo porque diferentes familias geralmente
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implicam em distintos padroes moleculares caracterizando o sitio de ligagado. Nesse
sentido, o presente projeto de pesquisa visa a simulacao de dinamica molecular de
complexos binarios oriundos de uma familia de proteinas em especial, pois a partir
das simula¢cdes computacionais sera possivel acessar aspectos dinamicos
relevantes para a afinidade dos ligantes neste contexto. Os resultados devem
convergir para a proposi¢cdo de um modelo matematico que seja capaz de prever a
afinidade de diferentes ligantes, utilizando uma funcdo polinomial empirica para

estimativa da interacao.

A base de dados PDBBind (Wang et al, 2004) apresenta informagio
estrutural de milhares de estruturas cristalograficas, para os quais dados de
afinidade do ligante pela proteina estdo disponiveis (constante de inibigdo). Tal
facilidade permite que usemos as estruturas dos complexos binarios proteina-
ligante para a simula¢do de dindmica molecular. Ao avaliar a base de dados citada,
foi observada a abundancia de resultados para uma familia de proteinas em
especial, no que diz respeito aos critérios de selecao adotados para o tratamento
do problema em estudo. Essa familia corresponde a classificacdo enzimatica EC
3.4.21, conjunto de serino endopeptidases, da qual podemos destacar a tripsina,
além da elastase, fator de ativacdo Xa, urocinase e trombina. Desta forma se
justificam os objetivos do presente trabalho: simulagdo de dinamica molecular
para conjuntos de complexos proteina-ligante, para os quais ha informacao
experimental ndo s6 para estrutura cristalografica do complexo, como também
para a afinidade do ligante pela proteina; preparacdo de uma base de dados
estruturais com os modelos dos complexos proteina-ligantes; utilizacao desta base
de dados para elaboracao de modelos computacionais para previsao da afinidade

de ligantes por proteinas da familia da tripsina.



2. Breve justificativa metodoldgica

A dinamica molecular utiliza as leis da fisica classica para prever as
estruturas e propriedades das moléculas. Ha diversos métodos que realizam tais
predicdes através da dindmica molecular, cada qual é caracterizado pelo seu

campo de forga em particular (Bartels, 2000).

Um campo de for¢a consiste em um conjunto de equagdes que definem
como a energia potencial de uma molécula varia de acordo com as localizacdes de
seus atomos. Além destas equacdes se faz necessaria uma série de definigdes para
os diferentes tipos de atomos, uma vez que as caracteristicas que um elemento
manifesta dependem do contexto quimico em que o mesmo se encontra. Portanto,
diferentes tipos de atomos (inclusive para um mesmo elemento quimico) irdo
descrever um comportamento distinto dependendo do contexto em questdo, como
por exemplo, diferentes hibridiza¢des, cargas e vizinhos quimicos (Hess et al,

2013).

E imprescindivel a presenca de conjuntos de parametros que irdo adequar
as equacoes e tipos de dtomos para que haja correspondéncia entre o modelo in
silico e os dados experimentais. Inerentes a esses parametros estdo as constantes
de forga, que consistem em valores usados nas equag¢des para relacionar
caracteristicas atdbmicas com suas respectivas componentes de energia e dados
estruturais, tais como: comprimento de ligacdes quimicas e seus respectivos

angulos.

Calculos envolvendo dindmica molecular ndo tratam os elétrons no sistema
molecular de forma explicita, mas sim atuam com base em interacdes entre os
nucleos atémicos. Os efeitos decorrentes da presenca eletronica estdo implicitos
nos campos de for¢a através de parametrizagdes. Esta aproximacao reduz de forma
relevante o custo computacional dos calculos na dindmica molecular, viabilizando
na pratica o tratamento de grandes sistemas, contendo alguns milhares de atomos,

por exemplo o caso de macromoléculas biolégicas como proteinas.

A respeito de algumas limitacdes deste método, é bem reconhecido que
cada campo de forga alcanga bons resultados apenas para uma limitada classe de
moléculas, de acordo com as quais o mesmo foi parametrizado. Portanto, nenhum
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campo de forca pode ser usado indistintamente para todos os sistemas
moleculares de interesse. Além de que, a aproximacao assumida em relacdo aos
elétrons implica que o método ndo pode tratar de problemas onde a influéncia
eletronica seja preponderante. Logo, ndo ha como descrever processos em que
haja formacdo ou quebra de ligacdes quimicas. As propriedades moleculares que
dependam intrinsecamente da distribuicdo eletronica nao sdo reproduziveis

através da dinimica molecular.

A aplicagdo da dinamica molecular no presente estudo, que visa investigar a
interacdo proteina-ligante, consiste em um excelente modelo computacional, visto
que neste contexto ndo ha quebra nem formacao de ligacdes quimicas. A energia de
interacao neste caso € influenciada essencialmente por forcas de acao a distancia,
tais como dipolo-dipolo e ion-ion, ligacbes de hidrogénio e forgas de dispersdo
(Sant'Anna, 2009). As simula¢des de sistemas contendo um ndmero grande de
atomos (como no caso das proteinas), do ponto de vista de capacidade de

processamento, sdo vidveis no que tange a aplicacao da dindmica molecular.

A definigdo de um campo de forca é um aspecto inerente a aplicacao do
método de dinamica molecular, apesar do reconhecimento da impossibilidade de
um Unico campo ser capaz de contemplar uma gama ilimitada de classe de
moléculas (Hess et al, 2013). Portanto, para o presente trabalho foi utilizado um
campo de forca recente, parametrizado em especial para o tratamento de
proteinas. Dessa forma, surge um problema tedrico pois se faz necessaria a
inclusdo de parametros de topologia para os ligantes, uma vez que os mesmos nao
sao cobertos pela referéncia padrdao do campo de for¢a escolhido. Com a finalidade
de contornar essa caréncia na parametrizacao dos ligantes, a aplicacdo de métodos
de estrutura eletrénica aparece como uma alternativa interessante, visto que os

ligantes apresentam poucas dezenas de atomos.

Métodos de estrutura eletrénica - eletronic estructure methods - sao
métodos que utilizam as leis da mecanica quantica como base para seus calculos.
Estados quanticos sdo aqueles em que a energia e outras propriedades
relacionadas podem ser obtidas solucionando a equacao de Schrodinger: HY=EWY,
que consiste em aplicar um funcional sobre a funcdo de onda correspondente ao

sistema. Contudo, para quaisquer sistemas que ndo sejam minimos, solu¢cdes
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exatas para a equac¢do de Schrodinger ndo é computacionalmente pratica. Logo,
essa classe de métodos é caracterizada pelo uso de diversas aproximacdes

matematicas para suas solugdes (Frisch et al., 2009).

O modelo do funcional de densidade - density functional theory (DFT) -
dentre os métodos de estrutura eletrénica disponiveis, é aquele que apresenta um
6timo retorno quando suas predi¢des sdo comparadas ao seu custo computacional
(Mourik et al., 2002). Seu diferencial esta no tratamento dos efeitos de correlagdo
eletronica, devido ao fato dos elétrons reagirem a presenca uns dos outros no
contexto molecular. Os calculos feitos através da abordagem de Hartree-Fock -
base tedrica que implica em menor custo computacional dentre aquelas
disponiveis para o método ab initio - consideram que cada elétron reage a uma
densidade eletronica. Portanto o DFT é um método interessante, visto que é capaz
de prover resultados com os beneficios de alguns métodos ab initio (de maior
custo computacional) requerendo a exigéncia computacional do método de

Hartree-Fock (Mourik et al., 2002).

Considera-se que a energia de um conjunto de elétrons sob influéncia de um
campo externo é um funcional Unico da densidade eletrénica. Esta dependéncia
aparece em dois termos da energia eletronica, designados por funcional de troca e
funcional de correlacdo (Hohenberg et al, 1964). Alguns funcionais foram
desenvolvidos a partir da mecanica quantica fundamental e outros a partir da
parametrizacdo de funcdes que melhor reproduzem resultados experimentais.
Desse modo, pode-se dizer que ha versdes ab initio e semi-empiricas do modelo
DFT. Atualmente, um dos modelos mais utilizados é o modelo do funcional de troca
hibrido de 3 parametros de Becke e do funcional de correlacdo de Lee-Yang-Parr
(B3LYP), devido a qualidade dos seus resultados, particularmente para moléculas

organicas (Sant'Anna, 2009).



3. Base teodrica

3.1. Dinamica molecular

A consideragao no que diz respeito as condicdes inerentes a descrigcdo de
um sistema de n particulas, no qual as suas constituintes tém seu movimento
restrito umas em relacdo as outras, é de fundamental importancia. A Terceira Lei
de Newton desempenha um papel importante na dindmica de um sistema de
particulas em decorréncia das forcas internas entre as particulas do sistema
(Thornton, 2011). A relevancia desta lei é justificada na independéncia da natureza
das forcgas internas de um sistema. Pois, enquanto estas seguirem a forma "fraca"
da Terceira Lei de Newton, o centro de massa deste sistema se move, sob acao da
forga total externa, como se fosse uma unica particula de massa igual a massa total
do sistema (somatodrio das massas das n particulas). A denominada forma "fraca",
citada anteriormente, considera que as forgas exercidas por duas particulas entre
si sdo iguais em magnitude, apesar de ocorrerem em sentidos opostos (Thornton,
2011). No caso da aplicagdo no presente estudo, considera-se que a forga total
externa aplicada sobre o sistema é nula, logo devem ser avaliadas certas
caracteristicas para este contexto em especial, que dizem respeito a distribuicdo da

quantidade de movimento linear e energia.

A quantidade de movimento linear do sistema é a mesma de uma unica
particula de massa M (somatério das massas das n particulas) localizada na
posicdo do centro de massa e se movendo da mesma maneira deste. Como
consequéncia da condi¢do de um sistema livre de forcas externas, a quantidade de
movimento linear total deste sistema é constante e igual aquela do centro de
massa, aspecto coerente com a lei da conserva¢do da quantidade de movimento

linear de um sistema.

A energia cinética total do sistema é igual a soma da energia cinética de uma
particula de massa M movendo-se com a velocidade do centro de massa e da
energia cinética de movimento das particulas individuais em relagdo ao centro de
massa. Para um sistema conservativo, onde todas as for¢as envolvidas sao
derivaveis de potenciais que ndo dependem explicitamente do tempo, a sua

energia total é uma constante.



A aplicagdo para o presente estudo se da sobre um sistema cujas particulas
constituintes sdo restritas na manutencao das suas posi¢oes relativas, visto que os
atomos estdo vinculados aos seus vizinhos imediatos através de ligagdes quimicas,
para as quais ndo ha tratamento tedrico quanto a possibilidade de quebra ou
formacao durante as simula¢des (limitacdo conhecida da dinamica molecular).
Neste caso, para qualquer processo que envolva o sistema, a energia potencial
interna permanece constante e, logo, pode ser ignorada no calculo da energia
potencial total do sistema. Sua influéncia seria simplesmente redefinir o zero para
a posicdo da energia potencial, mas, efetivamente, essa posicdo possui valor
arbitrario, uma vez que somente a diferenca na energia potencial agrega valor
fisico a interpretacdo do sistema. Portanto, o valor absoluto da energia potencial é
uma quantidade arbitrdria e irrelevante para correlagio fisica com o

comportamento esperado na realidade (Thornton, 2011).

Em um complexo binario, correspondente a interacao entre um ligante e
uma proteina, cada atomo, apesar de apresentar massa, é considerado como um
corpo pontual, cujo movimento é influenciado pelas for¢as de interagdo com os
atomos da vizinhanca. Este consiste em um sistema molecular capaz de ser
descrito pelas equagdes do movimento da Fisica Classica (McCammon, 1987).
Apesar desta abordagem consistir em uma aproximac¢do da dindmica real, ela é
capaz de prover uma descri¢do detalhada do comportamento do sistema molecular

em muitos casos (Field, 2007).

Para o presente trabalho, sera considerado sistema molecular como aquele
descrito pelas coordenadas atémicas de um complexo binario (interagao proteina -
ligante). Cada atomo i na estrutura é representado pelo vetor ri, apresenta
velocidade vi, massa mi, estd submetido a uma forca Fi e apresenta momento
linear pi. O Hamiltoniano classico para este sistema pode ser descrito como a soma

das energias potencial e cinética e apresenta a seguinte forma:
51
H(p.r) =) ——p°+ V(i)
; 2m

onde V se refere a energia potencial e o somatério abrange todos os N atomos do
sistema. Este Hamiltoniano é uma func¢do de 6N variaveis independentes, sendo

que dentre elas ha 3N para as coordenadas e 3N para os momenta atémicos.
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Equacdes do movimento para as variaveis da equacdo anterior sdo obtidas

utilizando as chamadas cano6nicas hamiltonianas:

dp __oH
dt ori

Desde que o primeiro termo do hamiltoniano classico para o sistema nao
dependa explicitamente de ri, as derivadas com respeito ao tempo para pi e ri sdao

respectivamente:

dp_ oV _

dat  on

Fi E:—a_Hzﬂ
dt m

p

Observamos que as hamiltonianas para o sistema consistem em um
conjunto de 2N equacdes diferenciais de primeira ordem que, ao serem resolvidas,
apresentam 2N variaveis pi e ri como fung¢des do tempo, sendo que se fazem
necessarias 2N constantes arbitrarias para garantir resolugdo particular para este
conjunto (correspondem as condi¢des iniciais do sistema em questao). Uma
equacdo diferencial de segunda ordem pode ser obtida ao se utilizar a segunda lei
da mecanica classica (pi = mi . vi), considerando que os atomos do sistema nao

apresentam alteracao de massa, é possivel observar que:

dpo _ _dv_ 0V _
— =M
dt at ori

' dt?

Em termos praticos, resolver as equagdes citadas anteriormente para cada
um dos atomos do sistema é o objetivo das simulacdes de dinamica molecular.
Existem diferentes algoritmos para lidar com os processos de integracao inerentes
as solucdes destas equagdes. Em geral, estes partem de valores definidos
inicialmente para as coordenadas e momenta atébmicos e promovem a integracao
das equagdes de movimento por um intervalo de tempo definido (passo de
integracdo, que corresponde a uma das iteragdes), para o caso da simulacao de

proteinas este intervalo é tipicamente da ordem de femtosegundos (Field, 2007).

Se a posi¢do de uma particula é dada por uma fun¢ao que depende do tempo

x(t) e apresenta valor conhecido neste caso em especial, sabe-se que a nova
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posicdo apds um determinado intervalo de tempo pode ser definida por uma tipica

expansdo em séries de Taylor:

dx(t) EXHAE

a2

X(t+At) = x(t) + At+

A partir desta expansao, se faz necessaria a avaliagdo de um ponto de corte
para as derivadas de mais altas ordens, desta forma estamos assumindo uma
ordem de aproximacgdo para tornar viavel sua aplicacdo nos calculos de dinamica
molecular. Para o presente estudo, o programa utilizado para gerar as simulacdes
aplica um algoritmo denominado de leap-frog (Hockney, 1974), que sera descrito
através das seguintes consideracdes para a expansao em séries de Taylor para a

funcdo horaria da velocidade.

\A(t+%) —y(y+ QWO AL, 1 dzv(o(mj

a2 2 de 2
w(t- A) w(t) - dwit)Azt ;dd\tfz(t)(Aztj+

Realizando uma subtracdo entre as expansdes descritas e rearranjando os

termos temos que:

At, _At dVi(t)
\ﬁ(t+7)—\d(t 2)

—At+..

Neste contexto, desenvolvendo a mesmo expansao para a fung¢do horaria da

posic¢ao, temos que:
At
rit +At) =rift) +vi(t +7)At +...

Estas expansodes representam o algoritmo citado, que é reconhecido como
aquele de melhor precisdo para aplicagdio no método de dinamica molecular
(Hinchliffe, 2003). Neste algoritmo, primeiro as velocidades sdo calculadas para o
tempo "t + At/2" e entdo utilizadas para o calculo das coordenadas atémicas para o
tempo "t + At". Desta forma, esta abordagem permite o calculo das duas grandezas
fisicas de interesse - velocidades e coordenadas atomicas - ao longo das iteragdes

(nimero de passos definidos para o desenvolvimento da simulagao).
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3.2. Minimizacao de energia

O objetivo dos métodos de minimizacdo de energia do sistema é reduzir
possiveis problemas na geometria das moléculas, tais como a presenca nao
condizente com a realidade fisica de comprimento e angulo de ligagdes quimicas,
bem como diedros relacionados. Do ponto de vista computacional, a maioria dos
algoritmos de minimizacdo de energia consistem na classe geral de métodos nao
lineares de otimizacdo. Neste contexto, o objetivo é descobrir qual conjunto de
valores para as variaveis independentes da fun¢do definida garantem um valor
minimo para tal funcdo. Para o caso de um complexo binario (representa¢do da
interacao proteina-ligante), com N atomos, temos 3N variaveis, que correspondem
as coordenadas atomicas, e a fun¢do que deseja-se minimizar corresponde a

energia potencial deste sistema (McCammon, 1987).

Muitos dos campos de for¢ca modernos inerentes a dinamica molecular
(inclusive o utilizado no presente estudo), podem ser interpretados em termos de
alguns parametros relativamente simples. A energia potencial para um sistema
molecular dependente das coordenadas atémicas de seus constituintes pode ser

expressa pelas seguintes contribuicdes:

V(r):% Z kb(b_b,0)2 +% Z w(&_a'O)Z +% Z V[1+COS( m)_y)]-'-ZN: ZN: 4€ij (ﬂj _(ﬂj + qq

ligagdo angulo diedro il OF# Fij Fij ATE o

O primeiro termo desta equacao aparece devido ao estiramento das ligagdes
quimicas, o segundo devido as variagcdes em relacdo aos angulos destas, ja o
terceiro termo representa as mudangas nos diedros. O quarto termo representa a
contribuicdo das interacdes a distancia devido as forcas de van der Walls,
conhecido como potencial de Lennard-Jones (as constantes envolvidas foram
determinadas empiricamente). O ultimo termo também se refere a interacdo a
distancia, descreve a contribuicao eletrostatica. Programas modernos de dinamica
molecular empregam campos de for¢ca com pequenas variagdes nas constantes
utilizadas para parametrizacdao de cada um dos termos descritos anteriormente

(Spoel et al., 2005). Portanto, essa caracteristica repercute diretamente em como a

energia potencial ird variar de acordo com as parametrizagdes feitas.
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O método de minimizacao utilizado no presente estudo, assim como na
maioria daqueles utilizados nos programas atuais de dinamica molecular, deve
contar com uma fun¢do bem comportada matematicamente. Neste sentido, essa
determinada funcao deve ser continua e diferenciavel em todos os pontos, visto
que se faz necessario um gradiente continuo. O gradiente é um vetor que consiste
na diferenciacao parcial da funcdo de interesse para cada uma de suas
componentes e aponta para a dire¢do da maior taxa de crescimento desta fungdo.
Se considerarmos esta funcdo de interesse como f(x), logo ao calcularmos -grad
f(x) temos um vetor que aponta na direcao do maior decréscimo para f(x). Para um
contexto de n dimensdes, o calculo para o gradiente da fungao f(x) fica da seguinte

forma:

gradf :{i,i'i'm'i}
Ox1 OXe 00X 0%

A funcdo f(x) pode ser expandida em termos de uma série de Taylor em

torno de um determinado ponto da seguinte maneira:

df (%) , (x= %)> o f( %) .

f(X) = f(%)+(Xx= %) ™ > "

E possivel generalizar esta relagio para n dimensées substituindo x por um
vetor r e introduzindo uma matriz para as derivadas correspondentes. Um método
de otimizacdo pode ser classificado de acordo com sua ordem, que se refere a
derivada de mais alta ordem empregada pelo método dentre aquelas apresentadas
na expansiao de séries de Taylor. Portanto, métodos classificados como de
primeira ordem, cortam a expansdo logo apds seu segundo termo. Ha respaldo
fisico para tal aproximacao, visto que a primeira derivada da energia potencial é a
prépria for¢a (para sistemas conservativos, como aquele avaliado no presente

estudo).

Os algoritmos atuam de forma iterativa, logo, iniciam em algum ponto da
superficie molecular e prosseguem em ciclos de acordo com suas caracteristicas.
Cada um destes ciclos é definido como uma iteracdo, sendo representado através
de um contador pela letra "k". A estrutura inicial do complexo bindario é obtida a

partir de um banco de dados de informagdes cristalograficas. 0 método steepest
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descent, representante dos métodos de primeira ordem, foi utilizado durante as
etapas de minimizacdo de energia dos complexos proteina-ligante no presente
estudo. Este método realiza sua busca por um ponto de minimo através de trés
passos: segue-se a direcdo que aponta para o maior decréscimo para a funcdo; o
tamanho do passo, indicado por um escalar A, é determinado; finalmente, o passo é

realizado de acordo com a seguinte equacao:

F«

Mk = -1+ Axte tk=———
maxX |F|

Na aplica¢do do algoritmo na minimiza¢do de energia, o tamanho do passo,
representado por um escalar na equagao descrita, é inicialmente determinado
como condicdo inicial. Se a primeira iteracao conduzir a uma redugdo na energia
do sistema, esse escalar recebe um fator multiplicativo para a realizacdo da
segunda iteracdo. Este processo ocorre ciclicamente enquanto ocorrerem reduc¢des
na energia do sistema. Quando um passo promove um aumento na fun¢do da
energia potencial, entende-se que o algoritmo passou por uma regiao de minimo
local (Radaport, 2004). Consequentemente, o tamanho do passo que sera aplicado

na proxima iteracao é submetido a uma reducao por um fator multiplicativo.

O algoritmo cessa as iteracbes quando o contador associado indica um
numero determinado de ciclos ou quando o valor para o gradiente encontrado é
menor que uma referéncia (também determinada nas condi¢des iniciais do
método). Este se apresenta como uma poderosa ferramenta, para rapidamente
atingir uma regiao de minimo local, apesar de apresentar dificuldade em chegar ao

ponto de minimo valor para a funcdo de interesse, quando nesta regiao.

Um algoritmo interessante para uso complementar ao steepest descent, no
processo de minimizacdo de energia, é o algoritmo conhecido como conjugate
gradient. Este método produz um conjunto de dire¢cbes que ndo apresenta o
comportamento oscilatério do steepest descent, visto que para as iteracdes
seguintes sao considerados os valores definidos para o gradiente do ciclo anterior.
Para a primeira iteracao, a direcdo de busca se da através do calculo do gradiente
inicialmente (gradl), considerando o sinal oposto devido ao interesse de seguir

para o sentido de maior decréscimo energético para o sistema (como discutido
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anteriormente). A equacdo que orienta a direcdo de busca para este algoritmo

consiste na seguinte forma:

b= 29
Ok-1.0k1

S = —Qk + bk Sk1

Este algoritmo apresenta uma caracteristica de levar mais tempo nos
primeiros passos do processo de minimiza¢do de energia, devido ao seu método de
calculo ser recorrente, ou seja, depender explicitamente de valores das iteracdes
anteriores. Em contrapartida, se apresenta como uma poderosa ferramenta nas
proximidades do ponto de minimo, sendo capaz de atingir valores mais préximos

do minimo local que o steepest descent.

Portanto uma combina¢do dos dois algoritmos apresentados é uma
excelente aplicacdo para otimizar o processo de minimizagao de energia, tanto em
exigéncia computacional, quanto na viabilidade de alcance de pontos mais
proximos possiveis ao de menor energia para o sistema. Desta forma, é provavel
que os artificios técnicos presentes na informacgdo estrutural sejam evitados ao

maximo, aproximando o modelo em estudo da realidade fisica.
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4.1. Resumo
O processo de pesquisa e desenvolvimento de farmacos é complexo, longo e

de alto custo. A descoberta de novos medicamentos tem suas raizes
profundamente ligadas as inovacgdes cientificas e tecnologicas. Neste contexto, o
desenvolvimento da computagdo, visto nos ultimos anos, tem tido um papel de
grande relevancia. Os testes in silico constituem uma importante etapa a partir da
identificacado do problema alvo, pois permitem uma abordagem racional no
processo de desenvolvimento de farmacos e, portanto, uma redu¢ao no tempo e
custo envolvidos . Nesse sentido, o presente trabalho pretende propor um modelo
computacional capaz de estimar a interagdo existente entre proteina - ligante, que
leve em consideracao aspectos dindmicos deste sistema. Para tal, foi alvo de estudo
uma familia de proteinas em especial: as serino endopeptidases. Com a finalidade
de avaliar os aspectos de carater dindmico responsaveis predominantemente pela
estabilidade da interacdo do complexo biolégico, foram realizadas simula¢des de
dindmica molecular, partindo de informagdes estruturais cristalograficas
disponiveis em bancos de dados. A partir destas simulagcdes serd proposto um
modelo matematico capaz de estimar a afinidade do ligante pela proteina, usando
uma funcao score empirica, que tera inicialmente a forma polinomial, onde cada
termo do polindmio sera formado por termos que caracterizam a interacdo
intermolecular entre o ligante e a proteina. Os coeficientes associados aos termos
para a funcdo de interesse serdo determinados através de métodos de regressao

linear multivariavel.

Palavras chave: proteina, ligante, dindmica molecular, funcao score .
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4.2. Introducao

Novos farmacos sdo
desenvolvidos no intuito de modular
proteinas de interesse, ativando ou
inibindo as suas fung¢des. Os avangos
na compreensdao da interacdo entre
proteinas e ligantes sdo de grande
importancia para contribuicdo com a
eficiéncia dos processos de desenho e
descoberta de farmacos. Com o
objetivo de identificar candidatos em
potencial para a interacdo com as
proteinas em estudo, a aplicagdo de
docagem molecular é um método
interessante. O modelo em questao
permite a estimativa da interacdo do
através  das

complexo  binario

informacgdes estruturais das
macromoléculas, aliadas a aplicacao
de uma func¢do de energia capaz de
identificar conformacgbes favoraveis
para o sistema  heterogéneo.
Entretanto, nesta abordagem, o
solvente, quando considerado, é
tratado de forma implicita, além da
limitacdo intrinseca ao método
quanto a falta de flexibilidade no sitio
alvo da proteina. Substituir a
caracteristica rigida da proteina
(classica da visdo chave - fechadura
para a interacdo desta com os

ligantes) por um alvo flexivel é

coerente com o conhecimento atual
acerca da importancia das mudancas
conformacionais para a fungdo
protéica. Neste contexto, o emprego
de simulacoes de dinamica molecular
tem sido uma excelente ferramenta
computacional para compreensdo das
bases fisicas envolvidas com a
estrutura e, por conseguinte, com a
funcao de macromoléculas biolégicas.
Estas simulacdes contribuem
complementando 0S dados
experimentais acerca das estruturas
das proteinas de interesse, através da
provisdo de informacgdes sobre a
dinamica destas a nivel atdémico. E
relevante citar a consideracdo das
moléculas do solvente de forma
explicita nos sistemas, para o
contexto biologico, tratamos do
solvente universal: agua. Portanto, é
viabilizada uma abordagem do
problema da estimativa da interacao
entre ligante e proteina, mesmo que
ainda in silico, considerando aspectos
dindmicos para os sistemas em
questao. O conjunto de dados
gerados, oriundo das dinamicas dos
sistemas em estudo, é capaz de
orientar a proposicdo de fungdes

matematicas com o mesmo proposito
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iy

2)

3)

4)

5)

6)

das utilizadas no método de docagem
molecular. Tal proposicdo, contudo,
representa  uma  tentativa de
tratamento com maior aproximacao

da realidade fisica.

4.3. Metodologia

Base de dados estruturais e de
afinidade

A base de dados PDBBind
(Wang et al., 2004) foi utilizada como
fonte de informacdo estrutural. Como
forma de selecionar dentre as
estruturas disponiveis, utilizamos os

seguintes critérios de selecao:

Estruturas  cristalograficas  com

resolucio melhor que 2,0 A (10 - m);
Estruturas cristalograficas publicadas
apo6s 1° de janeiro de 2000;

Dados de afinidade expressos na
forma de constante de inibicdo (Ki);
Estruturas de complexos 1 proteina +
1 ligante;

Estruturas sem metais no sitio de
ligacao;
Estruturas  cristalograficas  sem

residuos faltando na regidao do sitio

de ligagdo (< 10,0 A);

Parametrizacao dos ligantes

As coordenadas atdmicas dos
ligantes foram obtidas a partir da
estrutura cristalografica do complexo
binario. Os arquivos referentes as
topologias dos ligantes foram gerados
a partir do PRODRG (Schiittelkopf &
van Aalten 2004). As cargas foram
calculadas segundo o método ChelpG
(Breneman et al., 1990) através do
programa Gaussian, que também
viabilizou a otimiza¢do da estrutura
dos mesmos (Frisch et al., 2009). O

calculo se deu através do seguinte

protocolo: DFT/B3LYP/6-311G/2dp.

Minimizacdo de energia
As estruturas de interesse,
através da utilizacdo do programa
Gromacs 4.6.2 (Van Der Spoel et al,,
2005), foram solvatadas utilizando o
modelo SPC/E para as moléculas de
agua (Berendsen et al., 1987), em um
contexto de wuma caixa cubica,
garantindo uma distdncia minima
entre a proteina e a superficie da
caixa no valor de 10 angstroms.
Sempre que necessario, foi realizada

uma neutralizagdo das cargas do
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sistema, através da adicao de cations
(sédio) ou anions (cloreto), utilizando
a funcao Genion do préprio Gromacs.
Os sistemas foram submetidos ao
método de steepest descent, seguido
do conjugate gradient para fins de
minimizacao de energia dos mesmos.
Foi  definida uma  tolerancia
energética de 1000 kJ/mol para o

primeiro algoritmo e de 100 kJ/mol

para o segundo.

Position Restraints

Uma etapa de curta duragao
(30 ps - 10 ™5s) se segue ao processo
de minimizacdo de energia. Esta
etapa ja se da sob as condicdes da
dindmica molecular propriamente
dita, apesar de que sao aplicadas
forcas nos atomos do sistema para
restringir o movimento deles. Desta
forma, ha uma liberdade apenas ao
movimento das moléculas do

solvente, para as quais nao sao

parametrizadas forgas restritivas.

Termaliza¢ao

Segue a dinamica molecular de
pequena duracdo (com as condigdes
de restricdo), consiste na etapa em
que os sistemas sao gradualmente

aquecidos. O aquecimento se da

através dos seguintes incrementos na
temperatura: 50K (10ps), 100K
(10ps), 150K (10ps), 200K (10ps),
250K (10ps) e 298K (20ps). Para cada
etapa, as velocidades do atomos
foram novamente geradas de acordo
com uma distribuicdio de Maxwell-

Boltzman.

Dinamica Molecular

Performance da etapa de
producdo propriamente dita. Ao final
desta, sdo coletados dados sobre os
sistemas de interesse. Segue com o
mesmo protocolo a partir da ultima
rampa de aquecimento da fase de
termalizacdo, entretanto ndo sdo mais
geradas novas distribuicdes para as
velocidades dos atomos dos sistemas.
Etapa serve como critério de exclusao
da seguinte forma: estruturas para as
quais a simulacio de dinamica
molecular nao convirja para a
estabilidade da estrutura nos
primeiros 25 ns da simulacao, além
daquelas que apresentem interrupc¢ao
inesperada durante o processo serao
desconsideradas para os conjuntos

finais.

20



Funcao Escore

A grande quantidade de dados
gerada devido as  simulagdes
computacionais servira de base para
a elaboracao do modelo
computacional capaz de prever a
afinidade do ligante pela proteina. Ha
abordagens computacionais que
utilizam  analise de  dinamica
molecular para avaliacao da interacao
proteina - ligante, por exemplo a
opc¢do o calculo da energia de
Interaction

interacao (Linear

Eneergy) (Aqvist et al., 1994; Hansson

4.4. Discussao

O presente trabalho teve como
ponto de partida a analise do banco
de dados PDBBind (Wang et al,
2004), no intuito de avaliar quais
critérios de selecdo seriam
considerados para os complexos
binarios. Esta medida foi tomada com
o objetivo de assegurar a qualidade
das informacgdes a serem utilizadas ao
longo do estudo, bem como
minimizar a  interferéncia de
possiveis variaveis de confusao. Logo,

foi percebida a coeréncia em abordar

et al,, 1998) do pacote de programas
GROMACS (van der Spoel et al., 2005).
No presente projeto usaremos um
polindémio similar ao utilizado para a
implementagdo do
POLSCORE (De Azevedo & Dias,
2008). O POLSCORE é usado para

programa

previsdo da afinidade do ligante pela
proteina, apesar de que este leva em
consideracao unidades de pKa. A
novidade da presente abordagem é
que aspectos dinamicos da interagdo
serdo inseridos numa fungdo
polinomial para a previsdo da

afinidade.

o problema da estimativa da

interacao proteina - ligante,
considerando uma familia de
proteinas em especial, uma vez que é
de se esperar que fungdes distintas
venham a explicar o contexto das
interacbes para diferentes tipos de
familias protéicas. Portanto, para que
o estudo tivesse seguimento, se fez
necessaria a escolha da familia que
seria o foco deste. A opc¢do pelas
serino endopeptidases foi feita

orientada exclusivamente por
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motivos técnicos, visto que, dentre as
informacdes dos bancos de dados
consultados, correspondia aquela de
melhor disponibilidade dentro dos
critérios de selecao adotados.

Foram avaliadas as estruturas
disponiveis para a familia escolhida
(EC 3.4.21.). A relagdao destas foi
consultada em Janeiro de 2013, no
seguinte site: www.ebi.ac.uk/pdbe
(European Bioinformatics Institute).
No momento da consulta, haviam
1.717 resultados para a familia de
interesse.

De posse deste conjunto de
informacdes estruturais, foram
aplicados os critérios de selecdo
definidos para o presente trabalho.
Portanto, houve uma redugdo para

197 estruturas em conformidade com

0S mesmos.
A partir dos arquivos
escolhidos, foram extraidas

informacgdes estruturais dos ligantes
e proteinas a partir dos complexos
depositados no PDB (rcsb.org). Foram
desconsideradas as moléculas de
agua cristalograficas. Assim como
demais moléculas remanescentes,
artificio técnico da determinacao
estrutural cristalografica das
macromoléculas, por exemplo:

glicerol, ions sulfato, acido acético.

Logo, para cada arquivo do conjunto
inicial de dados, foram salvos dois,

Y

um referente as coordenadas
atobmicas da proteina e o outro ao
ligante, ambos no formato PDB. Este
ultimo foi submetido ao PRODRG
(Schiittelkopf & van Aalten, 2004),
com o propoésito de obter um arquivo
para sua topologia. Tal procedimento
é de fundamental importancia devido
a auséncia de parametrizacdo para os
ligantes no campo de forca escolhido
para as simulagdes realizadas no
Gromacs. A distribuicdo de cargas
nos ligantes é um ponto nevralgico,
logo, se faz necessaria a aplicagdo de
um método mais rigoroso no
tratamento desta questdo. Para tal, foi
empregado um método de estrutura
eletronica, consistido na teoria de
densidades eletronicas (DFT), através
do programa Gaussian (Frisch et
al.,2009). O aumento significativo do
custo computacional, devido a
implementacdo desta etapa adicional
para o tratamento dos ligantes, é
justificado em virtude da qualidade
advinda deste procedimento. Foram
aproveitadas as informacdes
resultantes das otimizacdes pelo
Gaussian no que diz respeito aos

comprimentos e angulos de ligacdes,

angulos de torg¢bes, além da
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distribuicao das cargas propriamente
dita.

Os arquivos de entrada para
cada simulagdo de  dinamica
molecular foram: prot.pdb (arquivo
PDB com as coordenadas atdmicas da
proteina), ligpdb  (coordenadas
atémicas do ligante), lig.itp (topologia
do ligante) e os arquivos de
comandos do Gromacs (Spoel et al,,
2013). Para cada caso, o arquivo
contendo as coordenadas atémicas da
proteina foi introduzido no programa
Gromacs, onde as simulagdes de
dinamica molecular foram
desenvolvidas. Foi promovida a
solvatacao das proteinas de interesse,
criando uma caixa cubica. Logo, as
etapas de simulacdo tiveram
seguimento tanto com, quanto sem a
presenca dos ligantes relacionados.
Quando necessaria, foi realizada uma
etapa de neutralizacao das cargas do
sistema, através da adi¢do de cations
(sédio) ou anions (cloreto), conforme
o caso. A funcdo utilizada para esse
fim foi a Genion, do préprio Gromacs,
a qual foi ajustada para que calculasse
a densidade de cargas antes de inserir
cada ion, no intuito de garantir a
maior uniformidade eletrostatica

possivel. Para tal, foi promovida a

substituicao de moléculas de solvente

para a introdu¢do de cada ion,
quando necessario.

O campo de forc¢a utilizado foi
o Gromos 53a6, devido a sua
parametrizacdo para o tratamento de
proteinas, além do seu recente
estabelecimento em comparacdo aos
outros incluidos no pacote Gromacs.

A minimizacdo de energia foi
uma etapa inicial na utilizagdo do
programa. O seu papel é justificado
pela origem das informacgdes
estruturais, visto que existem
artefatos inerentes a técnica de
determina¢do cristalografica por
difracdo de raios de alta energia
(raios x). Para a aplicacdo desta
técnica, as proteinas devem ser
cristalizadas, logo, ocorre um efeito
de empacotamento que ndo pode ser
desconsiderado no momento da
avaliacao da sua estrutura nativa ou
ligada. A etapa de minimizacdo foi
aplicada no intuito de eliminar
possiveis geometrias moleculares
incoerentes com a realidade fisica das
proteinas em meio fisiolégico,
exemplificadas através de
comprimento ou angulos de ligacdo
incongruentes. Foram combinados
dois algoritmos distintos para a

realizacdo desta etapa. Inicialmente

foi aplicado o método de steepest
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descent, para o qual foi definida uma
tolerdncia energética de 1000 kJ/mol.
Apbés a convergéncia do primeiro
algoritmo, o seu resultado foi
utilizado como ponto de partida para
a aplicacao de um segundo método:
conjugate gradient, para o qual foi
ajustada uma tolerancia energética
mais rigorosa, no valor de 100
k] /mol.

Concluida a minimizagdo de
energia, segue a etapa de dinamica
com restricdo ao movimento dos
atomos da proteina e do ligante. Esta
caracteristica €é assegurada pela
definicdo de forgas restritivas,
aplicadas nos atomos do eixo central
da proteina, assim como nos atomos
do ligante. Esta etapa é importante,
pois previne mudancas bruscas de
partes da proteina devido a
submissdo as forcas causadas por um
desequilibrio das moléculas do
solvente. Logo, é permitida uma
distribuicdo destas moléculas ao
longo do sistema, sem que haja
alteracao relevante do complexo
binario. Desta forma, é garantida uma
aproximacdao do equilibrio para o
solvente antes que seja permitida a
flexibilidade para o complexo binario,
caracteristica da dinamica molecular

propriamente dita.

Foram implementadas etapas
consecutivas com gradual incremento
na temperatura dos sistemas,
constituindo numa fase sequencial de
aquecimento. Nessa altura, sao
retiradas as forgas restritivas sobre
0s componentes que atuavam
durante a fase da dindmica com
restricoes. A adogdo destra estratégia
metodoldgica visa evitar um choque
térmico do sistema, prevenindo que a
possiveis

proteina assuma

conformagdes  incoerentes  com
aquelas do contexto fisiolégico.
Enquanto é realizado cada aumento
de temperatura, sdo redistribuidas as
velocidades associadas aos atomos
do sistema. A temperatura final
definida é aquela utilizada durante o
ensaio enzimatico para cada caso,
correspondendo usualmente ao valor
de 298,15 K.

A etapa subsequente
corresponde a fase de produgio
propriamente dita, pois os sistemas,
que ja se encontram na temperatura
relacionada aos ensaios enzimaticos
especificos, sdo livres para o
desenvolvimento da dinamica
molecular. E esperada uma
convergéncia dos sistemas ao longo
das simulac¢oes, no sentido de que ndo

ha mais restricdes definidas para os
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componentes dos mesmos, além de
que nao alteracdes na temperatura e
pressdo dos mesmos. O tempo para
esta convergéncia é caracteristico de
cada sistema e é denominado como o
tempo de relaxamento deste,
referindo-se a  estabilidade do
comportamento apdés uma série de
perturbagdes (incrementos de
temperatura e, consequentemente, de
energia total). A definicdo de quando
0 sistema atinge este tempo
caracteristico nao é um consenso
atualmente, quando realizada a partir
da analise dos dados gerados durante
as simulacdes, apesar de que
usualmente o  RMSD  (desvio
quadratico médio da posicdao dos

7

atomos  consitituintes) €é uma
alternativa utilizada. Foi determinado
um tempo total para a fase de
dinamica propriamente dita de 25 ns,
como forma de balancear o custo
computacional implicado e cobertura
dos tempos de relaxamento para os
sistemas estudados. De posse do
conjunto de dados gerados apds o
desenvolvimento das simulacdes,
chegaremos ao ponto de propor uma
funcdo matematica capaz de estimar a

interacao dos complexos através de

meétodos de regressado linear.

0 uso de programas
computacionais, para avaliar a
interacao proteina-ligante, baseados
em funcdes scores  empiricas,
comegou com o trabalho pioneiro de
Bohm (Bohm, 1994). Nesse trabalho,
foi proposto que a interacao entre
proteina e ligante fosse avaliada a
partir de uma fungao score empirica.
Tal funcdo score é um polindomio que
envolve aspectos estruturais da
interacdo proteina-ligante, tais como,
ligacdes de hidrogénio, contatos de
van der Waals, contatos hidrofébicos,
interacdes eletrostaticas. Cada uma
destas caracteristicas estruturais
entra na fung¢do escore com um termo
do polindmio, sempre de grau 1. Os
pesos relativos de cada termo sao
determinados a partir de regressao
linear, usando dados experimentais,
disponiveis na literatura cientifica,
sobre a afinidade proteina-ligante,
como conjunto de treino (training
set). A abordagem deste estudo nao
pretende, a principio, restringir o
grau para os termos assim como foi
feito nos primeiros trabalhos sobre o
tema. Esta funcdo é uma expressao
matematica que representa a
afinidade de um ligante por uma
proteina.

Diversos programas

computacionais trazem tais funcdes
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escores que usam esta abordagem
(Wang et al, 2002; De Azevedo &
Dias, 2008), constituindo a
construcdo destas funcdes escores
como uma alternativa muito utilizada
atualmente no que diz respeito a
avaliacdo de ligantes em potencial
para os mais variados sistemas
bioldgicos.

As funcgdes escores empiricas
terdo inicialmente a forma de
polinémios, onde cada termo do
polinémio é formado por termos que
caracterizem a interacao
intermolecular entre o ligante e a
proteina. Os termos desses
polindmios podem ser lineares, nao
lineares ou mistos, por exemplo a
combinacao de termos como contatos
de van der Waals ou numero de
ligacdes de hidrogénio. (De Azevedo
& Dias, 2008). E introduzida uma
abordagem mais abrangente do
problema em estudo, visto que a
afinidade de um dado ligante por uma
proteina sera estimada por uma
funcdo escore especifica, a qual
apresentara termos ponderados pela
contribuicao das forgas
intermoleculares avaliadas ao longo
das  simulagdbes de  dinamica

molecular. E esperado que as fungdes

que melhor ajustem os parametros

para correlagio com os dados
experimentais sejam aquelas que
apresentem na sua constituicao
termos que correspondam  as
componentes fisicas responsaveis
pela estabilidade do ligante no sitio

protéico.
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5. Conclusao e perspectivas

O presente trabalho teve o objetivo de propor uma funcdo matematica,
capaz de avaliar a interagdo entre proteina e ligante que levasse em consideracao
aspectos dinamicos deste complexo binario. Devido a diversidade estrutural
relevante dentre as diferentes familias de proteinas, o foco deste estudo foi a
familia das serino endopeptidases. Este estudo se encontra na fase de
desenvolvimento das simula¢des de dinamica molecular, portanto ainda esta sendo
gerado o conjunto de dados que sera utilizado para o ajuste das funcgdes

matematicas de interesse (cerne do modelo).

Aspectos médios relevantes, para intera¢do proteina-ligante, serdo
calculados usando-se as trajetorias dos complexos obtidas durante as simulagdes
de dinamica molecular. Serdo analisados aspectos como: niumero de ligacdes de
hidrogénio intermoleculares, drea de contato, area acessivel ao solvente, RMSD
(desvio médio quadratico) da estrutura do ligante, RMSD da estrutura da proteina
entre outros. Tais aspectos serdo combinados no intuito de constituir os

coeficientes que otimizem as func¢des de correlacao com dados experimentais.

Espera-se elaborar um modelo computacional para previsao da afinidade de
ligantes proteinas, um problema central do desenho de novos farmacos. Tal
modelo computacional sera implementado num programa de computador a ser
implementado na linguagem C++, usando uma abordagem computacional similar
ao programa PROTLIGSCORE (094034 - Catalogo de Tecnologias disponiveis para
licenciamento da PUCRS, organizado pelo Escitério de Transferéncia de Tecnologia

da Universidade) desenvolvido no LaBiogEst-PUCRS.
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