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RESUMO

O antraz € uma doenca infecciosa aguda grave, com uma taxa de mortalidade superior a
90% em sua forma respiratoria, causada pelo Bacillus anthracis, uma bactéria altamente
virulenta, que esta desenvolvendo resisténcia e que tem potencial aplicagdo como arma bioldgica
e agente de bioterrorismo. Nesse trabalho, a inibicdo de deidroshikimato desidratase do B.
anthracis foi estuda por meio docking, dindmica molecular e ensemble docking. Essa enzima é
responsavel por uma etapa chave na biossintese de petrobactina, molécula através da qual o B.
anthracis adquire ferro — micronutriente essencial para seu desenvolvimento e proliferacdo no
hospedeiro. O docking de 25 compostos com acao inibitoria conhecida na estrutura cristalografica
da enzima indicou intera¢bes importantes com os residuos His144, Hisl75, Phe211, Tyr217
(ligacBes de hidrogénio), Argl02 (ponte salina), His144 e Phe255 (interagdes m-m). Ligantes
estruturalmente semelhantes ao cristalografico (3,4-DHBA) foram docados adequadamente no
sitio ativo, enquanto ligantes mais volumosos foram docados na entrada do sitio, resultando em
baixa correlacdo entre as energias livres de ligacdo experimentais e os escores de docking (R2 =
0,1295; R-Pearson = 0,360) e desvios de 23%, em média, frente ao experimental. Simulacbes de
dindmica molecular mostraram que essa proteina apresenta uma grande rigidez estrutural
intrinseca, porém por¢des do seu sitio ativo, sobretudo da estrutura em forma de lago que o
recobre, apresentaram flexibilidade significativa. A presenca de ligantes induz a alteracGes
conformacionais que proporcionam o alargamento do sitio e permitem a entrada de ligantes mais
volumosos, indicando que o sitio cristalografico era, de fato, muito restrito. A atividade inibitoria
aparenta estar relacionada com a formacdo de uma rede de ligacdes de hidrogénio entre os
ligantes e residuos do sitio ativo, sendo as principais entre grupos 3-OH do anel aromatico dos
ligantes e a His175; entre o grupo carboxilico e a Arg102 (ponte salina); entre o grupo 4-OH e a
Phe211 e principalmente entre o grupo 5-OH e a His144, um residuo importante no mecanismo
enzimatico. O ensemble docking em trés estruturas extraidas das simulacdes de dindmica
molecular permitiu a aprimorar a correlacdo entre os escores de docking e atividade inibitéria
experimental, com R2= 0,363 e R-Pearson = 0,602 considerando a totalidade dos ligantes ou com
R2 = 0,8157 e R-Pearson = 0,903 considerando-se os dez ligantes mais potentes (contra Rz =
0,5683 e R-Pearson = 0,754 na estrutura cristalografica), evidenciando a necessidade de se
considerar a flexibilidade do receptor para o docking adequado. Esse modelo linear juntamente
com essa compreensao mais profunda dos mecanismos relacionados com a inibicdo dessa enzima
permitirdo o desenho e a triagem in silico de novas moléculas com poténcia e seletividade
aprimoradas e com potencial aplicagdo como uma nova terapia contra o Bacillus anthracis.

Palavras chaves: docking, dindmica molecular, ensemble docking, inibicdo enzimética, petrobactina,
Bacillus anthracis.



ABSTRACT

Anthrax is a serious acute infectious disease with a mortality rate higher than 90% in its
inhalational form. This disease is caused by Bacillus anthracis, a highly virulent bacterium that
is developing resistance and which has potential application as a biological weapon and
bioterrorism agent. In this work, the inhibition of dehydroshikimate dehydratase from B.
anthracis was studied through docking, molecular dynamics and ensemble docking. This enzyme
is responsible for a key step in the biosynthetic pathway of petrobactin, a molecule released by
B. anthracis to acquire iron, an essential micronutrient for its development and proliferation
within the host. Molecular dockings of 25 compounds with known inhibitory activity against
dehydroshikimate dehydratase in the crystallographic structure of this enzyme indicated
important interactions with the residues His144, His175, Phe211, Tyr217 (hydrogen bonds),
Argl102 (salt bridge), His144 and Phe255 (n-m interactions). Ligands structurally similar to the
crystallographic (3,4-DHBA) were appropriately docked within the active site, while bulkier
ligands were docked at the site's entrance, resulting in a low correlation between the experimental
binding free energies and the docking scores (R? = 0,1295; R-Pearson = 0,360), as well as a
deviation of 23%, on average, compared to the experimental data. Molecular dynamics
simulations showed that this protein has a high structural rigidity, however portions of its active
site, especially the loop-like structure that covers it, showed a significant mobility. The presence
of ligands induced conformational changes that lead to the widening of the site and allowed
bulkier ligands to enter it, what indicates the crystallographic site was, in fact, very restricted.
The inhibitory activity appears to be related with the formation of a network of hydrogen bonds
between ligands and active site residues, mainly between the 3-OH moiety in the aromatic ring
of ligands and His175; between the carboxylic group and Arg102 (salt bridge); between the 4-
OH moiety and Phe211 and specially between the 5-OH group and His144, a residue with an
important role in the enzymatic mechanism. Ensemble docking with three structures extracted
from molecular dynamics simulations allowed to improve the correlation between docking scores
and experimental inhibitory activity, with R? = 0,363 and R-Pearson = 0,602, when considering
all ligands, and R2 = 0,8157 and R-Pearson = 0,903 when considering the ten ligands of higher
activity (against the values of Rz = 0,5683 and R-Pearson = 0,754 for their docking in the
crystallographic structure). This point out the need to account for receptor's flexibility for an
appropriate docking. This linear model coupled with this deeper understanding about the
mechanisms related with enzymatic inhibition will allow the in silico drug design and screening
of new molecules with improved potency and selectivity and with potential application as a new
therapy against Bacillus anthracis.

Keywords: docking, molecular dynamics, ensemble docking, enzymatic inhibition, petrobactin, Bacillus
anthracis.
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1 INTRODUCAO

Um dos problemas de saude publica mais graves a ser enfrentado ao longo das proximas
décadas serd o aumento da resisténcia de bactérias patogénicas aos antibidticos atualmente
disponiveis, tanto em nivel regional e nacional quanto a nivel global.*

Todos os anos, somente nos Estados Unidos, em torno de 2 milhdes de pessoas adquirem
algum tipo de infeccdo resistente a um ou mais antibidticos, de acordo com dados do Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas do pais (CDC). Desses 2 milhdes, cerca de 23 mil acabam
morrendo anualmente como consequéncia direta dessas infeccdes resistentes a antibi6ticos.?

Segundo o relatério mais recente da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sobre o
tema, publicado em 2016, altas taxas de resisténcia tém sido observadas em bactérias comuns
como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus responsaveis por
problemas de salde triviais até entdo, como pneumonias e infecgdes urinarias. 2

No Brasil ainda ndo hé dados oficiais de abrangéncia nacional sobre o nimero de vitimas
por bactérias resistentes, porém se estima que numero de Obitos anuais causados por essas
infeccBes seja proximo, se ndo superior ao observado nos Estados Unidos.*

Ao longo dos Gltimos anos, inimeros casos de infec¢bes por bactérias super-resistentes
foram registrados em todo o Brasil. Dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria,
publicados em 2015, mostram que 77,4% das infeccBes da corrente sanguinea por Acinetobacter
spp. foram causadas por cepas resistentes. °

Em 2015, duas UTIs neonatal foram fechadas na cidade de Porto Alegre devido a
contaminag&o por Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenemas (ou KPC)®. Em margo ano
seguinte, seis pessoas morrem e mais de 40 foram contaminadas em Americana, interior do
Estado de S&o Paulo, também por infeccdo por KPC.” Cepas dessa mesma bactéria foram
encontrada por pesquisadores da Universidade Federal do Rio de Janeiro, nas guas da baia de
Guanabara e das principais praias da orla carioca, em julho de 2016, as vésperas da realizacdo
dos Jogos Olimpicos na cidade.®

Ainda mais alarmante foi a descoberta, publicada no final de novembro de 2015, de que
bactérias da familia Enterobacteriaceae, que inclui os géneros Escherichia e Salmonella,
desenvolveram um mecanismo de transmissdo da resisténcia & Colistina — considerado o ultimo
recurso na luta contra agentes infecciosos bacterianos — por meio da transferéncia do gene de
resisténcia MCR-1 através de plasmideos, pequenos fragmentos circulares de DNA facilmente
trocados entre bactérias. °

Essa resisténcia foi observada inicialmente na China, e foi relacionada ao uso de
Colistina para acelerar 0 ganho de peso em animais de producdo, porém, menos de quatro meses
apos a descoberta, em margo de 2016, cepas de bactéria contendo o gene MRC-1 j& haviam sido
reportadas na Africa e Europa.’® Em maio do mesmo ano, bactérias com a resisténcia também
foram reportadas nos Estados Unidos!! e no més seguinte, cepas de E. coli contendo o gene
MRC-1 foram encontradas no nordeste do Brasil.'?

Em 2014, a Organizagdo Mundial de Saude ja havia alertado que a distribuicdo
generalizada ao redor do mundo de cepas bacterianas resistentes e o rapido desenvolvimento de
tolerancia aos medicamentos ainda ativos se constituiria "uma ameaca as realiza¢bes da medicina
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moderna, com vias de tornar o século XXI em uma Era pés-antibidtica".® Ninguém poderia
prever, entretanto, que essa Era estaria tdo proxima.

Em janeiro de 2017 foi reportado o primeiro caso de uma infeccdo bacteriana resistente
a todos os antibidticos disponiveis. O caso foi registrado em Nevada, nos Estados Unidos, e
envolveu uma mulher com cerca de 70 anos de idade admitida na emergéncia hospitalar com
sindrome da resposta inflamatdria sistémica causada por Klebsiella pneumoniae, em 18 de agosto
de 2016. Apos a falha de todas as estratégias terapéuticas, a paciente faleceu de choque séptico
duas semanas apos dar entrada no hospital. **

N&o bastasse o rapido desenvolvimento de resisténcia e até mesmo pan-resisténcia a
antibidticos e a rapida propagacao dessas cepas ao redor do mundo, bactérias e outros agentes
infecciosos considerados como controlados ou até mesmo erradicados estdo ressurgindo como
consequéncia do aquecimento do planeta. Na medida em que as temperaturas globais se elevam,
induzem ao rapido derretimento das areas de permafrost — uma camada de solo permanentemente
congelado nas areas polares e subpolares que recobre cerca de 25% das areas emersas do
hemisfério norte — expondo restos humanos e de animais contaminados com os mais diferentes
patdgenos, como os causadores da variola, gripe espanhola e antraz. 14

Em agosto de 2016, temperaturas anormalmente altas foram registradas na regido da
peninsula de Yamal, no norte da Russia, causando o derretimento de camadas superficiais do
Permafrost e expondo restos de animais que morreram vitimas de antraz em 1941. A exposicao
desses corpos liberou no ambiente esporos da bactéria causadora da doenca, fazendo com que um
menino de 12 anos de idade morresse e quase 100 pessoas fossem hospitalizadas, além de
provocar a morte de mais de 2300 renas. 1516

O antraz, também conhecido como carblinculo hematico, é uma doenca infecciosa aguda
e altamente letal, com manifestacdes clinicas semelhantes as da febre hemorragica.l” E
considerada como uma zoonose, na medida em que afeta principalmente animais herbivoros
domésticos e selvagens, porém todos os mamiferos e inclusive 0s seres humanos sao sucessiveis
a doenca. As infeccBes em humanos — predominantemente cutaneas — resultam do contato com
animais infectados ou com produtos contaminados de origem animal, como couros e 13. 18

Conhecida desde a Antiguidade, acredita-se que a doenca tenha sido registrada pela
primeira vez na Biblia, no capitulo 9 do livro de Exodo, que descreve a quinta e sexta pragas do
Egito como uma “pestiléncia gravissima” que afetou inicialmente o gado e que apdés Moisés
“espalhar um pé miado por todo o Egito” produziu em sarna e tlceras nos homens e no gado.1%%

As evidéncias atualmente disponiveis, entretanto, apontam a Africa subsaariana com o
local mais provavel de surgimento do Antraz, de onde se espalhou para o norte da Africa, Eurésia
e América do Norte seguindo os fluxos migratorios humanos.?* Atualmente, a doenca é endémica
em praticamente todo o0 mundo, inclusive nos Sul do Brasil, e seu agente etiol0gico esta presente
no solo de todos os continente, exceto a Antartida. 222

Ao longo do século XIX e no comego do século XX, o antraz foi uma das principais
causas de mortalidade na pecuaria em todo mundo, chegando a matar 60 mil cabecas de gado na
Africa do Sul, somente em 1923.2° Nas décadas seguintes, o desenvolvimento de vacinas e a
adocdo de melhores praticas sanitarias levou a uma queda abrupta no nimero de casos de antraz
no gado domeéstico na maioria dos paises, com a consequente reducdo do numero de casos

humanos.?
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Apesar disso, 0 maior surto ja registrado de antraz em humanos ocorreu entre 1979 e
1980 no Zimbabue, quando mais de 6.000 pessoas foram infectadas, a maior parte com a forma
cutanea da doenca e em torno de 100 pessoas morreram.?* Em 1987, o maior surto ja registrado
da doenca na América do Sul ocorreu no Paraguai, quando 25 pessoas adquiriram a doenca ap0s
0 abate de uma Unica vaca infectada, porém sem vitimas fatais.?®

Atualmente, o antraz é tido uma doenga ocupacional em humanos, limitada a categorias
especificas de trabalhadores, como agricultores, pastores, veterinarios, trabalhadores de
matadouros e pessoas que tem contato direto com produtos de origem animal no processados.?®
Todo os anos sdo registrados entre 20 mil e 100 mil casos de infec¢Bes por antraz em todo o
mundo, o que a torna uma doenca relativamente rara.?

O antraz € causado por um micro-organismo da familia Bacillaceae, o Bacillus
anthracis, uma bactéria aerébica gram-positiva, imovel, encapsulada e que tem o formato de
bastonete, medindo entre 1-1,5 um de largura por 5-6 um de comprimento (Figura 1A).2” Em
condicdes adversas como calor ou frio extremo, baixa umidade ou caréncia nutricional esse
micro-organismo forma esporos de aspecto ovalado (Figura 1B), que sdo liberados para o
ambiente apos a lise celular da bactéria.t’
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Figura 1 - Bacillus anthracis em sua forma vegetativa, colorida com corante de Gram (A) e apds esporogénese,
mostrando os esporos coloridos com o corante Schoeffer Fulton. Adaptado de Fasanella et al. (2010). Y7

Esse esporos podem se manter vidveis por décadas, tendo uma meia vida de cerca de
100 anos, e sdo resistentes a dessecacdo, solventes, extremos de temperatura, pressdo e pH bem
como a radiacdo ultravioleta e até a radiacdo ionizante. 2 Além disso, esses esporos sio
facilmente dispersaveis no ambiente, podendo adentrar em mamiferos por vias respiratorias,
cutanea ou gastrointestinal, quando entdo germinam e retornam a forma vegetativa e de alta
viruléncia, que rapidamente estabelece infecgdo e eventualmente mata o hospedeiro.

Cerca de 95% dos casos de antraz reportados em humanos sdo da forma cutanea da
doenca, que ocorre quando os esporos do B. anthracis penetram nas camadas mais profundas da
pele através de cortes ou abrasdo. Os esporos germinam e produzem um edema local, que entre
3 e 5 dias forma uma ferida pruriginosa que evolui para necrose e ressecamento do tecido,
deixando uma escara negra caracteristica (Figura 2).2” O nome antraz, inclusive, é derivado da
palavra grega anthrax, que significa carvdo, em referéncia a aparéncia dessa ferida.>* Sem o
tratamento adequado e imediato a mortalidade é de cerca de 20%, na medida em que bactéria

pode ingressar na corrente sanguinea e induzir ao choque séptico.?’
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Figura 2 - Ferida tipica formada no estagio avancado de infec¢do cutanea por antraz. Adaptado de Sweeney et al.
(2011).7

A antraz gastrointestinal é causado pela principalmente ingestdo de carne malcozida
contendo esporos da bactéria e apresenta sintomas iniciais pouco especificos, como nausea,
vomitos e febre, os quais rapidamente progridem para ulceracdo e edema severo do trato
gastrointestinal eventualmente levando a sepse e morte. Essa forma de antraz tem uma taxa de
mortalidade superior a 50%, a qual esta relaciona com a demora no tratamento adequado devido
a falta de especificidade dos sintomas.*?

E justamente a falta de sintomas iniciais especificos que torna a forma respiratoria da
doenca a mais letal de todas, com uma taxa de mortalidade superior a 90%. A infec¢do ocorre
quando os esporos do B. anthracis, com menos de 5 pum sdo inalados e atingem o trato respiratorio
inferior, de onde sdo transportados pelos macréfagos até os nodos linfaticos, onde esses esporos
germinam e comegam a produzir toxinas.?’

Apdbs um periodo de incubacdo, que dura de um a seis dias, 0s pacientes desenvolvem
sintomas parecidos com a gripe, como tosse, febre baixa, fadiga e dores peitorais e abdominais,
que duram desde algumas horas até alguns dias, e entdo melhoram brevemente.®? O segundo
estagio da doenca, geralmente fulminante, € caracterizado por um aumento da febre, edema no
torax e pescoco, dificuldade cardiaca e pulmonar que culmina com o choque séptico e a morte.?:3

A alta resisténcia dos esporos dessa bactéria aliada a sua facilidade de obtencéo,
producdo e dispersdo no ambiente e em conjunto com a letalidade extrema que a infeccdo detém
em sua forma respiratéria colocam o B. anthracis na lista dos agentes bioldgicos mais perigosos
do mundo, com potencial aplicacio em bioterrorismo e como arma de destruicio em massa.>?

Em 2001, logo apds os ataques terroristas ao World Trade Center e ao Pentagono,
envelopes contendo esporos de B. anthracis foram enviados a empresas de comunicagéo e
funcionarios do governo dos Estados Unidos, entre outubro e novembro daquele ano, infectando
22 pessoas, das quais 11 desenvolveram antraz respiratorio e 11 desenvolveram a forma cutanea
dainfeccdo. Todos 0s pacientes que contrairam antraz respiratorio necessitaram de hospitalizacao
e terapia intensiva e dentre esses, cinco foram a 6bito. %34

A Organizagdo Mundial de Saude estima, com base em calculos cientificos, que a
liberacdo de 50 kg de B. anthracis em p0 ao longo de duas horas em uma cidade com 500.000
habitantes resultaria na perda de 95.000 vidas humanas, com a incapacitacédo adicional de outras
125.000 pessoas, e consequente ruptura da infraestrutura civil e o esgotamento dos recursos

médicos ao longo de poucos dias.!%®
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Atualmente, existem trés formas de se enfrentar a doenca: a vacinacdo, para prevenir a
infeccdo bacteriana; o uso de antibioticos, para barrar a proliferacdo do micro-organismo no
hospedeiro, impedindo que a infeccdo se alastre; e os tratamentos antitoxina, que inibem os
efeitos nocivos das substancias liberadas pela bactéria no organismo do hospedeiro.*

Apesar dos programas de vacinacdo terem controlado o antraz em animais de criacao e
de existirem vacinas para humanos contra o B. anthracis desde 1954, aspectos praticos e
econdmicos tornam a vacinacao em massa contra esse agente bioldgico impraticavel. Além disso,
apenas a vacinacao ndo seria efetiva para prevencdo num cenario pos-exposi¢do em funcdo da
demora na resposta imune do organismo.>®

A existéncia de toxinas do B. anthracis for postulada por Robert Koch no século XI1X e
comprovada na década de 50 do século XX, quando se descobriu que a alta viruléncia da bactéria
estava relacionado com a presenca de dois plasmideos, pXO1 de 181 kb e pXO2 de 93.5 kb.%

O plasmideo de viruléncia pXO1 contém o gene de trés proteinas diferentes, chamadas
de antigeno protetor, fator letal e fator de edema, que se combinam para formar duas toxinas
diferentes, enquanto que o plasmideo pXO2 codifica uma céapsula antifagocitose composta por
poli-D-glutamato, um polipeptidio de alto peso molecular que inibe a fagocitose da forma
vegetativa do B. anthracis pelas células do sistema imunologico. 383

O fator letal € uma protease de zinco, um tipo de enzima que contém zinco e que quebra
outras proteinas, enquanto que o fator de edema pertence a classe das adenilato ciclases. A
combinacdo do fator letal com antigeno protetor — que, por sua vez, € uma proteina que se liga a
receptores celulares — forma a toxina letal, ao passo que a combinacdo do antigeno com o fator
de edema da origem & toxina de edema.®84

Diferente de outras infec¢cdes bacterianas, como o botulismo, tétano e difteria, a alta
letalidade e viruléncia do B. anthracis aparenta ndo estar relacionada a acdo direta de toxinas,
inclusive alguns estudos sugerem que a toxina letal, por exemplo, requer quantidades da ordem
de miligramas para causar morte, tendo, portanto, uma poténcia significativamente baixa. 4*

Acredita-se que o papel dessas toxinas seja apenas danificar as células de defesa, levando
ao mal funcionamento do sistema imune e permitindo assim que a bactéria se estabeleca e se
multiplique dentro do organismo hospedeiro. Nos estagios finais de infeccdo, entretanto, essas
toxinas ja estariam presentes em quantidades grandes na corrente sanguinea, contribuindo
diretamente com a morte do organismo hospedeiro. 42

Por outro lado, estudos em ratos com cepas de B. anthracis que ndo apresentavam o
plasmideo pXO1l e que eram, portanto, incapazes de sintetizar as toxinas continuaram
apresentando elevada viruléncia®.

Isso mostra que, das trés estratégias existentes de enfrentamento ao antraz, apenas 0 uso
de antibidticos permanece como um pilar central no tratamento e como resposta adequada a uma
eventual crise sanitaria. Por mais que terapias antitoxina possam ser consideradas como
coadjuvantes importantes, sobretudo na mitigacdo dos efeitos toxicos que sdo consequéncia da
infeccdo, de nada servem se a proliferagdo do micro-organismo néo for inibida, em primeiro
lugar.*?

Ainda que a maioria das cepas do B. anthracis permanegam responsivas a antibidticos
como ciprofloxacina, doxiciclina e a penicilina G, Athamna e colaboradores (2004) mostraram
que é possivel — e relativamente facil — induzir o bacilo a resisténcia a estes antibioticos.** Além
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disso, a emergéncia de bactérias multi e até mesmo pan-resistentes e que facilmente trocam essa
resisténcia umas com as outras torna imperativo e crucial a identificacdo de novos alvos
terapéuticos e o desenho de novos drogas contra esse micro-organismo tdo perigoso e mortal.

Um dos alvos possiveis para o desenvolvimento desses novos agentes antimicrobianos
sdo 0s mecanismos bacterianos de aquisicdo de nutrientes essenciais. Um desses nutrientes é o
ferro, que serve como cofator para uma grande variedade de enzimas que sdo responsaveis por
reacdes cruciais como a sintese de RNA, transferéncia de elétrons e resisténcia a espécies reativas
de oxigénio, entre outras.*®

O ion ferro (I11) é muito insolivel em condicdes bioldgicas, o que faz com que a
concentracio desse fon livre em um ser humano, por exemplo, varie entre 10™° e 102 mol.L?,
enquanto que bactérias patogénicas necessitam de aproximadamente 1 pmol.L™ para obter
crescimento 6timo e proliferacdo significativa dentro do organismo hospedeiro, 0 que levou esse
microrganismos a desenvolveram uma variedade de sistemas para extrair ferro dos hospedeiros.*®

No Bacillus anthracis essa aquisicdo é realizada por meio da liberacdo de dois
sideroforos catecolatos — moléculas quelantes com alta afinidade por ferro — que sdo a
petrobactina, que contém grupos 3,4-dihidroxibenzoila, e a bacilobactina, formada por grupos
2,4-dihidroxibenzoila (Figura 3). 4748
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Figura 3 - Estruturas dos siderdforos bacilobactina (a) e petrobactina (b).

Entretanto, apenas a petrobactina se mostrou o importante no estabelecimento pleno de
viruléncia em mamiferos, sendo o primeiro siderdforo liberado pela bactéria em condicbes de
deplecdo desse nutriente.**°

Dentre as razdes que justificam essa preferéncia estdo a alta afinidade deste composto
por ferro, cerca de 100 vezes superior a afinidade da transferrina, que é a principal proteina
transportadora de ferro no plasma sanguineo, bem como a facilidade com que esse composto
escapa de ser sequestrado pela siderocalina, uma proteina do sistema imunolégico especializada
em capturar sider6foros com grupos catecolatos, a qual apresenta alta afinidade pela bacilobactina
porém com afinidade negligenciavel pela petrobactina.>!5?

A petrobactina foi originalmente isolada da bactéria marinha Marinobacter
hidrocarbonoclausticus, responsavel pela degradacéo de hidrocarbonetos presente no petroleo,
de onde o composto herdou seu nome.> O grupo de genes (operon) asbABCDEF do B. anthracis
apresenta homologia com o operon responsavel pela biossintese de petrobactina em

20



Marinobacter, o que permitiu, por meio de investigaces experimentais, a elucidacdo do
mecanismo de sintese bioldgica desse sider6foro em B. anthracis.>

Esse mecanismo envolve a participacdo de trés unidades biossintéticas basicas - citrato,
espermidina e acido 3,4-dihidroxibenzoico (3,4-DHBA).>* No entanto, enquanto citrato e
espermidina sdo metabdlitos prontamente disponiveis a célula bacteriana, 3,4-DHBA é um
precursor pouco usual especialmente quando se considera que grande maioria dos siderdéforos
com grupos catecolatos utiliza o isémero estrutural 2,3-DHB.>® Essa diferenca pode estar
relacionada com a dificuldade de captura da petrobactina pelo sistema imunologico, sendo entéo
crucial para a elevada viruléncia desse micro-organismo, quem em Ultima analise € também
responsavel por sua alta letalidade.>

Através de mutacgdes genéticas nos diferentes segmentos do operon asbABCDEF com o
propdsito de inativar as enzimas por eles codificadas, Lee e colaboradores (2007) observaram
que todos os mutantes eram capazes de produzir 3,4-DHBA, exceto quando a mutacdo ocorria no
gene AsbF.%

Posteriormente, Fox e colaboradores (2008) demonstraram através da superexpressao
desse gene em um hospedeiro Escherichia coli que a enzima asbF atua na desidratacdo do 3-
dihidroshikimato (3-DHS), um metabdlito da rota do &cido shikimico — relacionada com a
biossintese dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano em bactérias — convertendo esse
composto em 3,4-DHBA, 0 que a caracteriza como uma deidroshikimato desidratase (DSD).*’
A reacdo catalisada por essa enzima esta esquematizada na Figura 4.
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Figura 4 - Desidratacdo do acido 3-dehidroshikimico a &cido 3,4-dihidroxibenzoico catalisada pela enzima AsbF.

Fox e colaboradores também demonstraram que essa enzima tem uma exigéncia
absoluta por metais bivalentes, sobretudo magnésio, manganés e cobalto, tendo a eficiéncia
reduzida quando zinco, célcio ou niquel sdo utilizados. Além disso, o pH de funcionamento 6timo
foi determinado como sendo entre 8,3 e 8,8, com uma atividade residual inferior a 15% em pH
fisioldgico.>” Nesse mesmo ano Pfleger e colaborados publicaram a estrutura cristalografica da
enzima.%®

A andlise da estrutura cristalografica obtida utilizando-se manganés como cofator
metalico mostrou que a enzima apresenta estrutura terciaria em forma de barril, composta por
oito hélices-a e oito folhas-P paralelas que se alternam, com a por¢ao N-terminal se localizando
na parte interna do barril e a por¢do C-terminal na superficie.>®

O produto da reacéo (3,4-DHBA) foi encontrado coordenado ao sitio ativo, cercado por
residuos aromaticos (Phe104, Phe211 e Phe255), tirosina-217 e histidina-144 e em interacdo com
as tirosinas 70 e 217, arginina-102, histidina-175, entre outros residuos, além de interagir com o
fon metélico.
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Através dessas observaces estruturais e de mutagénese sitio-especifica com o propdsito
de se descobrir os residuos chaves na catalise enzimatica, Pfleger e colaboradores propuseram
um mecanismo do tipo E1cB (eliminacdo unimolecular via base conjugada), no qual a His144
atua como base abstraindo o hidrogénio do carbono alifatico C4 do 3-DHS (Figura 5). A
proximidade desse residuo do acido glutamico-142 poderia elevar sua basicidade pela formacgéo
de ligacdo de hidrogénio desse residuo com o segundo nitrogénio do anel imidazol dessa
histidina, favorecendo sua habilidade na abstragdo de protons. *8
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Figura 5 - Mecanismo proposto para a catalise enzimatica da desidratacdo de acido 3-dehidroshikimico a acido 3,4-
dihidroxibenzoico. Adaptado de Pfleger e colaboradores (2008).%

A remocdo desse hidrogénio do carbono C4 do 3-DHS levaria a formagdo de um
intermediario enolato, ndo ligado covalentemente, cuja carga poderia ser estabilizada pelo cation
metalico bivalente. 58

A etapa seguinte, por sua vez, seria a eliminacdo da hidroxila em posicdo C5 por meio
de catalise acido-base geral com consequente formacédo do produto apds aromatizacédo. Pfleger e
colaboradores sugerem que essa remocdo € catalisada pela interagdo com a carbonila da cadeia
principal da Phe-211, que é parte de uma pequena hélice-o. que compdem o lago helicoidal que
liga a folha-B7e a hélice-a7 e que recobre o sitio ativo. %

Considerando-se o papel primordial da petrobactina no estabelecimento de viruléncia e,
consequentemente, na alta taxa de mortalidade da infec¢do por Bacillus anthracis bem como a
importancia que o acido 3,4-dihidroxibenzoico desempenha dentre as unidades biossintéticas
desse composto, a inibicdo da enzima deidroshikimato desidratase se constitui de um alvo
interessante para o desenvolvimento de novas terapias anti-antraz. Esse alvo € particularmente
estratégico na medida em que ndo ha outro mecanismo conhecido de geracao de 3,4-DHB nesse
micro-organismo tampouco existem enzimas homoélogas a esta em seres humanos.

Dessa forma, esse trabalho se propGem a aplicacdo de métodos de modelagem molecular
na compreensao das caracteristicas estruturais da enzima deidroshikimato desidratase bem como
no estudo das interagOes entre esse alvo macromolecular e potenciais ligantes, permitindo um
entendimento mais aprofundado dos mecanismos relacionados a inibi¢do enzimatica e auxiliando
no futuro desenho racional de novos compostos com maior poténcia e seletividade e com
potencial aplicagdo como novas drogas para o tratamento do antraz.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a interacdo entre a enzima deidroshikimato desidratase do Bacillus anthracis e
ligantes com possivel acéo inibitdria por meio de modelagem molecular atraves das metodologias
computacionais de docking, ensemble docking e simulacdo por dindmica molecular, visando a
compreensdo das caracteristicas estruturais e dos processos relacionados a inibicdo enzimatica e
o planejamento racional de moléculas com maior poténcia, eficcia e seletividade e com potencial
aplicacdo como novos farmacos contra o antraz.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o modo e a intensidade de interacdo entre potenciais inibidores e a enzima por
meio do docking molecular e da correlacdo desses dados com os resultados experimentais
disponiveis a fim de se compreender os padrBes estruturais e eletrbnicos fundamentais
responsaveis pela atividade bioldgica desses compostos.

Analisar o comportamento estrutural da enzima e de suas interagdes com os ligantes em
fungdo do tempo por meio da simulagdo por dindmica molecular em busca de alteragdes
importantes que impactem o modo, a intensidade ou a seletividade dessas interagdes.

Aperfeicoar o docking através da obtencdo de um conjunto de estruturas distintas da
enzima, extraidas das simulac¢des por dindmica molecular, capaz de amostrar a mobilidade natural
do receptor em condicdes fisioldgicas e assim permitir a construcdo de um modelo teérico que
possibilite predicBes quantitativas confiaveis para a triagem virtual de novas moléculas (ensemble
docking).

Planejar racionalmente, desenhar e testar virtualmente por docking novas moléculas
visando 0 aumento da poténcia e eficacia (diminuicdo do 1Cso) e da seletividade em busca de
compostos com qualidades terapéuticas aprimoradas e potencial aplicagdo como medicamento
no combate a antraz e outras infeccdes por bactérias do género Bacillus.

Futuramente, através da parceria com o Dr. Andrew Koppisch e a Dra. Cindy Browder
da Northern Arizona University (Flagstaff, Estados Unidos) as moléculas virtualmente mais
promissoras serdo sintetizadas e testadas in vitro e in vivo.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 PROTEINAS: COMPOSICAO E ESTRUTURA

As proteinas sdo certamente as macromoléculas mais abundantes e com a maior
diversidade de fungdes nos seres vivos, atuando em praticamente todos 0S processos vitais,
incluindo o controle e regulacdo metabdlica (hormonios peptidicos), a sinalizacdo intercelular
(receptores) e o transporte de ions, 4gua e outros nutrientes atraves das membranas celulares
(poros e canais). Além disso, também atuam como componentes estruturais, formando a matriz
de ossos e tecidos, bem como na contracdo muscular, na replicacédo, transcricéo e traducéo dos
genes e especialmente na catéalise de reacfes bioquimicas atraves das enzimas, entre outras
inimeras funcdes. >°

Apesar da multiplicidade de funcGes, todas as proteinas tém a mesma composi¢do
quimica basica, sendo constituidas de sequéncias lineares de a-aminoacidos unidas por ligacbes
amido, também chamadas de ligacGes peptidicas, que sdo formadas através da reacdo de
condensacdo entre o grupo —NH> de um aminoécido com o grupo —COOH do outro, com a
consequente liberacdo de uma molécula de dgua. A cadeia polimérica assim obtida recebe o nome
de polipeptideo e os mondmeros que a formam sdo chamados de residuos.®

As proteinas consistem em uma ou mais cadeias polipeptidicas e sdo formadas por no
minimo 40 residuos cada. Elas se diferem uma das outras apenas na sequéncia de seus
aminoacidos, a qual, por sua vez, é determinada por uma sequéncia de nucleotideos em uma
porcdo particular de DNA chamada de gene, que decodifica cada proteina especifica em um
determinado organismo.

Inicialmente, essa sequéncia de DNA é transcrita para uma sequéncia de RNA
mensageiro — uma molécula quimicamente mais labil que o DNA e mais facilmente construida e
desmontada. Essa sequéncia de RNA é entdo traduzida em proteina em conjuntos de trés bases
nucleotidicas (c6don), com cada trio decodificando um Unico aminoacido em um cddigo
universal, sequido pelos mecanismos de biossintese de proteinas em todos os organismos. 3

Existem apenas 22 aminoacidos codificados no genoma, chamados de aminoacidos
proteinogénicos, dos quais apenas 20 possuem pelo menos um cdédon especifico no cddigo
genético (aminoacidos padrdo). Os outros dois, pirrolisina e selenocisteina, podem ser
incorporados em mecanismos especiais de translagio.*

Apesar disso, essas 20 possibilidades diferentes para cada residuo da cadeia
polipeptidica produzem 20" possibilidades de sequéncias diferentes para uma proteina de n
residuos. Assim, para uma proteina pequena com cerca de 100 residuos haveria cerca de 201 =
1,27 x 10™° cadeias polipeptidicas diferentes com esse comprimento, o que representam mais
opcdes do que o nimero total de estrelas no Universo, que é estimado em 9 x 1078, >°
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3.1.1 Aminoacidos

Os aminoacidos proteinogénicos compartilnam a mesma estrutura comum, representada
na Figura 6, que € um atomo de carbono central (carbono-o ou CA) ao qual estdo covalentemente
ligados um grupo carboxilico, um grupo amino e um atomo de hidrogénio. O quarto grupo,
representado por R, € chamado de cadeia lateral e é o que diferencia os 20 aminoécidos um dos

outros.>®

P
" =
0@
O

Figura 6 - Estrutura geral de um aminoacido. Adaptado de Nelson et al. (2014). 5

Apesar dos amino&cidos existirem como enantiémeros L e D, na medida em que o
carbono-a é um centro assimétrico, todas as proteinas sdo compostas exclusivamente por L-
aminodcidos, o que as torna moléculas intrinsecamente quirais. As estruturas, nomes e
abreviaturas dos 20 amino&cidos proteinogénicos estdo mostradas na Figura 7, onde 0s mesmos
estdo classificados em funcio da natureza de suas cadeias laterais.>®

Os aminoécidos alifaticos apresentam cadeias laterais com grupamentos alquila e
incluem a glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina. O mais simples e o Unico aminoéacido sem
centro assimétrico é a glicina, cujo grupo lateral é simplesmente um atomo de hidrogénio, e por
iSs0 ndo se enquadra muito bem em nenhuma categoria. Essa cadeia lateral pequena faz com que
a glicina promova o menor impedimento estéreo dentre todos 0s aminoacidos, sendo por isso
encontrada em curvas e algas da cadeia polipeptidica.®?

A alanina e os aminoécidos de cadeia ramificada, entretanto, apresentam cadeias
apolares maiores e mais volumosas, tendo um alto indice hidrofdbico. Isso faz com que, nas
proteinas, as cadeias laterais desses aminoacidos tendam a se agrupar para formar nucleos
hidrofébicos.

A prolina é o Unico amino&cido alifatico ciclico, contendo um anel relativamente rigido
de cinco membros entre seu carbono-a e o grupo a-amino, ambos parte do esqueleto peptidico.
A restricdo da rotacdo em torno da ligagdo N— C, limita a participacdo da prolina nas
conformaces da cadeia peptidica pode adotar e faz com que ela interrompa a regularidade de
elementos da estrutura secundaria.®?
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Grupos Laterais Hidrofébicos (Apolares)

Aliféticos de cadeia ramificada Heteroalifaticos
CH3 (o} o <_3H3 o o o
HaC HaC : 5
chJ\l/“\OH MOH \/ﬁ)J\OH ™ \/\‘)J\OH O)j\OH
NH, CHj NH; NH, NH, Wla
Valina Leucina Isoleucina Metionina Prolina
(Val, V) (Leu, L) (e, 1) (Met, M) (Pro, P)
Alifaticos de cadeia simples Aromaticos
o (o}
o 0 o
H,N HsC OH OH
%OH \‘)kOH mj\ M / .
H$ H NH, ? HO HN NH,
Glicina Alanina Fenilalanina Tirosina Triptofano
(Gly, G) (Ala, A) (Phe, F) (Tyr,Y) (Trp, W)

Grupos Laterais Hidrofilicos (Polares)

Basicos Acidos
N/WJ\OH HZNMOH HZN)J\N/\/\‘)J\OH HONOH HOWOH
\\/NH NH, NH ’ NH, o NH, NH
Histidina Lisina Arginina Acido Aspartico Acido glutamico
(His, H) (Lys, K) (Arg, R) (Asp, D) (Glu, E)
Amidas Nucleofilicos
o o OH o o
HZN\H/\‘)J\OH HZNWOH HO /ﬁ/U\OH H3C/H/U\OH HS /\)J\OH
Asparagina Glutamina Serina Treonina Cisteina
(Asn, N) (GIn, Q) (Ser, S) (Thr, T) (Cys, C)

Figura 7 - Os nomes, abreviaturas e estrutura quimica dos 20 aminoécidos proteinogénicos classificados pela
natureza de suas cadeias laterais.

A metionina, apesar de conter um atomo de enxofre, também tem caracteristicas
apolares, gracas ao tioéter de sua cadeia lateral, que se assemelha ao n-butil em muitas de suas

caracteristicas, inclusive na hidrofobicidade. %
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Os aminodacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano contém anéis de com
ligacGes duplas conjugadas, que podem ser anéis benzénicos (Phe, Tyr) ou grupos indol (Trp).
Na fenilalanina o anel benzénico ndo contém substituintes, permitindo o compartilhamento
igualitario da densidade eletrdnica entre todos os carbonos do anel, o que resulta em uma estrutura
altamente hidrofobica e permite interacdes do tipo empilhamento-t com outros grupos
aromaticos. ©2

A presenca do grupo fenol na cadeia lateral da tirosina a torna mais polar e hidrofilica,
na medida em que seu o grupo hidroxila pode participar de ligacdes de hidrogénio. O mesmo
ocorre com nitrogénio aromatico do triptofano, motivo pelo qual algumas classificacbes 0s
colocam numa categoria & parte dentro dos residuos polares.

Realmente polares, entretanto, sdo os residuos com cadeias laterais amido (asparagina e
glutamina) e com grupos hidroxila (serina e treonina), que permitem a estes aminoacidos
formarem ligacdes de hidrogénio com a agua, com a cadeia peptidica, uns com 0s outros ou com
compostos no sitio ativo das proteinas. Essa grande hidrofilicidade faz com que tais compostos
possam ser comumente encontrados na superficie das proteinas globulares. 62

A parte estd a cisteina, cuja cadeia lateral contém um grupo tiol, com pKa para
dissociacdo do seu hidrogénio em torno de 8,4, portanto normalmente sem carga e nao-dissociada
em pH fisioldgico. Entretanto, a cisteina pode formar uma ligacdo covalente de dissulfeto com
outra cisteina pela oxidacdo espontanea dos seus grupos sulfidrila, formando o aminoéacido
cistina. Em proteinas, essas ligacdes S-S por manter unidas diferentes cadeias polipeptidicas ou
diferentes por¢des da mesma cadeia.

Outros aminoacidos polares sdo os acidos aspartico e glutamico, cujas cadeias laterais
contém laterais grupos carboxilicos hidrolisaveis, normalmente desprotonados em pH
fisiolégico, formando aspartato e glutamato, respectivamente, bem como os aminoacidos basicos
lisina, arginina e histidina, que contém nitrogénio que podem ser protonados e ficar positivamente
carregados em pH neutro ou inferior.?

A histidina contém em sua cadeia lateral um anel imidazol, enquanto que a lisina possui
uma amina primaria em seu carbono-¢ e a arginina possui um grupo guanidina. A carga positiva
desses aminoacidos permite que eles formem ligacGes idnicas (interacGes eletrostaticas fortes)
com grupos negativamente carregados, como as cadeias laterais de glutamatos e aspartato, grupos
fosfatos de coenzimas e com porgdes como acidos carboxilicos de ligantes em sitios ativos. 62

No pH fisioldgico (7,4), os aminoécidos se encontram na forma de ions dipolares ou
zwitteribnicos, com o grupo amino protonado como cétion aménio e o grupo carboxilico
desprotonado, formando um anion carboxilato. Em proteinas, entretanto, como 0s grupos
carboxilicos e amino de dois aminoacidos adjacentes sé@o condensados para formar as ligacdes
peptidicas, apenas o grupo amino do primeiro aminoécido da cadeia — denominado N-terminal —
e o grupo carboxilico do ultimo residuo (C-terminal) apresentam hidrogénios dissociaveis. °

Todavia, sete aminoacidos possuem grupos laterais ionizaveis em suas cadeias laterais
(Figura 8), os quais podem passar de neutros para negativamente carregados ou entdo de
positivamente carregados para neutros dependendo das condigdes de pH. *°
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Forma que predomina pKa Forma que predomina

abaixo do pKa acima do pKa
3.9 _
Aspartato |— CH, —COOH -— |— CH, —COO + H*
4.1
Glutamato |— CH, = GH; —=COCH -~ I— CH, —CH,—COO~ + H*
HINE N
P, = 6.0 =
Histidina |— CH2—<\j — |— CH, -(\7 + H*
NH NH
.- 8.4
Cisteina I— CH,SH “—> I— CH,S8™ + Rt
—— 10.5
Tirosina I—Q—OH — |—©— o} + H*
10.5

Lisina I—<:H2—CH2—CH2—cr—|2—R|H3 «— |—CH2—CH2—CH2—CH2—|\1H2 + H

+

o NHz 125 NH
Arginina |— CH,—CH,—CH, — NH—C:’ «—> I—CHZ—CHZ—CHE—NH—C:’ + H*
NH, NHg

Figura 8 - Estados de protonagdo predominantes para as cadeias laterais dos sete aminoacidos com grupos laterais
ionizaveis e seus respectivos pKas. Adaptado de Smith et al (2005). &

Os acidos aspartico e glutamico perdem o hidrogénio do &acido carboxilico de suas
cadeias laterais em pH 4 ou superiores, encontrando-se normalmente com carga negativa em
condicdes fisioldgicas. A cisteina e a tirosina perdem os prétons de suas cadeias laterais em pH
8.4 e 10.5, respectivamente, permanecendo, portanto, em sua forma neutra nos sistemas
bioldgicos. Arginina e lisina, por sua vez, tem valores de pKa superiores a 10, o que faz com que
suas formas protonadas predominem em pH fisioldgico, conferindo as cadeias laterais desses
aminoéacidos cargas positivas.

O grupo imidazol da histidina, por outro lado, tem pKa em torno de 6, relativamente
proximo das condicBes fisiologicas. Assim, ainda que grande parte dos residuos histidina
apresente a cadeia lateral neutra, uma por¢cdo nao desprezivel poderd ser encontrada
positivamente carregada em meio fisioldgico.

No interior das proteinas, entretanto, em funcdo dos efeitos hidrofdbicos, da formacéo
de ligacGes de hidrogénio e da proximidade entre grupos carregados, as cadeias laterais podem
apresentam pKas muito diferentes daqueles observados para os aminoécidos livres em solugéo,
fendbmeno que tem papel muito importante na atuacdo das proteinas como catalisadores de
reacOes organicas em meio bioldgico.

3.1.2 Organizagéo Estrutural Proteica

A estrutura das proteinas pode ser descrita em termos de quatro niveis de organizagéo

(Figura 9). O primeiro deles, denominado de estrutura primaria é a sequéncia linear dos

aminoacidos na cadeia polipeptidica, a qual é determinada pela sequéncia de genes no DNA que
expressa essa proteina. >
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Em geral, as proteinas contém entre 100 e 1000 residuos de aminoacido sendo o
encadeamento desses residuos o que determina a forma e, em Ultima analise, a funcdo de cada
proteina. >°

Ala -,

1 T
Gly )
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Figura 9 - Os quatro niveis de organizagéo estrutural das proteinas. Adaptado de Smith et al. (2005).%2

Quando essa sequéncia linear de aminoacidos é formada a cadeia polipeptidica se dobra
espontaneamente formando a estrutura tridimensional Unica de cada proteina, chamada de
conformacéo nativa. Essa estrutura € flexivel, porém, estavel e contém sitios para a ligacédo para
outras moléculas, ditando a funcio que a proteina ird desempenhar no organismo. %

A organizacdo dessa estrutura tridimensional se inicia em grupos pequenos, entre 10 e
20 aminodcidos, que formam estruturas locais estaveis e ordenadas entre si, estabilizadas por
meio de ligacdes de hidrogénio entre os aminoacidos. Esse nivel de organizacéo local é chamado
de estrutura secundaria e suas trés formas mais comumente observadas séo hélices-a, folhas-f3 e
curvas-p.%3

As hélices-a. sdo formadas por uma Unica cadeia peptidica, onde as ligacGes de
hidrogénio ocorrem entre 0 oxigénio carboxilico de um aminoacido e o N-H de outro, quatro
residuos a frente na cadeia, como mostrado na Figura 10.5

Cada aminoacido forma duas ligacdes de hidrogénio, o que torna essa unidade estrutural
muito estavel. Além disso, o formato de hélice faz com que os grupos laterais dos aminoacidos
apontem para fora, permitindo outras interacdes que influenciam a estrutura total da proteina.®*
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Figura 10- Estrutura de uma hélice-o mostrando o padrdo de ligagdes de hidrogénio entre os aminoacidos que a
formam e a orientagdo das cadeias laterais para o exterior da hélice. Adaptado de Nelson et al (2014).5!

As folhas-B sdo formadas por duas ou mais cadeia peptidicas unidas por uma série de
ligacGes de hidrogénio entre as cadeias, que podem ser paralelas quando seguem a mesma
orientacdo amino-carbonila ou antiparalelas quando seguem direcdes opostas (Figura 11, lado
esquerdo). Folhas-B antiparalelas acabam sendo mais estaveis devido a um melhor
posicionamento das ligacdes de hidrogénio. %

Folha B antiparalela

Volta B tipo Il

Figura 11- Estruturas e padrdes de interagdes entre folhas-p antiparalelas e paralelas (esquerda) e entre curvas-p,
também chamadas de voltas-B, dos tipos I e II (direita). Adaptado de Nelson et al (2014).5!
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Curvas-p também chamadas de voltas reversas, por sua vez, sdo estruturas formadas
geralmente na porcéo final de uma folha-P e que levam a uma volta de 180° na direg¢do da cadeia
polipeptidica (Figura 11, lado direito). Essas estruturas ocorrem frequentemente na superficie das
proteinas e envolvem quatro residuos, sendo geralmente estabilizadas pela formacdo de uma
ligacdo de hidrogénio entre o primeiro e o Gltimo residuo. Ha dois tipos de curvas-B, que se
diferenciam por uma rotagdo de 180° na ligacio peptidica que une os residuos 2 e 3. %

O empacotamento conjunto de diversos elementos de estrutura secundaria forma uma
conformacéo tridimensional global estavel denominada de estrutura terciaria. Em proteinas
globulares como a AsbF, esse empacotamento esta relacionado com o deslocamento dos grupos
laterais hidrofobicos dos aminoacidos para parte interna da proteina e dos grupos laterais
hidrofilicos para a superficie da mesma. Dessa forma, ha a formacao de uma estrutura esférica
que maximiza a interacdo da superficie proteica com a dgua, permitindo sua solubilidade em meio
fisiologico.%

A estrutura terciaria de proteinas grandes € geralmente descrita em termos de regides
fisicamente independentes chamadas de dominios estruturais. Esses dominios compreendem
sequéncias continuas de aminoacidos da cadeia polipeptidicas que formam grupos de estrutura
secundaria independentes do resto da proteina, sendo conectados as demais por¢des proteicas por
meio de estruturas simples como lacos e algas. *°

O empacotamento da estrutura secundaria para formar essa estrutura tridimensional
possibilita a criacdo de sitios de ligacdo especificos para apenas uma molécula ou grupos de
moléculas com propriedades estruturais similares, definindo a fungdo bioldgica da proteina. 2

Algumas proteinas ainda podem combinar duas ou mais subunidades terciarias para
formar uma macroestrutura chamada de estrutura quaternaria. Esse nivel mais elevado de
organizacdo pode ser formado por conjuntos da mesma subunidade terciaria, que formam
homodimeros, trimeros, tetrameros ou oligbmeros, ou por unidades ndo idénticas (protdmero)
associadas de forma geométrica e estequiometricamente especifica para formar uma Unica
proteina funcional.®?

3.1.3 Aspectos estruturais dinamicos e enovelamento das proteinas

O arranjo espacial dos a&tomos em uma proteina ou de parte da proteina é chamado de
conformacédo. As conformacdes possiveis de uma proteina ou de qualquer segmento proteico
incluem todos os estados estruturais que ela pode assumir sem a quebra de suas ligacdes
covalentes. Isso inclui, por exemplo, todos os arranjos possiveis que uma proteina pode adotar
causados pela rotacdo de suas ligaces simples.®!

Apesar da infinidade de conformagdes teoricamente possiveis, nha medida em que as
proteinas possuem normalmente entre centenas e milhares de ligagGes simples rotaveis, apenas
uma ou algumas poucas predominam em condi¢des bioldgicas, as chamadas conformacdes
nativas. Essas conformacgdes sdo normalmente as mais estaveis termodinamicamente, isto é,
possuem as menores energias livres de Gibbs (G) dentre todas as conformagdes possiveis nas
condigdes fisioldgicas.®°
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A diferenca de energia livre de Gibbs (AG) que separa o estado nativo da forma
desnaturada (totalmente desenovelada) da proteina, entretanto, é da ordem de apenas 20 a 65
kJ/mol, tornando a conformagc&o nativa por pouco mais estavel que a forma ndo dobrada.*®

Isso se deve ao fato da cadeia polipeptidica poder assumir, teoricamente, inUmeras
conformac0es, o que confere ao estado ndo dobrado de uma proteina um alto grau de entropia
conformacional. Essa entropia, junto com a formacéo de ligacdes de hidrogénio entre os diversos
grupos da cadeia polipeptidica com a agua, estabilizam o estado desnaturado.®®

Contrabalanceado esses efeitos e estabilizando as conformacgfes nativas estdo a
formacdo de ligacGes dissulfeto (covalentes) e interagdes ndo-covalentes como as ligacbes de
hidrogénio, interagdes hidrofobicas e idnicas entre as cadeias no estado enovelado. >°

O fato da conformacdo nativa ser apenas um pouco mais estavel que a forma desnaturada
evidencia a existéncia de um balango ténue entre a rigidez — que € essencial para a criacdo e
manutencdo dos sitios de ligacdo e para evitar que a estrutura se desfaca pela acdo entropica — e
a flexibilidade e mobilidade estrutural, que permite a proteina se adaptar para o encaixe de outras
proteinas e de pequenas moléculas, como substratos e cofatores e que é imprescindivel para a
execucao apropriada de suas fungdes. ¢

Em condicBes adequadas, as proteinas desnhaturadas podem se redobrar de volta a
conformacdo nativa, readquirindo sua funcdo original, o que mostra que o padrdo de
enovelamento de uma proteina depende essencialmente de sua estrutura primaria. ©2

Por outro lado, supondo-se que uma proteina seja formada por 100 residuos de
aminoacido, cada um podendo assumir, em média, 10 conformacbes distintas, numeros
relativamente baixo quando comparados com a realidade, existiriam pelo menos 10
conformacdes diferentes para a cadeia polipeptidica. *°

Se o dobramento da proteina ocorresse seguindo um processo aleatério no qual ela
testasse todas as conformacdes possiveis em torno de cada uma das ligagcdes de seu esqueleto até
encontrar sua forma nativa, ainda que cada conformacéo fosse testada no menor tempo possivel
(103 segundos, que é o tempo necessario de uma Unica vibragdo molecular), levaria
aproximadamente 1077 anos para testar todas as conformacdes possiveis, o que é mais do que
toda a histdria do Universo. %°

Esse problema, apontado pela primeira vez por Cyrus Levinthal, em 1968, mostra que o
enovelamento de proteinas ndo é um processo completamente aleatério, de tentativa e erro,
especialmente quando se considera que muitos polipeptideos adquirem estruturas semelhantes a
nativa em frages de milissegundos depois do inicio do processo de dobramento. >°

Ao contrério, a medida que as proteinas se dobram, o espaco conformacional que precisa
ser explorado pela estrutura vai ficando cada vez mais restrito. Esse espago conformacional pode
ser interpretado através de uma superficie de energia livre em formato de funil, com o AG
representado como a profundidade e com a estrutura nativa (N) sendo o fundo desse funil, o ponto
de menor energia-livre (Figura 12).%
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Figura 12- Termodindmica do enovelamento proteico, mostrado como um funil de energia livre com diferentes
perfis e mecanismos de dobramento (a-d). Adaptado de Voet et al (2013).5°

Os estados ndo dobrados apresentam um alto grau de entropia conformacional e, por
consequéncia, uma energia livre relativamente alta. No processo de enovelamento, a medida em
que proteina se aproxima de seu estado nativo, a entropia e a energia livre diminuem juntamente
com o espago conformacional que necessita ser amostrado até o estado nativo ser atingido. *°

Em virtude dessa superficie energética afunilada, ndo ha uma Unica rota a ser seguida
para que um polipeptideo alcance a sua conformacéo nativa. Na medida em que cada polipeptideo
ndo dobrado adota uma conformagéo diferente em solucéo, o que energeticamente se traduz como
uma localizacéo diferente dentro do funil de dobramento (Figura 12A), cada um pode apresentar
um conjunto de ajustes conformacionais distintos que reduzem sua energia livre e sua entropia
até que o estado nativo comum seja atingido, isto é, até chegar no fundo do funil .t

Se um polipeptideo realmente se enovelasse até seu estado nativo por meio da procura
conformacional aleatéria, a superficie de energia se assemelharia a um disco achatado com um
unico e pequeno orificio, tal qual a superficie de um campo de golfe (Figura 12B). Uma procura
conformacional aleatdria nessa superficie seria tdo demorada (e ineficiente) quanto tentar acertar
uma bola de golfe em seu buraco com os olhos vendados.

Os funis podem ter uma variedade de formas dependendo da complexidade das rotas de
enovelamento, da existéncia de conformacdes intermediarias semiestaveis ao longo dessas rotas,
e do potencial desses intermediarios formarem agregados de proteinas erroneamente dobradas.®®
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Isso faz com que a superficie do funil de enovelamento da maioria das proteinas nao seja
necessariamente suave, como representado na Figura 12A, na qual um funil amplo e suave
representa uma proteina com muitas rotas de enovelamento, porém nenhum intermediario
significativamente estavel. 5

Uma proteina com apenas uma ou com poucas rotas de enovelamento produtivas, por
outro lado, seria mostrada como um funil com uma depresséo estreita levando a forma nativa e
sem intermediarios significativos (Figura 12C). 3

Entretanto, o mais comum é que haja pequenas depressdes ao longo das paredes do funil,
que representam conformacfes semiestaveis que o polipeptidio pode adotar ao longo do
dobramento, como mostrado na Figura 12D.%

Nessa situacdo, a proteina apresentaria intermediarios de enovelamento com
estabilidade substancial em praticamente qualquer via que leva ao estado nativo, ou seja, haveria
um dominio particular sempre se dobra rapidamente, mas as outras partes da proteina se dobram
mais lentamente e em ordem aleatdria, o que é representado por um funil com uma depresséo
principal ao redor da depressio que leva & forma nativa. %

3.2 ENZIMAS

O processamento continuo de energia e informacdo dentro das células — a defini¢do
biol6gica de vida - consiste em milhares de reagdes quimicas individuais, que para serem
fisiologicamente Uteis necessitam ocorrer em velocidades que se enquadrem as necessidades
celulares e serem especificas, de tal forma que um determinado reagente sempre produza um
produto em particular, minimizando-se a formacgéo de subprodutos nocivos ou inutilizaveis. Por
essa razdo, os organismos vivos desenvolveram um grupo especial de moléculas capazes de
aperfeigoar a eficiéncia e seletividade dessas reacdes e impor ordem a este “caos” bioquimico
intracelular, as enzimas.%

De uma forma geral, enzimas podem ser definidas como uma classe de proteinas que
catalisam reacGes bioquimicas. Essas macromoléculas sdo notdveis ndo apenas por sua alta
complexidade estrutural tridimensional, resultado de um dobramento espontaneo de uma cadeia
polipeptidica linear, mas principalmente por suas propriedades cataliticas impressionantes e
muito superiores aos melhores catalisadores ja desenvolvidos pelo Homem, muitas vezes
demonstrando alta enantiosseletividade e enantioespecificidade com taxas de reacdes que se
aproximam da “perfeigo catalitica”.®*

As taxas de reacdo enzimaticas sdo normalmente de 10° a 10'? vezes maiores do que as
taxas observadas para rea¢fes ndo catalisadas e vérias ordens de magnitude mais rapidas que
reacOes catalisadas quimicamente, mesmo ocorrendo em condigfes reacionais muito mais
brandas que estas, como temperaturas inferiores a 100°C, pH neutro e pressao atmosférica.®

Além disso, enzimas apresentam grande capacidade de controle, na medida em que
respondem a variagOes de concentragcdo de outros compostos que ndo sejam reagentes e produtos,
e raramente geram produtos secundarios, sendo, portanto especificas tanto na reagdo que
catalisam quanto nos reagentes que necessitam (substratos).®
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3.2.1 Catdlise enzimatica

Nas condi¢es biologicas, as reacbes ndo catalisadas tendem a ser lentas pois a maioria
das moléculas bioldgicas é muito estvel nas condicGes internas das células com pH neutro,
temperaturas amenas e ambiente aquoso. Além disso, muitos processos quimicos corriqueiros,
como a formagdo transitoria de intermediarios instaveis carregados ou a colisdo de duas ou mais
moléculas exatamente na orientacdo exata necessaria para que as reagdes ocorram, Sao
desfavoraveis ou improvaveis no ambiente celular. 2

As enzimas contornam esses problemas ao proporcionarem um ambiente especifico
adequado para que uma dada reacao possa ocorrer mais rapidamente. A propriedade caracteristica
das reacOes catalisadas por enzimas é que a reacdo ocorre confinada em um bolsdo da enzima
denominado sitio ativo. A molécula que liga no sitio ativo e sobre a qual a enzima age é
denominada substrato.®*

Uma reacdo enzimaética simples pode ser escrita em termos de trés etapas basicas que
sdo i) a ligacdo do substrato S & enzima E, formando o complexo enzima-substrato (ES); ii)
conversdo do substrato a produto, formando o complexo transitério enzima-produto (EP); e iii)
liberagcdo do produto P, com o retorno da enzima ao seu estado original (conformagéo nativa)
para iniciar um novo ciclo catalitico. 52

Praticamente todas as reagdes quimicas possuem uma barreira de energia que separa 0s
reagentes e os produtos. Essa barreira, chamada de energia livre de ativacao, é a diferenca de
energia livre que existe entre reagentes e um intermediario de alta energia que ocorre durante a
formacdo do produto, chamado de estado de transicdo. Sem essas barreiras energéticas, as
macromoléculas poderiam reverter espontaneamente para formas moleculares mais simples, e as
estruturas complexas e altamente ordenadas bem como os processos metabdlicos das células ndo
poderiam existir. ¢

A Figura 13 apresentam um diagrama de energia em funcdo da coordenada de reagéo
que mostra as mudancas na energia livre que ocorrem durante a conversao de uma molécula do
substrato S para o produto P & medida que a reacdo avanca, passando pelo estado de transicao
(intermediério de alta energia). Devido & alta energia livre de ativacdo, as taxas de reagdes
quimicas ndo catalisadas sdo frequentemente lentas pois, para que as moléculas reajam, elas
devem conter energia suficiente para superar a barreira de energia do estado de transic3o. 5!

Na auséncia de uma enzima, apenas uma pequena por¢do de moléculas possui energia
suficiente para atingir (e superar) a barreira energética do estado de transi¢do entre reagente e
produto. Em geral, quanto menor a energia livre de ativagdo, mais moléculas possuem energia
suficiente para passar pelo estado de transicao e, portanto, maior a velocidade da reagéo.

Durante o curso da evolucdo, as enzimas desenvolveram-se para diminuir seletivamente
as barreiras energéticas das reacGes necessarias para a sobrevivéncia celular, fornecendo um
caminho de reacéo alternativo com uma menor energia livre de ativacdo. A enzima ndo altera as
energias livres dos reagentes ou produtos e, portanto, ndo altera o equilibrio da reacdo, mas sim
acelera a taxa com a qual o equilibrio é alcangado. 5!
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Figura 13- Diagrama de coordenada de reagdo, comparando uma reacgdo catalisada por enzima com uma reagdo ndo-
catalisada. Adaptado de Nelson et al (2014).5*

A formacdo desse caminho de reacdo alternativo pelas enzimas esta relacionada com
mecanismos como o efeito de proximidade e orientacdo, aumento da tensdo conformacional do
substrato e a estabilizacdo do estado de transicéo. ®*

Muitas reacdes enzimaticas ocorrem entre substratos e grupos funcionais da enzima
(grupos laterais de aminoacidos, ions metalicos e coenzimas), 0s quais geralmente se encontram
numa porcdo do interior da enzima denominada sitio ativo da enzima, que possui residuos que se
ligam o substrato, englobando-o e, por vezes, até o sequestrando completamente da solugéo. 2

Esses grupos funcionais cataliticos mantém-se préximos do substrato e em uma
geometria ideal para que a reacdo ocorra, 0 que reduz a entropia dos reagentes (o substrato e 0s
grupos cataliticos da enzima) na medida em que os coloca préximos e em uma orientacdo
adequada, de forma analoga ao que ocorre no aumento da concentracdo dos reagentes. %

Além disso, esses grupos cataliticos podem formar ligagdes covalentes transitérias com
um substrato e ativa-lo para a reacdo, ou um grupo pode ser transitoriamente transferido do
substrato para a enzima. Essas interacfes covalentes entre enzimas e substratos diminuem a
energia de ativacdo na medida em que promovem o0 aumento da energia livre do substrato,
atenuando a altura relativa da barreira energética.®?

Outro aspecto importante é que os sitios ativos das enzimas sdo complementares nao aos
substratos por si mesmos, mas aos estados de transi¢do pelos quais 0s substratos passam ao serem
convertidos em produtos durante a reacdo enzimatica.*

Na medida em que o substrato se liga no sitio ativo, as mesmas forcas que estabilizam
a estrutura das proteinas, incluindo ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e ibnicas,
promovem a ligacdo entre a enzima e o substrato para formacao do complexo ES. A formacdo de
cada interacdo ndo-covalentes no complexo ES € acompanhada pela liberacdo de uma pequena
quantidade de energia livre, denominada energia de ligacio (AGiig).>®

A liberacdo dessa energia de ligacdo estabiliza a estrutura desse complexo ao mesmo
tempo em que promove alteragcdes conformacionais, ndo apenas no sitio ativo, mas também nas
alteracdes na estrutura global da enzima que forca o substrato a adotar uma conformacdo mais
proxima a do estado de transicdo, o que faz com que a diferenca energética entre o estado ligado
ES e 0 estado de transicio seja reduzida, acelerando a reacso.
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3.2.2 O Sitio Ativo

Apesar de quase todas as enzimas serem proteinas, nem todas as proteinas sdo enzimas.
A diferenca reside na atividade catalitica que as enzimas possuem e que esta relacionado com
uma parte da estrutura terciaria denominada sitio ativo, que corresponde a 10 e 20 % do seu
volume total, onde a “quimica enzimdtica” acontece.%

O sitio ativo € geralmente uma fenda ou cavidade hidrofobica que contém um arranjo de
grupos laterais de aminoécidos capazes de se ligar ao substrato e realizar a rea¢do enzimética. Os
residuos de aminoacidos que se ligam ao substrato podem vir de partes muito diferentes da
sequéncia de aminoacidos linear da enzima.5?

Em alguns casos, o sitio ativo também contém um ou mais cofatores que podem ser
fons metalicos, como Mn?* e Mg?* complexos metalicos ou compostos organicos nio proteicos
cujo papel é auxiliar a catalise enzimatica.>®

Este sitio ndo é um receptaculo passivo para ligar o substrato, mas uma maquina
molecular complexa com uma diversidade de mecanismos quimicos que auxiliam a converséo do
substrato ao produto. &

Uma série de fatores responsaveis pela eficiéncia catalitica das enzimas estdo
relacionados diretamente com aspectos estruturais do sitio ativo. Um dos principais é a
estabilizacdo de estado de transicdo, na medida em que esse sitio geralmente atua como um molde
molecular flexivel que liga o substrato ao mesmo tempo em que o induz a alteracGes
conformacionais e eletronicas forgcando-o a adotar a estrutura do estado de transi¢do, a0 mesmo
tempo em que estabiliza esse estado intermediario. Como consequéncia desse processo, ha o
aumento do numero de moléculas que sdo capazes de atingir o estado de transicdo e serem
convertidas em produto, aumentando a velocidade da reacdo. %

Além disso, o sitio ativo também pode fornecer grupos cataliticos que aumentam a
probabilidade de o estado de transi¢cdo se formar. Em algumas enzimas, estes grupos podem
participar da catalise geral acido-base, em que os residuos de aminoacidos fornecem ou aceitam
prétons. Em outras enzimas, a catélise pode envolver a formacdo transitoria de um complexo ES
covalentemente ligado, como é o caso das quimotripsina, uma enzima que digere proteinas no
intestino que contém em seu sitio ativo uma serina que se liga de forma covalente com o substrato
em uma das etapas do mecanismo enzimatico. %

3.2.3 Especificidade Enzima-Substrato

A especificidade enzimatica, isto é, a capacidade da enzima de reagir com apenas um
substrato, resulta da disposicao tridimensional de residuos de aminoacidos especificos na enzima
que formam sitios de ligacao para os substratos e que os ativam durante o curso da reacgéo.%

A alta seletividade ao substrato — por vezes até enantiosseletividade — esta relacionada
com a natureza quiral do sitio ativo, que € capaz de executar uma série de interacGes nédo
covalentes especificas entre enzima e substrato.®
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Ao longo do tempo, diversos modelos foram propostos para racionalizar a forma como
essa interacao especifica enzima-substrato ocorre, dentre os quais dois se destacam. O primeiro
deles, chamado de modelo chave-fechadura foi proposto por Emil Fischer em 189462

Segundo esse modelo, as enzimas seriam estruturalmente complementares aos seus
substratos de modo a se encaixarem como uma chave em uma fechadura. Essa interacdo
especifica (e, portanto, exclusiva) entre as duas moléculas biologicas seria mediada por
superficies moleculares com formas complementares. >°

O sitio de ligacdo do substrato conteria residuos de aminoacidos dispostos em uma
superficie tridimensional complementar que "reconhece” o substrato e o liga através de multiplas
interacdes hidrofobicas, interacOes eletrostaticas ou ligacGes de hidrogénio. A ligacdo de
compostos com uma estrutura que difere do substrato até mesmo em um pequeno grau seria
evitada por impedimento estéreo e repulsdo de carga.*®

Por outro lado, uma enzima totalmente complementar ao seu substrato seria uma enzima
muito pobre, na medida em que estabilizaria o substrato em vez de desestabiliza-lo. No diagrama
de coordenadas da reacdo, esse tipo de complexo ES corresponderia a um pogo de energia livre
da qual o substrato teria dificuldade de escapar. &

A nocdo moderna da catalise enzimatica, primeiramente proposta por Michael Polanyi
(1921) e Haldane (1930), foi elaborada por Linus Pauling em 1946 e por William P. Jencks na
década de 1970 e afirma que para poder catalisar reagdes, as enzimas devem ser complementares
ao estado de transicdo da reacdo. Isso significa que interacdes 6timas entre substratos e enzimas
s6 ocorrem no estado de transic3o.®

Assim, no complexo ES inicial haveria a formacdo de interacGes fracas, com a
complementaridade total entre o substrato e a enzima ocorrendo apenas quando o substrato se
encontrasse no estado de transicdo. A energia livre de ligacdo liberada durante a formacédo dessas
interacdes compensaria parcialmente a energia necessaria para que o substrato atingisse o estado
de transicdo, no topo da curva de energia, tornando a barreira energética a ser vencida ¢ muito
menor do que para a reagio nio catalisada. ®*

Dessa forma, enzima também sofreria mudancas de conformacédo quando o substrato se
ligasse a ela, induzidas por essas multiplas interacdes fracas com o substrato que, em ultima
andlise, levariam o substrato a atingir estado de transicdo. Esse mecanismo de interacdo enzima-
substrato é chamado de encaixe-induzido e foi postulado por Daniel Koshland em 1958. *°

Esses movimentos podem afetar apenas uma pequena parte da enzima nas proximidades
do sitio ativo ou podem envolver mudancas no posicionamento de dominios inteiros da enzima.
Em geral, uma rede de movimentos acoplados ocorre por toda a enzima, que finalmente leva as
mudancgas necessarias no sitio ativo. O encaixe-induzido serve para levar grupos funcionais
especificos da enzima para uma posi¢cdo apropriada para catalisar a reacdo. As mudancas
conformacionais também permitem a formacdo de ligagcdes fracas adicionais no estado de
transicdo. Em ambos os casos, a nova conformacéo da enzima apresenta propriedades cataliticas
aumentadas. 5!

Mais recentemente, um mecanismo alternativo foi proposto, a chamada "selecéo
conformacional e mudanca de populagdo”. Esta proposicao se baseia em conceitos derivados da
paisagem de energia livre e sugere que as proteinas existem em solugdo como conjuntos amplos
de diferentes conformacgfes. Entre os estados conformacionais presentes nesse conjunto (ou
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ensemble de conformacdes) deve haver alguns no qual o sitio de ligacao corresponde a forma (e
a quimica) do ligante.®

Entretanto, a energia conformacional desses estados pode ser alta e eles podem estar
escassamente povoados em solugdo. A aproximacao do ligante, com a consequente formacao do
complexo proteina-ligante e liberacdo da energia livre de ligacdo teria como consequéncia a
estabilizacdo ou dessas conformagdes ativas, induzindo a uma mudanca na populacdo dessas
estruturas em relacao aos demais conférmeros do ensemble. Assim, a atuacdo do ligante seria em
selecionar e estabilizar uma conformag&o em detrimento as demais.

Atualmente, acredita-se que a selecdo conformacional seja 0 mecanismo prevalecente,
com encaixe-induzido dominando os casos onde a concentracdo do ligante é extremamente alta.
O mais provavel, entretanto, € que haja um efeito sinérgico entre esses dois mecanismos, com a
selecdo de conformacdes pelo ligante, por um lado, e a inducao de conformacdes que maximizem
as interacdes e estabilizem esse conférmero, por outro.

3.2.4 Mecanismos de Catalise Enzimatica

Uma vez tendo complexado o substrato, a enzima entdo realiza a catélise da sua reacéo
especifica por meio de grupos cataliticos do sitio ativo e finalmente libera seu produto de volta a
solucdo. Trés tipos principais de mecanismos podem ser definidos para a compreenséo da acéo
enzimatica: catalise acido-base, catélise covalente ou nucleofilica e catalise eletrostatica. >°

A catalise &cido-basica estd envolvida em todos 0s processos enzimaticos que
envolvem transferéncia de prétons, sendo poucas as enzimas que nao possuem grupos acidos ou
béasicos cataliticamente ativos. A catélise acida envolve a ativacdo do substrato por meio da sua
protonacdo por um residuo cataliticamente ativo, enquanto que na catélise basica o substrato é
desprotonado ou entdo agua é desprotonada antes de atacar o substrato (Figura 14).%*
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Figura 14- Mecanismo geral da catalise enzimatica acida (a) e basica (b1-2). Adaptado de Bugg (2012). &

Apesar do pequeno nimero de aminoacidos com grupos laterais ionizaveis e de operar
em condicdes fisiologicas, uma ampla faixa de pKas € obtida para os residuos o sitio ativo gracas
ao microambiente criado pela estrutura tridimensional da enzima. Assim, por exemplo, a
aproximacdo de um residuo positivamente carregado a uma amina torna sua forma protonada
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termodinamicamente menos favoravel e reduz seu pKa, permitindo que esta possa atuar como
uma base sobre o substrato, mas como um acido sobre a agua, mediando a transferéncia de
prétons. Ou ainda colocando residuos cataliticamente ativos em regiGes hidrofébicas, o que
desfavorece sua forma eletricamente carregada, alterando drasticamente seu pKa.®?

A catalise covalente envolve o ataque nucleofilico de um residuo do sitio ativo ao
substrato, formando uma ligacdo covalente entre a enzima e o substrato, e, portanto, um
intermediario covalente no mecanismo da reacdo, como exemplificado no mecanismo da
acetoacetato decarboxilase (Figura 15). O nucledfilo mais poderoso disponivel ao sitio ativo
enzimatico € o grupo tiol da cisteinas, que pode ser desprotonado para formar o anion tiolato,
ainda mais nucleofilico, seguindo do grupo e-amino de lisinas, muito utilizado para formacao de
ligacGes imina com grupos cetona de substratos, além de oxigénios nucleofilicos de serinas,
treoninas, tirosinas e os residuos carboxilados.®*

- - acetato
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Figura 15 - Mecanismo da enzima acetoacetato decarboxilase ilustrando como se processa a catalise enzimatica
nucleofilica ou covalente. Adaptado de Bugg (2012). 5.

A catélise eletrostatica estd relacionada com a estabilizacdo de intermediarios
carregados por meio da formacdo de ligagdes ibnicas com residuos eletricamente carregados ou
cofatores metélicos como zinco e magnésio. As propriedades de acidos de Lewis de ions
metalicos tém especial aplicacdo enzimatica na medida em que, sendo aceptores de elétrons,
permitem a ativacdo de substratos ou mesmo da agua, cujo pKa pode ser reduzido a ponto de
atuar como um nucleofilo, como o que ocorre na enzima termolisina (Figura 16).
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Figura 16 - Mecanismo de atuacdo de termolisina, demonstrando a atuacéo de um cofator eletricamente carregado
na catalise enzimatica. Adaptado de Bugg (2012) 5

3.2.5 Inibicdo Enzimatica

A inibicdo enzimatica acontece quando uma molécula diferente do substrato se liga ao
sitio ativo e previne a ocorréncia da reacdo enzimatica. H& dois tipos principais de inibidores
normalmente observados: os reversiveis, compostos que se ligam de forma nédo covalente ao sitio
ativo ou outra por¢cdo da enzima, impedindo o substrato de se coordenar e os inibidores
irreversiveis, que se ligam permanentemente a enzima por meio da reagdo com algum residuo do
sitio ativo formando uma ligacdo covalente. O sitio ativo é entdo permanentemente blogueado e
a enzima irreversivelmente desativada. 5

Esse tipo de inibidor geralmente contém grupos funcionais eletrofilicos como
substituintes halogénio ou ep6xido que sofrem um ataque nucleofilico de algum residuo do sitio
ativo (catalise enzimatica nucleofilica) produzindo um complexo energeticamente mais estavel e
levando a modificacao covalente permanente desse residuo. &

Os inibidores reversiveis — mais comumente observados — podem ser de trés tipos
principais: competitivo, anti-competitivo e ndo competitivo, os quais variam em funcdo da
natureza da interagdo com a enzima e do efeito que produzem na cinética enzimética (Figura 17)
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Figura 17 - Esquema da interacdo enzima-substrato (a) e da acdo de inibidores competitivos cléssicos (b), anti-
competivos (b) e ndo-competitivos (c). Adaptado de Berg et al (2010).53

Os inibidores competitivos (Figura 17B) sdo moléculas que se assemelham
estruturalmente ao substrato (S) e se que ligam ao sitio ativo da enzima (E) impedindo que o
substrato possa interagir e de fato competindo com este pelo sitio ativo. Nessa situacdo, a enzima
pode se ligar ao substrato, formando o complexo ES ou se ligar ao inibidor (complexo EI) mas
ndo pode se ligar aos dois a0 mesmo tempo (ESI).

Esses inibidores reduzem a velocidade da reacdo enzimatica por reduzirem a propor¢ao
de moléculas de enzima ligadas ao substrato. Assim, a acdo desses inibidores pode ser desfeita
aumentando-se a concentragdo de substrato, o que favorece a formagdo do complexo ES (e
consequentemente a reacao enzimatica) por deslocar o equilibrio termodindmico a favor dessa
reacdo.®

Inibidores anti-competitivos se distinguem pelo fato do inibidor se ligar apenas ao
complexo enzima-substrato e ndo a enzima sozinha. Para esse tipo de inibidor, o sitio de ligacéo
é criado apenas quando a enzima se liga ao substrato (Figura 17C) e a inibicdo ndo pode ser
superada pela adicdo de mais substrato. %

Inibidores ndo-competitivos, por sua vez, podem se ligar tanto a enzima (SI) quanto ao
complexo enzima-substrato (ESI), na medida em que o inibidor e o substrato interagem em
porgdes distintas da enzima (Figura 17D). Esse tipo de inibidor atua reduzindo a nimero geral de
moléculas de enzima ativas ao invés de apenas diminuir a proporcdo de enzima ligada ao
substrato e por essa razao a inibicdo ndo diminui com o aumento da concentragio do substrato.®

Tendo em vista o papel primordial que as enzimas desempenham no controle dos
processos metabolicos e nos mecanismos de biossintese celular, ndo é surpresa que mais de 47%
de todas as drogas atualmente comercializadas tenham como alvo a inibicdo dessa classe de
biomoléculas, segundo Copeland (2013), a exemplo do ibuprofeno e do acido acetilsalicilico,
dois dos medicamentos mais consumidos do mundo os quais atuam na inibicéo de ciclooxigenase,
enzima responsavel pelo estabelecimento de respostas inflamatorias.®’
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Inibidores enzimaticos também se destacam pela aplicacdo como antibioticos, sobretudo
devido a existéncia de enzimas essenciais em bactérias que ndo possuem homdlogos em
organismos superiores, limitando os possiveis efeitos colaterais desses compostos. '

Um dos primeiros exemplos de inibidor enzimatico com acdo antibidtica foi a
sulfanilamida, composto estruturalmente similar ao &cido p-aminobenzoico (PABA), um
metabolito requerido por bactérias na biossintese do acido folico, composto essencial em diversas
funcbes bioquimicas. A sulfanilamida atua como inibidor competitivo da enzima que metaboliza
PABA, inviabilizando a célula bacteriana, mas sem qualquer efeito sobre humanos que adquirem
acido fdlico pela dieta exclusivamente.®’

3.2.6 Afinidade Enzima-Ligante e Energia Livre

No desenho de farmacos, sobretudo os inibidores enzimaticos, é de extrema importancia
compreender qual é a afinidade do ligante pela proteina com a qual interage e ter em mente que
essa afinidade ¢ definida pelo equilibrio entre o ligante ndo-ligado e a proteina ndo-ligada de um
lado e o complexo proteina-ligante do outro, como mostrado na Figura 18.58

Minimo Energético @

) Global
AG=-RTInK @
—_—
@ 1l AGeont @ )
® " ° ®
® ® o o e o o
Conformagao @

__Bioativa
Figura 18 - O equilibrio quimico que determina a afinidade proteina-ligante. Adaptado de Larsen et al. (2010).%°

Este é, do ponto de vista termodindmico, 0 modelo mais simples para a ligacdo de uma
pequena molécula (substrato ou ligante) com um receptor macromolecular bioldgico (enzima),
isto é, uma associacdo reversivel, na qual o ligante e o receptor formam um complexo
equimolecular ndo-covalente que pode ser expressa pela seguinte equacao de equilibrio:

ke ~ Eq. 1
E+ S — ES
jg'ﬂV
Os termos E, S e ES correspondem a enzima, substrato e complexo respectivamente, Kair
e a constante de velocidade de formacédo e kiny @ constante de velocidade de dissociagéo do
complexo.™
Além disso, as constantes de velocidade da reacdo estdo relacionadas as constantes

termodinamicas de associagao (Ka) e dissocia¢do (Kp) segundo:
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1 kdiT [ES] Eq 2

KA:—: = —

Assim, a termodindmica governa o0s principios fisico-quimicos béasicos do
reconhecimento molecular. A afinidade do ligante pela proteina € uma funcéo de estado e € dada
pela diferenca de energia livre (AG) entre 0 complexo proteina-ligante (o lado direito na Figura
18) e o ligante e a proteina "livres”, isto é, ndo-ligados (o lado esquerdo).®®

Essa diferenca de energia livre de Gibbs de ligacao esta relacionada com as constantes
termodinamicas de associacao e dissociacdo de acordo com:

AG" = —RT InK, = RTInK, Eq.3

Nessa equacdo, R € a constante universal dos gases (8,314 JKimol!) e T ¢ a
temperatura em Kelvin. Uma maior afinidade implica um maior valor positivo de Ka e, portanto,
um valor negativo maior de AG.

A constante de dissociacdo Kp € comumente utilizada como uma medida da forca de
ligacdo de um determinado ligante, sendo tdo menor quanto mais efetiva for a interacdo desse
ligante com o receptor. Quando esse ligante atua como inibidor (1), essa constante de dissociagédo
recebe o nome de constante de inibigdo (K;).”° Com isso:

o [E][/]
AG = RTInKk =RTIH{W} Eq. 4

Portanto, a energia livre de Gibbs de ligacdo esta relacionada com as concentracdes de
equilibrio do inibidor (1), da enzima (E) e do complexo inibido (EI).

Uma afinidade mais elevada (um AG mais negativo) corresponde a um valor menor da
constante de inibi¢ao Ki (mais frequentemente dado em nM ou uM). Um Ki de 1 nM corresponde
aum AG de -53,4 kJ/mol a 310 K e um Ki de 1 uM a -35,6 kJ/mol. Além disso, usando a Equacéo
4 pode-se calcular que uma alteragio em AG em 5,9 kJ/mol altera Ki por um fator de 10.5°

Quando um ligante age como um inibidor competitivo com o substrato natural de uma
enzima — sua atividade inibitoria é geralmente expressa através do 1Cso € ndo mais por meio da
constante de inibicdo K.

O ICso é a concentracdo de inibidor na qual a velocidade da reacdo de formacgdo do
complexo enzima-substrato [ES] se reduz a metade do que seria obtida sem a presenca do
inibidor, o que indica, na pratica, o ponto no qual 50 % da enzima em solucéo estara ocupada
pelo inibidor, portanto indisponivel para interagir com o substrato.”

A constante de inibigdo K e o valor de ICs estdo relacionados por meio da equacao de
Cheng-Prusoff:"

S EqQ.5
ICso = K, (1 + —0) a
Kp

Nessa equacdo K, é a constante inibitoria do inibidor, So € a concentracédo inicial do
substrato e Kp é a constante de dissociacdo do complexo enzima-substrato (ES).
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A derivacao da equacdo (5) assume que ha um excesso de proteina em comparagdo com
0 substrato e o inibidor e de que ambos se ligam reversivel e estequiometricamente ao mesmo
sitio de ligacio da enzima, o que é uma aproximagdo adequada para a maioria dos sistemas.

Na pratica, o processo de ligacdo receptor-ligante tende a ser muito mais complicado
devido a existéncia de efeitos alostéricos ou de multiplos sitios de ligacdo, oligomerizacao dos
receptores, formacéo de ligacbes covalentes irreversiveis ou mesmo dos mecanismos de reacao
envolver multiplas etapas, entre outros. Apesar disso, a caracterizacdo de ligantes por uma unica
constante Kp é comum na literatura, ainda que a cinética de ligagcdo ndo seja completamente
entendida.”

Em geral, os ensaios de inibicdo sdo realizados de tal modo que a concentracgéo inicial
do substrato seja bem inferior a sua constante de dissociacdo, de forma que o termo So/Kp possa
ser desprezado.®® Com isso:

ICSO = KI qu

E, consequentemente, a energia livre de Gibbs de ligacdo do inibidor pode ser
diretamente calculada a partir do seu ICsp, segundo:

AG’ = RTInK, = RTInICs, Eq.7

Atraveés dessa equacdo, as energias livres de ligacdo podem ser estimadas a partir dos
resultados experimentais, bem como se pode correlacionar energias livres ou sua versao teérica
aproximada, a “afinidade” ou “escore” de docking” calculadas computacionalmente com o
logaritmo do valor de ICso, através de uma relagdo linear simples.

A energia livre de Gibbs de ligagdo possui um fator entalpico (AH) e um fator entropico
(AS) que estao relacionados segundo:

Eq. 8
AG = AH —TAS

A forca motriz no reconhecimento proteina-ligante sdo as interacGes eletrostaticas (ion-
fon, ion-dipolo e dipolo-dipolo), lipofilicidade/hidrofobicidade e complementaridade
geomeétrica.’®

Para entender a natureza e as contribuicdes relativas dessas diferentes forcas, é uma util
particionar o0 AG como uma soma de diversas contribui¢des de energia livre, como mostrado na
Equacéo 9.

AGll’g = AGi:rans+rot + AGconf + AGpolar + AGhidro + AGVdW EQ- 9

Nessa equacdo, AGuansi+rot CONtabiliza as restricbes de movimentos translacional
(movimentos nas dire¢des X, Yy e z) e restricdo de rotacdes (sobre 0s eixos X, y e z) das moléculas
“inteiras” quando passam do estado livre para o estado ligado; AGeont € a diferenca nas energias
livres conformacionais entre os estados nao ligados e ligados devido a restricdes conformacionais
no complexo ligando-proteina; AGpolar € @ mudanga de energia livre devido a interagfes de grupos
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funcionais polares na cavidade de ligagao da proteina; AGnidro €xplica a energia livre de ligacao
devido ao efeito hidrofobico; e AGvaw descreve a diferenca na energia livre devido as interagdes
de van der Waals entre os estados ligados e ndo-ligados.

3.2.6.1 Contribuicéo da restricdo de movimento

Fora da cavidade de ligacéo na proteina, o ligante se move livremente na solugdo aquosa
através de rotaces e translagdes de toda sua molécula. Entretanto, no interior do sitio ativo, seus
trés graus de liberdade translacional e os trés graus de liberdade rotacional sdo perdido na
formagdo do complexo proteina-ligante, que congela esses movimentos.

Termodinamicamente, isso leva a uma diminui¢do da entropia, resultando em um AS
mais negativo e consequentemente um TAS mais negativo e um AG mais positivo. Assim, a perda
de liberdade translacional e rotacional se opde a ligacdo e AGuans+rot € UM custo de energia livre,
que deve ser superado pelas forcas de ligacdo favoraveis para formar o complexo proteina-
ligante.™

A magnitude desse custo de energia livre varia apenas ligeiramente com 0 peso
molecular, porém é bastante dependente de quéo “apertado” for o complexo proteina-ligante. Um
complexo mais apertado leva a uma maior perda na liberdade de movimento e, portanto, produz
um TAS mais negativo. %

A maioria das estimativas de AGtrans+rot Varia de 12 kJ/mol para um complexo mais
"solto" a 45 kJ/mol para um complexo bem ligado, portanto, € uma contribuicdo energética
desfavoravel muito significativa, que estd sempre presente e ndo pode ser reduzida no desenho
do ligante.%®

Para um ligante com K; de 1 nM, as for¢as de ligacdo favoraveis devem liberar ndo
apenas os -53,4 kJ/mol de energia livre de ligacdo, mas também esse 12 a 45 kJ/mol de energia
livre para tornar a propria associagio possivel. °

3.2.6.2 Contribuicéo da restri¢cdo conformacional

A maioria das moléculas ligantes sdo flexiveis, portanto fora do sitio de ligacdes e em
solucdo aquosa, o ligante sofre alteracdes conformacionais por rotagdo em torno de ligacbes
simples (Figura 19), entretanto, um ligante geralmente se liga a uma proteina em uma unica
conformacdo bem definida’™

Essa conformacgdo posiciona os grupos funcionais usados para ligagdo em locais
apropriados no espago para que haja interagdes com seus parceiros de ligacdo na proteina. Isto
implica que os movimentos correspondentes a liberdade conformacional em solugdo aquosa
também estdo em grande parte congelados no local de ligacdo, o que também leva a uma
diminuicdo na entropia (entropia conformacional), com um custo de energia livre para a ligagéo.®

A magnitude de AGeonf fOI estimada em 1-6 kJ/mol por rotagéo interna restrita e também
depende de quéo apertado for o complexo proteina ligante, tal qual para o caso do AGtrans+rot®®

Além disso, cristalografias de raios-x de complexos proteina-ligante mostra que, em
geral, um ligante ndo se liga a proteina em sua conformacao preferida (de mais baixa energia) em
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solugdo aquosa, 0 que agrega uma penalidade energética adicional a ligacdo. Essas penalidades,
entretanto, sdo normalmente inferiores a 13 kJ/mol.%®

(A) - \ (B)

Conformagdo de menor energia em solucdo aquosa

AN

Conformagao bioativa (+10,5 kJ/mol)

Figura 19 - Acido palmitico ligado a proteina de ligagdo de lipidios adipdcitos (PDB 1LIE, Figura A) e comparagio
entre a conformac&o preferencial em solucéo e a conformagcao sitio ativo (B). Adaptado de Larsen et al. (2010).°

3.2.6.3 Interac0es eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio

O termo AGpolar S€ refere a mudanca de energia livre devido a interacdes entre grupos
funcionais polares no ligante e as cadeias laterais polares dos aminoécidos ou grupos polares do
esqueleto polipeptidico (C=0 e N-H), bem como interacdes indiretas de proteina-ligante
mediadas por moléculas de 4gua, bastante frequentes no sitio ativo enzimatico.®*

Essas interagcdes incluem as interacdes ion-ion, ion-dipolo e dipolo-dipolo, todas elas
descritas pela Lei de Coulomb:

qiq; Eqg. 10
Epolar = — g
polar ery;

Onde a energia da atragdo ou repulsdo entre as cargas (Epolar) depende dos valores g € gj
que sdo as cargas dos ions envolvidos — ou as cargas atbmicas parciais para outras interaces
polares — da constante dielétrica do meio ¢ (que € de 78,4 paraa agua a 25 °C) e de rj; é a distancia
que separa as cargas.’®

Apesar da atracdo entre as cargas opostas ou dipolos antiparalelos desempenhar um
papel importante no reconhecimento proteina-ligante, Epolar € dificil de quantificar em proteinas,
pois € ndo ¢ uniforme em toda a proteina, mas depende do microambiente que tende a ser mais
lipofilico (¢ ~ 4) no interior da proteina e na regio do sitio ativo.®

As interagbes ion-ion ocorrem entre ligantes que contém grupos ionizaveis
eletricamente carregados em pH fisiol6gico os quais se ligam a residuos com grupos laterais de
carga oposta. E o que ocorre, por exemplo, com &cidos carboxilicos que em pH 7 estdo
negativamente carregados (anion carboxilato), podendo interagir com residuos positivamente
carregados nessas condic¢des, como a guanidina de uma arginina ou o e-amino lateral protonado
de uma lisina. Esse tipo de interag&o tem energia de ligacéo entre 25-50 kJ/mol. &

As Ligacdo de hidrogénio (X-H ----- Y) sdo interacBes de natureza eletrostatica
formadas entre um atomo aceptor de ligacdo de hidrogénio (Y) que contém um par de elétrons
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isolado (geralmente oxigénio ou nitrogénio) e um doador de ligagédo (X) de hidrogénio um atomo
contendo um hidrogénio &cido, tais como como O—H ou N—H.%*

Esse tipo de interacdo € muito utilizado para coordenar ligantes com grupos polares e
sua forca depende tanto da natureza quimica quanto do alinhamento geométrico dos grupos
interagentes. Uma ligacdo de hidrogénio tipica tem comprimento de ligacéo entre 2,5 e 3,0 A
(medida entre os atomos pesados X e Y) e € altamente dependente da orientacdo, com um angulo
6timo X-H ---- Y de 180°.%°

A Figura 20 ilustra exemplo de diferentes tipos de ligacfes de hidrogénio comumente
observadas em complexos proteina-ligantes, e que incluem as ligacdes de hidrogénio neutras
(dipolo-dipolo), as ligacOes assistidas por carga (ion-dipolo) e as pontes salinas, que combinam
a formac&o de ligac@es de hidrogénio com interagdes eletrostaticas do tipo ion-ion.%®

As energias de ligacdo para aceptores/doadores neutros € da ordem de 2-7,5 kJ/mol
enquanto que com aceptores/doadores eletricamente carregados esses valores aumentem para
12,5-25 kJ/mol, sobretudo na formagéo de pontes salinas.®*

O—Hommmee o) :< Neutra

NH; O—< Auxiliada por Carga

H
\
\ N—H----- 0
HN_<@ © >— Ponte Salina
N— H----- o)
/
H

Figura 20 - Exemplos de diferentes tipos de ligagGes de hidrogénios presentes em sistemas biolégicos. Adaptado de
Larsen et al. (2010).%°

Entretanto, a formacdo de ligacao de hidrogénio é um processo de troca, na medida em
que antes da formacdo do complexo proteina-ligante os grupos funcionais polares do ligante e as
porcdes polares dos aminoacidos e de grupos estruturais da proteina estdo envolvidos em ligacéo
de hidrogénio com moléculas de 4gua do meio circundante.

Na formacdo do complexo essas ligacdes de hidrogénio com o solvente sdo substituidas
pelas ligacdes de hidrogénio entre o ligante e a proteina, de modo que o efeito liquido dessa troca
é a diferenga na energia livre entre a formacdo de ligacdo de hidrogénio com agua ou com a
proteina.

Assim, se o ligante possuir um grupo aceptor ou doador de hidrogénio que forma
ligacbes de hidrogénio com a &gua, mas ndo com a proteina (isto é, se houver ligacdes de
hidrogénios desemparelhadas quando o ligante estd “enterrado” na proteina) ha uma penalidade
energética significativa, de cerca de 4 kJ/mol para um substituinte neutro e de 16 kJ/mol para um
substituinte carregado, o que corresponde a uma perda de afinidade por um fator de 5 até 500.5°
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Outros tipos de interacOes polares frequentemente observadas nos complexos proteina-
ligante sdo interacdes de n-w, também conhecidas como empilhamentos 7, € cation-w. A natureza
exata dessas interacdes € bastante complexa, mas qualitativamente elas podem ser compreendidas
em termos eletrostaticos.5®

A Figura 21 mostra o potencial eletrostatico molecular calculado do benzeno quando um
cation é colocado em diferentes posi¢des ao redor do anel aromatico. A cor vermelha indica uma
forte atragcdo entre o cétion e o anel aromatico e uma cor azul indica uma forte repulso.5®

.-20.171

Figura 21- O potencial eletrostatico molecular do benzeno na presenca de um céation. Adaptado de Larsen et al.
(2010).%°

Numa interacdo do tipo cétion-t, o ion aménio, por exemplo, pode interagir
favoravelmente com a face do anel de benzeno enquanto que nas interagdes m-m, a ponta de um
anel benzénico interage com a face do outro (empilhamento-T) ou as duas faces interagem de
forma alinhada (empilhamento sanduiche).

Outros anéis aromaticos como fenol e indol exibem potenciais eletrostaticos similares
como benzeno. Dessa forma, os anéis aromaticos das cadeias laterais de fenilalanina, tirosina e
triptofano podem interagir favoravelmente com grupos funcionais carregados positivamente ou
com anéis aromaticos do ligante. %

Estima-se que uma interacao n-nt e cation-nt podem contribuir 8-17 kJ/mol para a energia
livre de ligagdo global do ligante, o que equivale a um aumento de 23 a 760 vezes na afinidade
receptor-ligante.5®

3.2.6.4 Contribuicao Hidrofobica

O efeito hidrofébico descreve a tendéncia de moléculas organicas hidrofobicas se
agregarem e se transferirem para solventes apolares ao invés de permanecer em solugdo aquosa.
No contexto bioldgico, essa fase organica pode ser, por exemplo, uma regido lipofilica de uma
proteina.®

Quando um composto lipofilico é inserido na agua, ele muda a rede dindmica de ligagdes
de hidrogénio que havia entre as moléculas de 4gua puras, criando uma nova interface na qual as
moléculas de agua precisam se arranjar em torno do composto lipofilico e assumir uma estrutura
mais ordenada do que teriam puramente sozinha. Isso resulta em uma diminuic&o da entropia. &
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A formacéo de um complexo ligando-proteina desloca essa agua ordenada que circunda
o ligante e que também preenche de forma relativamente ordenada o sitio ativo da proteina
empurrando-as de volta para o “bulk™ da solu¢ao, 0 que aumento a liberdade de movimento das
moléculas resultando em um aumento na entropia, com o consequente um aumento na afinidade
receptor-ligante ao contribuir com a reducio do AG. ®°

A contribuicdo hidrofobica tem uma dependéncia com a area superficial das moléculas
em interacdo com o solvente, também chamada de superficie acessivel ao solvente, ou SAS. Com
base nas medidas de transferéncia entre solvente e na energia de ligacdo proteina-ligante, estima-
se que essas contribuicdes hidrofobicas variam entre 0,1 e 0,24 kJ/A2mol. Uma metila, por
exemplo, com SAS de cerca de 25 A2 provoca um aumento de afinidade por um fator de 3 a 10,
ao passar do meio aquoso para o interior lipofilico do sitio ativo. %

3.2.6.5 Contribuicdo nado-polares (Interacdes de Van der Waals)
As interacBes ndo-polares entre os &tomos, também chamadas de interaces de Van der
Waals, decorrem dos contatos interatdmicos do ligante com sitio ativo e podem ser atrativas ou

repulsivas como mostrado pela curva de energia na Figura 22.

Energia

'i
ll @ Repulséo
|
|

- Q-—0Q
OO Atracdo

Distancia

Figura 22 - Curva de energia potencial em funcéo da distancia interatbmica para interacdes do tipo VVan der Waals.
Adaptado de Larsen et al. (2010).%°

Quando as distancias que ligam os ndcleos dos atomos sdo muito curtas, a sobreposicao
das nuvens eletrdnicas provoca um aumento abrupto de energia devido a repulsdo eletrostatica.
Assim, quando uma parte do ligante entra em conflito ou colide com atomos no sitio de ligagéo,
essa interacdo estericamente repulsiva frequentemente leva a uma diminuicdo na afinidade de
ligacdo receptor-ligante. ¢

A distancias mais longa, entretanto, existe uma regido de atragdo entre os atomos. Essa
atracdo se deve as chamadas forcas de dispersdo, que tem natureza basicamente eletrostatica e
que se devido a interacdes entre dipolos temporarios induzidos em dois atomos adjacentes. %

Para um unico contato atomo-atomo a forga da interagdo é pequena de cerca de 0,2
kJ/mol. Contudo, como o numero total de tais interagdes pode ser muito grande, a soma das
interacdes de Van der Waals pode ser significativamente substancial (50-100 kJ/mol), sobretudo
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se ha uma alta complementaridade geométrica entre o ligante e o sitio ativo. Esse encaixe
adequado também se faz necessario na medida em que forca dessas interacGes de dispersao varia
com 1/r8, sendo, portanto de curtissimo alcance.5®

3.3 MODELAGEM MOLECULAR

Da mesma forma como a ciéncia computacional impactou desde os meios de producgéo
e comércio a forma como as pessoas se comunicam e se relacionam, nos Gltimos anos o aumento
da capacidade de processamento e a diminui¢do de custos promovida pelo desenvolvimento de
hardwares melhores, como unidades de processamento grafico e processadores multi-core,
aliados ao desenvolvimento de algoritmos mais robustos e da computagéo em paralelo, tornaram
possiveis a modelagem computacional de sistemas macromoleculares bioldgicos grandes e
extremamente complexos, contendo centenas de milhares de atomos.

Deste modo, a modelagem molecular e a simulagdo de biomoléculas se tornaram
ferramentas imprescindiveis tanto para a biologia molecular quanto para a quimica medicinal e
farmacéutica.

Atualmente, ferramentas como o docking molecular permitem a predi¢cdo dos modos de
ligacdo e das energias livres de complexos receptor-ligante, de forma réapida, robusta e
relativamente precisa, permitindo a triagem de bibliotecas de moléculas na busca de compostos
lideres e no desenho racional de melhores farmacos, ao mesmo tempo em que simulacdes de
dindmica molecular permitem a compreensao da flexibilidade e das alteragcbes conformacionais
de complexos proteina-ligante e em que métodos hibridos quanto-mecénicos e de mecanica
molecular permitem explorar os mecanismos de reacdes e a origem do poder catalitico das
enzimas. Apenas alguns dos inumeros exemplos de como a modelagem computacional esta
revolucionado de forma irreversivel, a quimica, a bioquimica e a compreensdo humana sobre a
Natureza.’

3.3.1 Docking Molecular

O docking ou atracamento molecular, em uma traducédo literal, € uma metodologia
utilizada para a predicdo computacional da energia ou intensidade de interacdo e da estrutura de
complexos ligante-receptor, no qual o ligante é uma pequena molécula e o receptor é
normalmente um alvo macromolecular, como uma proteina ou &cido nucleico, tendo especial
aplicacdo do estudo da forma de atuagio e na otimizagdo de inibidores enzimaticos. "

Em linhas gerais - considerando-se o caso enzimatico - o docking se constitui em dois
processos inter-relacionados que sdo a amostragem ou busca das possiveis conformacdes do
ligante no sitio ativo da enzima e a classificacdo dessas conformacgfes (em termos de energia
livre) por meio de uma funcao de escore. Idealmente os algoritmos de busca devem ser capazes
de reproduzir o modo de ligagdo experimental e a funcéo de escore deveria classificar esse modo
como o melhor entre todas as conformagdes geradas.’"

O problema, entretanto, estd no fato do docking molecular envolver um grande nimero
de graus de liberdade, pois além dos seis graus de liberdade translacional e rotacional de cada

molécula os inUmeros graus de liberdade conformacional, sobretudo do receptor macromolecular,
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necessitariam ser considerados, gerando um numero enorme de possiveis modos de ligacdo entre
duas moléculas e demandando um custo computacional proibitivo para se gerar todas as
configuragdes possiveis.”>"

Diversas metodologias de docking distintas tém sido desenvolvidas para abordar esse
problema, as quais se distinguem no numero de graus de liberdade que ignoram. O caso mais
simples - e computacionalmente mais econdmico - € considerar o ligante e o receptor com sendo
corpos rigidos, resumindo o problema aos seis graus de liberdade translacionais e rotacionais.’

Essa ideia estd de acordo com o0 modelo chave-fechadura de Emil Fisher e se fundamenta
na premissa de que alta especificidade de uma enzima por seu substrato esta relacionada a
complementaridade geométrica tal como uma chave é complementar a uma unica fechadura.
Dessa forma, essas metodologias buscam encontrar moléculas com um alto grau de
complementaridade especial com o sitio ativo. A flexibilidade do ligante pode ser considerada
por meio do docking de um conjunto pré-calculado de conformacdes distintas, mas nao no
docking em si.”

O comportamento real, como visto anteriormente, esta mais relacionado ao modelo de
encaixe induzido, postulado por Daniel Koshland em 1958, no qual a interacdo inicial
relativamente fraca do substrato com o sitio ativo induz alteragbes conformacionais tanto na
enzima quanto no ligante que provocam o fortalecimento dessa interacdo (encaixe perfeito) e
ajuste dos residuos do sitio ativo para as posicdes precisas que possibilitam a catalise
enzimatica.’

Como a consideracdo da flexibilidade do ligante e do receptor é custosa
computacionalmente, o melhor custo-beneficio entre exatiddo e tempo computacional € a
situacdo intermediaria, amplamente implementada em diversos softwares como AutoDock e
FlexX.™

Essa situacdo intermediaria - e mais comumente utilizada - diz respeito a considerar o
ligante flexivel e o receptor rigido, o que representa uma significativa evolucdo em relacdo ao
modelo chave-fechadura, mas ainda € incapaz de expressar apropriadamente a natureza flexivel
e dindmica da interagdo enzima-ligante em condicdes fisioldgicas. 4™

No outro extremo esta a consideracdo de todos os graus de liberdade do sistema, o que
pode ser realizada por meio de simulacdo de dindmica molecular (MD, do inglés molecular
dynamics). Ao mover cada atomo do sistema independentemente dos demais, ha a representacdo
completa da flexibilidade do ligante e da proteina. Entretanto, 0 progresso em passos muito
pequenos e a impossibilidade de sobrepujar grandes barreiras de energia conformacional — o que
pode levar a amostragem inadequada das possiveis conformagdes — aliado ao elevado custo
computacional impossibilita a aplicagédo dessa técnica no estudo de bibliotecas de moléculas,
ainda que pequenas.’>™

Varios outros métodos tém sido implementados para a consideracdo da flexibilidade do
receptor. O mais simples, chamado de “soft-docking”, consiste em reduzir a energia de repulsao
de Van der Waals na funcéo de escore, permitindo assim certo grau de sobreposicdo atdmica
entre 0 ligante e o receptor, o que ndo inclui adequadamente a flexibilidade, mas é
computacionalmente eficiente e representa alguma melhora em relagdo a estrutura
completamente rigida.”
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Outra possibilidade é a utilizacdo de bibliotecas de rotdmeros, um conjunto de
conformac®es das cadeias laterais dos aminoacidos determinadas pela analise estatistica de dados
cristalograficos experimentais, permitindo a consideracédo da flexibilidade dessas cadeias laterais
em uma amostragem relativamente rapida. Diversas cadeias laterais podem ser selecionadas e
amostradas simultaneamente com o ligante, enquanto as outras por¢6es do receptor permanecem
rigidas.’"

3.3.1.1 Algoritmos de busca

Diversos algoritmos de busca diferentes foram criados na tentativa de reproduzir
satisfatoriamente o modo de ligagcdo experimental, os quais se encontram amplamente
implementados em softwares de docking molecular, com destaque para os algoritmos de
correspondéncia, construgdo incremental, Monte Carlo e algoritmos genéticos.’"

Algoritmos de correspondéncia (MA, do inglés matching algorithms) se baseiam no
mapeamento do formato molecular de um ligante no sitio ativo em funcdo de caracteristicas
estruturais e informacdo quimica tais como grupos doadores ou aceptores de ligacdo de
hidrogénio. Nessa metodologia, a proteina e o ligante sdo representados por grupos
farmacoféricos - o conjunto de caracteristicas eletronicas e estéreas que caracterizam subunidades
estruturais e grupos funcionais. "

A distancia entre grupos farmacoféricos complementares na enzima e no ligante é
calculada para cada diferente conformacdo do ligante, predominando as combinagdes que
maximizem as interagdes e diminuam as distancias. Devido a rapidez esse tipo de algoritmo é
muito aplicado na triagem computacional de bibliotecas de moléculas na busca por compostos
lideres, compostos com possivel aplicagdo farmacéutica em funcdo de alta poténcia.’

Os métodos de construcdo incremental (IC) o ligante é divido em diversos fragmentos
pela quebra das ligacbes moveis e um desses fragmentos, chamado de &ncora — geralmente o
maior ou com o papel funcional mais significante na interacdo com a enzima — é docado no sitio
ativo primeiro. Os demais fragmentos sdo entdo acrescentados um por um em diferentes
orientagBes de forma a se encaixar no sitio ativo da forma mais satisfatoria possivel.”

Os algoritmos genéticos e de Monte Carlo fazer parte dos métodos estocasticos, isto €,
cada novo estado do sistema tem origem em um evento aleatdrio. Assim, 0 espacgo
conformacional é examinado pela modificacdo aleatéria da conformacdo do ligante,
possibilitando mudancas grandes e saltos na barreira de energia potencial e permitindo a
consideracio de configuragdes que ndo seriam aceitas em um método sequencial. 727

Os algoritmos de busca Monte Carlo geram um conjunto aleatério de configuragcdes do
ligante por meio de rotacdes, translagdes e rotacdo de ligages. Cada uma dessas conformacoes
é entdo avaliada por um critério de selecdo baseado na energia. Se passar por esse critério, essa
configuracdo sera armazenada e modificada para gerar a proxima conformacéo, repetindo-se esse
processo até que um nimero pré-definido de conformacdes seja obtido. >

Os algoritmos genéticos, por sua vez, foram inspirados na teoria da evolucao de Darwin
e se baseiam na codificacdo dos graus de liberdade do ligante em cadeias binarias denominadas
"genes". Esses genes se organizam formando "cromossomos”, cada um representando uma
determinada configuracgdo do ligante. Um operador genético atua promovendo mutag6es - a troca
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aleatoria de um desses genes por outro - ou entdo cruzamentos, no qual porcGes do gene séo
trocados entre um cromossomo e outro, 0 que gera uma nova configuragdo estrutural para o
ligante.

Essas novas estruturas sao avaliadas pela funcdo de escore e aquelas que sobrevirem,
isto é, superarem a linha de corte, serdo usadas para a proxima geracdo. Essa é a metodologia
implementada no software AutoDock, e de forma aprimorada no AutoDock Vina, o programa de
docking utilizado nesse trabalho.”®

3.3.1.2 Funcao de Escore

Os algoritmos de busca sédo capazes de produzir um conjunto amplo de potenciais
solugdes, algumas das quais podem ser facilmente desconsideradas em funcao de sua alta energia
por colidirem com a enzima. As outras possibilidades, entretanto, precisam ser classificadas de
modo que a orientacdo do complexo proteina-ligante mais proxima da “verdadeira” seja
encontrada e de que seja possivel classificar um conjunto de ligantes em razdo de suas
capacidades de ligacdo — o que é primordial na triagem virtual de compostos. Essa classificagdo
é feita pela funcgo de escore.”

Devido ao grande nimero de orientacdes que sdo geradas durante uma simulacéo de
docking, a classificacdo das solugdes necessita ser realizada de forma rapida. Por essa razéo, as
funcBes de escore normalmente envolvem uma estimativa ao invés de um célculo preciso da
energia livre de ligacdo proteina-ligante, adotando diversas suposicdes e simplificacdes. ™

As funcdes de escore mais amplamente utilizadas sdo aquelas baseadas em campos de
forca, que avaliam a energia livre de ligacdo por meio da soma das interagdes ndo-ligadas como
interacOes eletrostaticas e de Van der Waals. As interacdes eletrostaticas sdo calculadas por
potenciais de Coulomb utilizando uma funcdo dielétrica dependente da distancia ao invés de
considerar a enzima como um conjunto de cargas pontuais, ao passo que os termos de Van der
Waals sdo descritos por potenciais de Lennard-Jones, ajustados para controlar qudo préximo o
contato entre os atomos da proteina e do ligante podem ser aceitaveis.’>™

O célculo dessas funcbes, que convergem a distancia infinita, € computacionalmente
custoso. Assim, um raio de corte é utilizado para as intera¢des nao ligadas, o que acaba reduzindo
a exatidao dos efeitos de longo alcance envolvidos na ligagdo. A funcdo de escore do software
AutoDock ¢ baseada no campo de forcas AMBER'’ e inclui termos de van der Waals, ligagGes
de hidrogénio, interacGes eletrostaticas, entropia conformacional e dessolvatacdo, em que cada
termo é ponderado por um fator obtido por um conjunto de dados experimentais.’®’’

As funcgdes de escore empiricas decompdem a energia livre em diversos componentes,
como ligagdes de hidrogénio, interagdes idnicas, efeitos hidrofobicos, entre outras, que sdo
multiplicados por um determinado coeficiente e somadas para produzir o escore final. Esses
coeficientes sdo obtidos pelo ajuste de funcdes de regressdo em conjuntos de complexos proteina-
ligante com energias livres de ligacdo conhecidas. ">

H4 ainda funcdes de escore baseadas em conhecimentos da estrutura cristalina, na qual
as distancias e frequéncias de contato interatdbmico de complexos enzima-ligante conhecidos sdo
utilizadas para parametrizar o campo de forcas e depois aplicados a sistemas em geral, além do
escore de consenso, que combina diversas metodologias diferentes para avaliar as conformagdes
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de docking. Nesse método, uma determinada configuracdo do complexo enzima-ligante sé sera
aceita quando apresentar um bom escore em todas as diferentes metodologias de escore.’?

3.3.2 Dinamica Molecular

A simulacdo de dindmica molecular (MD) é um dos métodos computacionais mais
amplamente utilizados no estudo macromoléculas biolégicas como enzimas, receptores, acidos
nucleicos até mesmo agregados macromoleculares como membranas celulares.”

Tais sistemas, compostos por um nimero muito grande de atomos, ndo podem ser
tratados quanticamente em funcdo da complexidade matematica das equacbes envolvidas,
sobretudo em funcdo dos graus de liberdade eletrénicos, o que demandaria um elevado custo
computacional e um tempo de processamento proibitivo.’

Nesses sistemas, efeitos de natureza quantica podem ser incorporados dentro de uma
descrigdo classica, na medida em que as massas e energias envolvidas sdo muito maiores que as
envolvidas em fendmenos quanticos, permitindo uma descri¢do continua das transferéncias de
energia e a aplicacdo da termodindmica estatistica na determinagdo das suas propriedades
macroscopicas, sem perdas importantes da exatidao frente ao resultado real.”>"

A ideia central da dindmica molecular é estudar a evolucao temporal das particulas de
um sistema do qual se conhecem os potenciais de interagdo entre as particulas e as equacdes que
regem seu movimento. Assim, conhecendo-se as posi¢des e velocidades iniciais das particulas
que compdem o sistema pode-se calcular as forgas que atuam sobre cada uma delas em funcao
da interacdo com as demais e determinar novas posic¢des e velocidades em um instante posterior
por meio das equagdes do movimento de Newton. '8

Essas novas posigOes sdo entdo utilizadas para calcular novas forcas, que produzem
novas posicdes e velocidades e assim sucessivamente, gerando-se trajetérias moleculares para
todo o sistema. Através das médias dessa trajetoria as propriedades macroscopicas podem ser
determinadas. "

A realizacdo de uma simulacdo de dindmica molecular envolve quatro etapas
fundamentais, que séo a inicializacdo, o calculo das forcas exercidas sobre cada particula devido
a interacdo com as demais, a integracdo das equacdes do movimento e a amostragem, que envolve
a analise e 0 armazenamento das trajetorias. O calculo de forcas e a movimentacdo das particulas
é realizado recursivamente durante o intervalo de simulagio determinado.’

A inicializagéo consiste na determinagéo da configuracdo inicial do sistema (as posic¢oes
de cada 4tomo) e a das velocidades iniciais, que podem ser nulas para o sistema evoluir a partir
do repouso ou determinadas pela temperatura numa distribuicio de Maxwell-Boltzmann.”

Em sistemas bioldgicos, como é o caso de enzimas, as posic¢Oes iniciais dos atomos e
seus modos de ligagdo sdo geralmente obtidas a partir da estrutura cristalografica da
macromolécula. Outras moléculas (ligantes) podem ja estar previamente na estrutura
experimental ou serem colocadas computacionalmente, inclusive por meio de docking molecular,
em uma posicao favoravel a interagdo com a enzima.’

O sistema é entdo centrado em uma caixa de simulagdo, normalmente cubica, a qual se

adicionam um determinado nimero de moléculas de solvente tal que a densidade numérica
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corresponda a densidade real nas condi¢cbes desejadas, alem de contra ions para neutralizar
quaisquer cargas residuais do sistema. Uma minimizacao de energia é normalmente efetuada para
reacomodar todas as moléculas dentro da caixa, eliminando possiveis sobreposicfes atdmicas que
prejudicariam o célculo de forgas.

A fim de se eliminar efeitos relacionados com a borda da caixa de simulacéo, condigdes
periodicas de contorno sao definidas. Para isso, copias idénticas da caixa original séo dispostas
em todas as direcdes ao redor da caixa central e suas particulas deve se mover de maneira idéntica
a da caixa principal. Dessa forma, se um atomo sai por uma das seis faces da caixa principal, sua
imagem periddica entre pela face oposta com velocidade idéntica ao que saiu. Assim, 0 nimero
de particulas permanece inalterado durante toda a simulag&o.’®

Um problema surge ao se utilizar condic¢des periddicas de contorno que é a possibilidade
de interacdo entre uma particula e diversas imagens periodicas de outra, 0 que eleva o custo
computacional. Quando essa interacdo € de curto alcance (potencial de Lennard-Jones) utiliza-se
a convencdo da imagem minima, segundo a qual uma determinada particula pode interagir apenas
com a imagem mais proxima de outra. Além disso, define-se um raio de corte para esses
potenciais, a partir do qual a interacao é considerada nula, evitando-se a interacdo com sua propria
imagem ou com a mesma particula duas vezes.”

Para as interacdes de longo alcance (potencias de Coulomb), cujas forcas decaem
lentamente com a distancia, limitar um raio de corte compromete severamente os resultados da
simulacdo. Assim, a forca de interacdo entre duas particulas é substituida por uma forca efetiva,
calculada pelo método de Ewald, que soma as interagdes de uma particula com todas as imagens
periddicas de outra, convergindo no limite infinito, como é o caso do método PME (do inglés,
Particle Mesh Ewald), uma das variantes da soma de Ewald, que apresenta melhor precisao e
velocidade de processamento.’?"

A etapa seguinte, o célculo de forcas, é a etapa mais custosa computacionalmente e
inicia-se com a determinacao das distancias entre os a&tomos, comprimentos e angulos de ligacéo,
angulos diedros e dos raios de interacdes inter e intramoleculares de curto e longo alcance. As
forcas resultantes sobre cada uma das particulas sdo entdo calculadas numericamente segundo
um conjunto de equacdes e parametros denominado campo de forgas.”?

Esse campo descreve as interagOes intra e intermoleculares como fungdes potenciais
classificadas como potenciais ligados e ndo ligados. ">

Os potenciais ligados se referem aos estiramento e deformac6es angulares das ligacoes
quimicas bem como a tor¢do de angulos diedros prdprios e improprios, movimentos que
envolvem dois, trés ou quatro atomos, respectivamente. As interacdes de atomos nao ligados sao
tratados por potenciais efetivos, compostos por uma soma de termos que incluem a repulséo das
nuvens eletrdnicas e a atragao de Van der Waals - comumente descrita pelo potencial de Lennard-
Jones - ambos de curto alcance, e o termo eletrostatico de Coulomb, de longo alcance.’*"®

Com excecdo dos atomos vizinhos que estdo quimicamente ligados, a interacdo entre 0s
atomos de uma mesma molécula também € descrita por potenciais nédo ligados. Essas interagdes
estdo intimamente relacionadas com a formacéo da estrutura tridimensional das macromoléculas
bioldgicas, sendo imprescindivel sua parametrizacdo adequada para a simulacao satisfatoria desse
tipo de sistema.”
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Diversos campos de forca foram desenvolvidos para o estudo dos mais diversos
sistemas, com destaque para os campos AMBER’’, CHARMM® e GROMOS®, que apresentam
uma boa parametrizacdo para simulacbes de biomoléculas em geral. O campo de forcas
AMBERO3, utilizados nesse trabalho é do tipo all-atom, isto €, todos os atomos do sistema,
inclusive hidrogénios apolares sdo descritos explicitamente, ao contrario dos campos da familia
GROMOS, que sdo do tipo united atom, ndo explicitando hidrogénios alifaticos, mas sim o0s
unindo aos atomos pesados visando o aumento do desempenho computacional.’”

Apbs o calculo das forcas, a movimentacdo das particulas € realizada por meio da
resolucdo das equacgdes diferenciais do movimento que as controlam. Como o sistema é
conservativo, isto é, o potencial interno ndo depende das velocidades nem do tempo, a forca
resultante (Fi) atuando sobre uma determinada particula i (ja calculadas pelo campo de forgca) em
um determinado instante de tempo t, € uma funcdo apenas das coordenadas da particula (r)
segundo a equacdo classica do movimento newtoniano:

d?r; Fi(t) Eqa. 11
dtz £ ( ) m;

a; =

Em que a; € a aceleracdo da particula, m; € sua massa e ri sua posi¢éo no tempo t. Assim,
conhecendo-se a forca resultante e a massa das particulas, suas posi¢cbes em um tempo (¢ + or)
podem ser determinadas, em que ¢, normalmente da ordem de femtossegundos (1071%s) é
chamado de passo de integracdo. Diversos algoritmos de integracdo numérica podem ser
utilizados na simulagio de MD, com destaque para os algoritmos de Verlet e leap-frog.’

Apos o célculo das novas posicGes e velocidades (atualizacdo da trajetdria), as forgas
resultantes sdo novamente calculadas, produzindo outras posic¢oes e velocidades, processo que se
repete alguns milhdes de vezes, de tal forma que intervalos da ordem de dezenas a centenas de
nanossegundos sejam simulados.”?"*

Naturalmente, a memoria necessaria para armazenar as informacfes de posicdo,
velocidades e aceleracdo em trés dimensdes para todas as particulas que comp&em o sistema em
cada um desses milhdes de passos é absolutamente grande. Por essa razdo, apds um determinado
nimero de etapas ou passos de integracdo predeterminados, as trajetérias sdo gravadas, num
processo chamado de amostragem. Com as trajetorias do sistema, expressas em funcdo das
posicdes e velocidades atbmicas, propriedades termodinamicas como a energia interna, entalpia
e capacidade calorifica, propriedades estruturais e propriedades dindmicas podem ser
determinadas.

3.3.3 Ensemble docking

Diversas técnicas tém sido propostas para a inser¢do de flexibilidade em modelos
estaticos de proteinas com o propdsito de aperfeigoar o docking molecular ao permitir a incluséo
de alteragOes conformacionais de larga escala, variando desde simples modificacdo das cadeias
dos aminoé&cidos até a inclusio da mobilidade completa do esqueleto polipeptidico.8!

Dentre essas, uma metodologia que se destaca é o ensemble docking ou docking de

grupo, na qual o ligante é docado em um conjunto de conformacdes do receptor ao invés de
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apenas uma. Essas diferentes estruturas permitem, idealmente, a amostragem de grande parte, se
n&o toda a paisagem conformacional do receptor proteico.®?

Como essas diferentes conformacbes sdo geradas antes do docking e por meio da
consideracdo da flexibilidade completa da proteina, a metodologia de ensemble docking tem uma
analogia direta com o modelo de selecdo conformacional, uma vez que o docking permite a
selecdo, de dentro desse conjunto de estruturas da proteina, aquela ou aquelas que permitem o
melhor encaixe e interagdo com o ligante.®

Na perspectiva do docking, entretanto, a flexibilidade do receptor é considerada apenas
de forma implicita, na medida em que a conformacao da proteina ndo se altera durante o docking,
0 que faz com que os efeitos dindmicos e as alteracdes estruturais relacionado com presenca do
ligante no sitio de ligagao e por ele induzidas ndo sejam plenamente amostradas.®*

O ensemble docking rapidamente se tornou popular pois permite a inclusdo da
flexibilidade do receptor sem a necessidade de quaisquer alteracdes significativa nos programas
de docking ja existentes.

O primeiro passo na aplicacdo dessa metodologia envolve a amostragem da paisagem
conformacional da proteina alvo, a fim de obter novas estruturas distintas da estrutura inicial,
geralmente uma estrutura experimental ou construida por homologia.

Uma das formas mais eficientes e também mais populares de se amostrar as
conformac®es da proteina € através da simulacdo de dindmica molecular, na qual a flexibilidade
completa da proteina pode ser simulada em ambiente solvatado e relativamente realistico, o qual
permite grandes rearranjos estruturais. &

Durante a simulacdo de DM, a evoluc¢édo temporal da estrutura do receptor, partindo de
sua conformacao experimental, pode ser acompanhada, produzindo uma trajetdria, que nada mais
¢ do que uma espécie de “filme” dos movimentos moleculares da proteina, o qual € composto por
milhares de quadros ou frames, que podem ser extraidos para analise e utilizados no docking
proteina-ligante.

Essa metodologia, entretanto, ainda presenta um custo computacional significativo,
além de que as simulaces de DM geralmente ndo sdo capazes de cruzar altas barreiras
energéticas e acabam explorando apenas minimos locais em proteinas com paisagens de energia
livre conformacional muito rugosas. 84

O maior desafio, entretanto, é a selecdo de um subconjunto de frames da dindmica
molecular que seja realmente representativo das alteracbes conformacionais pelas quais o
receptor passa durante a trajetéria, na medida em que seria impossivel realizar o docking de cada
conformero obtido em cada um dos frames.®

Diversos estudos mostram que o ensemble docking proporciona uma melhora na
qualidade e confiabilidade dos resultados de docking quando comparado com o docking em uma
Unica estrutura rigida.®

Entretanto, a construcdo e composicao do ensemble de estruturas tem um grande impacto
nos resultados, sendo que algumas vezes efeitos ndo cooperativos podem ser observados, nos
quais a adicdo de algumas conformacdes ao ensemble acaba deteriorando a qualidade do docking
geralmente pela geracdo de falsos positivos. Isso evidencia a necessidade de novas e melhores
estratégias para selegdo de estruturas e construcio do ensemble.®
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Apesar dessas desvantagens, é indiscutivel a necessidade de inclusdo da flexibilidade do
receptor para modelar de forma mais realistica os sistemas macromoleculares biol6gicos e assim
poder inferir sobre os mecanismos bioquimicos que orientam esses sistemas, especialmente
aqueles envolvidos nas interacdes receptor-ligantes, e o0 ensemble docking permite essa inclusao
de maneira relativamente rapida e eficaz. &

Além disso, a geracdo do conjunto de estruturas a partir de simulacdes de DM de
complexos proteina-ligante com compostos experimentalmente ativos permite ao ensemble
docking incluir a acdo de ligantes sobre a estrutura proteica e unir os modelos de encaixe-induzido
e selecdo conformacional, o que ndo seria acessivel por outras metodologias de modelagem
molecular, tampouco pelo docking “classico”.’
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4 METODOLOGIA
4.1 PREPARACAO DAS MOLECULAS
4.1.1 Preparacdo do Receptor

As coordenadas tridimensionais do receptor (AsbF) foram obtidas da Unica estrutura
cristalina de deidroshikimato desidratase de Bacillus anthracis depositada até o presente
momento no Protein Data Bank.

Essa estrutura cristalografica (ID: 3DX5, resolucio 2,12 A) foi depositada por Pfleger e
colaboradores (2008)°® e obtida por meio da superexpresso do gene AsbF do Bacillus anthracis
cepa Sterne em Escherichia coli BL21.

Além da proteina, a estrutura cristalografica apresentava ainda moléculas de glicerol,
acido 3,4-dihidroxibenzoico (3,4-DBH), 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (TRIS) além
de 4guas de cristalizacdo e ions cloreto e manganés. Todas essas pequenas moléculas
cocristalizadas foram excluidas da estrutura do receptor, mantendo-se apenas as coordenadas dos
amino&cidos e dos ions como arquivo de entrada dos estudos computacionais.

Tendo sido superexpressa em um meio enriquecido em selenometionina com o propdsito
de incrementar da resolucdo cristalografica a proteina apresentava este aminoécido ao invés de
metioninas. Fez-se entdo a substituicdo direta de selénio por enxofre nos residuos metionina do
arquivo de coordenadas, a fim de se reproduzir as condi¢des bioldgicas naturais.

Além disso, a estrutura cristalografica apresentava manganés como cofator metélico.
Como os estudos experimentais de inibi¢do enzimatica foram realizados utilizando-se magnésio
como cofator metalico, fez-se também a substituicdo de Mn?* por Mg*? de modo a se reproduzir
mais fielmente as condicOes experimentais utilizadas por Koppisch e colaboradores nos ensaios
de inibic&o.®8

Por fim, em razdo de 4tomos faltando no residuo Asparagina-274, o Gltimo residuo da
porcdo C-terminal, optou-se por excluir esse aminoécido da estrutura, visto que 0 mesmo se
encontra bem afastado do sitio ativo e provavelmente ndo desempenha qualquer papel relevante
sobre a atividade e catélise enzimética.

Apos tais modificacbes, o padrdo de protonacdo da enzima foi analisado por meio do
programa PROPKA.8° O pH de estabilidade 6tima para a proteina foi calculado como sendo 8,4,
para o qual a energia livre de enovelamento atinge o valor minimo de 36,8 kcal/mol em 298K,
valor muito proximo do utilizado nos ensaios experimentais de inibicao, que foi de 8,3.

A carga total média foi estimada em -14.42 para a proteina desnaturada e -15.46 para a
forma enovelada em pH 7,0 as quais passaram, respectivamente para -17.67 e -17.97 em pH 8.0.
Porém, como o Unico residuo que apresentou pKa entre 7.0 e 8.3 foi 0 grupo amino da porgdo N-
terminal (pKa =7,39) e este ndo desempenha papel catalitico, pode-se afirmar que o padrdo médio
de protonagdo no pH experimental de 8,3 ¢ mesmo que o de pH neutro.

Portanto, os grupos laterais dos 4&cidos asparticos e acidos glutdmicos foram
considerados como desprotonados (negativamente carregados), das lisinas e argininas protonados
(positivamente carregados) e 0s grupos laterais de cisteinas, tirosinas e especialmente das
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histidinas foram considerados como estando em seu estado padrdo de protonacgéo (eletricamente
neutros).

4.1.2 Preparagao de Ligantes

Os estudos experimentais de inibicdo foram realizados por Andrew T. Koppisch e
colaboradores da Northern Arizona University (Flagstaff, EUA) e os dados gentilmente cedidos
para a realizacdo do presente estudo computacional.

Koppisch e colaboradores avaliaram o potencial inibitorio in vitro de 48 pequenas
moléculas sobre deidroshikimato desidratase de Bacillus anthracis obtida pela clonagem do gene
AsbF do B. anthracis em Escherichia coli BL21, sua superexpressao e posterior purificacdo e
caracterizacdo da enzima obtida. Maiores detalhes sobre os procedimentos experimentais podem
ser encontrados em Simon et al (2015).%

Dentre o0s compostos avaliados, incluem-se indolcarboxilatos, hidroxido e
aminobenzoatos, benzofuranocarboxilatos além de &cido protocatecuico (produto da reacéo
enzimatica) e analogos, entre outros. As estruturas quimicas desses compostos e os cddigos
utilizados nos estudos experimentais estdo mostrados no Apéndice A

Dos 48 compostos com potencial acdo como inibidores que foram estudados, apenas 25
apresentaram potencial inibitorio mensuravel e foram escolhidos para o presente estudo
computacional. Nesse trabalho manteve-se a numeracdo original adotada nos ensaios
experimentais, por isso ha lacunas na lista de inibidores que correspondem aos compostos
inativos, que ndo foram incluidos no estudo teodrico. As estruturas dessas moléculas e 0s
respectivos cddigos podem ser encontrados na Figura 23, juntamente com a estrutura do substrato
natural da enzima.

As estruturas 2D dessas moléculas foram construidas no programa MarvinSketch® onde
também se fez o calculo do pKa e a avaliacdo do padrdo de protonacdo em funcgédo do pH. Para
cada composto foi selecionado o estado de protonacdo mais relevante no pH de 8,3, de modo a
se amostrar as moléculas nas mesmas condicdes utilizadas nos ensaios in vitro.

Ainda por meio do MarvinSketch fez-se a construcao das estruturas tridimensionais dos
compostos (3D clean-up) e sua exportacdo no formato mol2 para a programa de interfaceamento
grafico GaussView®!, do pacote Gaussian®,

Nesse programa, as estruturas de todos os compostos estudados, aléem do 3-
deidroshikimato (substrato natural da AsbF) e 3,4-dihidrobenzoato (produto enzimatico) foram
novamente verificadas, as cargas totais assinaladas e fez-se a otimizagcdo geométrica no vacuo,
por meio de calculo quéantico ab initio Restricted Hartree-Fock (RHF) com o conjunto de base 6-
31G(d,p) utilizando-se o programa Gaussian09.%2

Apos a etapa de otimizagdo, os arquivos de saida do Gaussian09 no formato log foram
convertidos para o formato mol2 utilizando-se o programa Babel®® e estes, por sua vez, foram
utilizados na geracédo da topologia de entrada para o docking.
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Figura 23 - Estrutura do substrato enzimatico e dos compostos com potencial inibitério mensuravel
experimentalmente utilizados no presente estudo computacional, com respectivos codigos e nomenclatura IUPAC.

62



OH (@)

\ OH \
” (37) (41) (46)

Acido 3-(1H-indol-3-il)-2-
oxopropandico

NH N N OH

CHs CHj

Acido 2,3-Diidroxibenzoico Acido 1H-indol-2-carboxilico

(47) (48) ] Substrato
1H-indol-2-carboxilato de 5 .40 1 _stilindol-2-carboxilico  -¢1d0 (4S,5R)-4,5-diidroxi-3-
etila oxociclohexeno-1-carboxilico

Figura 23 cont. — Estrutura do substrato enzimatico e dos compostos com potencial inibitério mensuravel
experimentalmente utilizados no presente estudo computacional, com respectivos codigos e nomenclatura IUPAC

4.2 DOCKING MOLECULAR

A topologia e as coordenadas de entrada para o docking foram geradas a partir das
coordenadas 3D da enzima AsbF no formato pdb apds as modificagGes anteriormente descritas.
Por meio do programa AutoDockTools (ADT)%, o arquivo pdb foi importado, fez-se a adicéo de
todos os hidrogénios em condicdes de pH neutro, o célculo e adi¢do das cargas Gasteiger, seguida
da remocdo dos hidrogénios ndo polares e fusdo de suas cargas as dos atomos pesados. O
programa ADT assinalou uma carga final de -14 para a proteina.

Além disso, os tipos atbmicos AD4 foram assinalados e fez-se a exportagdo das
coordenadas e cargas para o formato pdbqt, padrdo de entrada para o programa Autodock Vina™

De maneira analoga gerou-se a topologia de entrada para os ligantes. Os arquivos mol2
dos ligantes foram importados para 0 AutoDockTools, os hidrogénios apolares foram unidos aos
atomos pesados e os tipos atdmicos AD4 assinalados, sendo ao final exportados no formato
pdbqt.

Inicialmente, realizou-se um docking “cego”, isto é, um docking com um grid capaz de
envolver toda a enzima, de modo a se avaliar a capacidade da metodologia de docking em
reproduzir o modo de ligacdo semelhante ao encontrado na estrutura cristalografico para o 3,4-
dihidroxibenzoato (redocking).

Isso também permite avaliar a capacidade dos demais ligantes em interagir
preferencialmente no sitio ativo em detrimento a outras por¢des da enzima, inclusive sua
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superficie hidrofilica, além de verificar a existéncia de eventuais sitios de ligacdo nao usuais, fora
do sitio ativo.

Para o docking cego, utilizou-se um grid clbico de dimensdes 56x56x56 A e
espacamento de 1,0 A centrado em x= 65.4, y= 70.43 e z= 2.16, que correspondem ao centro
geométrico da proteina, bem como uma exhaustiveness de 60, parametro de configuracdo do
programa Vina controla quantas vezes os calculos sdo repetidos, o que aumenta linearmente o
tempo de execucdo do programa enquanto diminui exponencialmente a probabilidade de ndo se
encontrar o minimo global da fungio de escore.’®

Apbs o docking cego, como o sitio ativo e o centro geométrico da enzima se encontram
muito proximos, fez-se a reducdo do tamanho do grid para 26 A3 mantendo-o centrado nas
mesmas coordenadas que as utilizadas para o docking cego e com 0 mesmo espacamento, porém
garantindo que o mesmo englobasse todos os residuos que compdem o sitio ativo (Figura 24).
Isso permitiu a realiza¢do de um docking mais refinado, apenas no sitio ativo.

Figura 24- Grid utilizado para a realizagdo do docking especifico no sitio ativo, com os residuos que compdem 0
sitio em destaque

Todos os dockings foram realizados em triplicata para cada ligante em seu estado de
protonacao mais relevante em pH 8,3. A média aritmética da menor energia de ligacao obtida nas
trés rodadas de docking independentes foi calculada para todos os compostos, constituindo o
escore final, expresso em kcal/mol.

4.3 DINAMICA MOLECULAR

Todas as simulagdes de dindmica molecular foram realizadas utilizando-se programas
do pacote Gromacs®>®7, versdes 4.5.4 e 4.5.7 com o campo de forcas Amber03.%

Foram simulados oito sistemas: enzima livre em solucdo, enzima em complexo com
produto, enzima em complexo com substrato e enzima em complexos com os cinco inibidores
mais relevantes segundo apontado por resultados experimentais, de docking ou através da
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comparacdo de ambos. O namero de replicas ou de simulagdes realizadas para cada sistema,
juntamente com a estrutura dos ligantes avaliados estdo mostrados na Tabela I.

Para as simulacGes da enzima livre em solucéo, a estrutura otimizada do receptor no
formato pdb, obtida ap6s as modificacBes anteriormente descritas, foi utilizada para a geracao
dos arquivos de entrada de topologia e de coordenadas para a dinamica molecular por meio do
programa pdb2gmyx, do pacote Gromacs.

Como nenhum residuo apresentou pKa entre 7 e 8,3, segundo analise com o programa
Propka®®, optou-se por realizar a simulagio em pH neutro e com a utilizagdo dos estados de
protonacdo pré-definidos pelo programa Gromacs, isto €, com todas as lisinas protonadas (3
hidrogénios), acidos aspartico e glutamico desprotonados e selecdo automatica de protonagédo
para histidinas (protonados no ND1, ND2 ou ambos) seguindo critérios geométricos de
otimizacdo das ligacdes de hidrogénio formadas por esse residuo.

O sistema foi entdo centrado em uma caixa cubica (aprox. 660 nm3), cujas paredes
distanciavam-se no minimo 1,4 nm de qualquer residuo da enzima a qual foi preenchida com
aproximadamente 20.000 moléculas de gua do tipo TIP3P.%°

Apbs a insercdo de agua fez-se a adicdo de ions sodio e cloreto (aproximadamente 80
Na* e 60 CI') de forma a se neutralizar as a cargas e aproximar o sistema de condicoes fisioldgicas,
reproduzindo uma concentragéo salina 0,154 mol.L™* ou de 0,9% NaCl (m/v).

Em seguida, fez-se uma minimizacao de energia por meio do algoritmo steepest descent
utilizando-se como critério de convergéncia a forca maxima de 2000 kJ.molt.nm™ e tamanho de
passo inicial de 0,01 nm. A convergéncia foi obtida em menos de 80 passos.

Apdbs e como forma de equilibrar o sistema para a temperatura desejada, fez-se um
conjunto de pequenas simulacdes de dinamica molecular com restricbes de posi¢des, na qual
apenas as moléculas do solvente e os ions sddio e cloreto foram permitidas de se moverem. Os
atomos do receptor foram fixados em suas posicées iniciais, podendo se mover as custas de uma
grande penalidade energética, evitando assim um rearranjo drastico da estrutura pela inclusdo do
solvente e 0 aumento abrupto de temperatura.

Essa restricdo, no entanto, foi sendo removida ao longo de 20 ns de simula¢édo atraves
da reducdo por um fator de 10 na constante de forca isotropica aplicada na restricdo, passando de
1000 kJ.mol*t.nm nos primeiros 5 ns, para 100 k.mol*.nm2 nos 5 ns seguintes, depois 10
kJ.mol™.nm e finalizando com 5 ns sem restrigdes.

Ao final dessas etapas de equilibracédo e termalizagéo, a estrutura obtida foi considerada
como o tempo inicial para a etapa de produgdo propriamente dita e a partir desse ponto
realizaram-se quatro simulagdes utilizando-se diferentes sementes de geracdo de velocidade, de
modo a se amostrar configuragdes distintas do espago de fases a partir de pontos de partida
ligeiramente diferentes.

A producéo foi realizada com integrador MD do programa Gromacs, que utiliza um
algoritmo leap-frog na integracdo das equagdes newtonianas do movimento, em 60 milhGes de
passos de 2,0 femtossegundos (2x107° s) cada, totalizando 120 nanossegundos de trajetdria. As
posicdes foram salvas em intervalos de 5 picossegundos.
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Tabela | - Numero de reprodugdes e estrutura do ligante para cada sistema simulado por dinamica
molecular

Sistema Reproducdes Estrutura do Ligante

Enzima Livre 4 Nenhum

Enzima + Substrato 3

Enzima + Produto 3

Enzima + Ligante 4 3 j@)k

A\
Enzima + Ligante 13 2 @E}—(M

Enzima + Ligante 27 2 @fj\o”

Enzima + Ligante 37 2 d

Acido 2,3-dihidroxibenzoico (2,3-DHB)

A\

NH OH

Enzima + Ligante 46 2

Acido indol-2-carboxilico
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As simulacdes da enzima em complexo com ligantes foram realizadas de uma forma
levemente diferente, sobretudo na etapa de inicializacdo, em que as coordenadas do complexo
foram obtidas a partir do modo de ligacdo de menor energia apontado por docking, as quais, em
geral, correspondem aos ligantes posicionados no interior do sitio ativo.

A geracdo da topologia e das coordenadas iniciais do receptor foi realizada da mesma
maneira que para a enzima livre. A geracdo das coordenadas de entrada e da topologia dos
ligantes, entretanto, envolveu a separacdo do modo de ligacdo de menor energia dos demais
modos apontados pelo docking e sua conversao do formato pdbqt para mol2 através do programa
Babel.* Nessa converso os hidrogénios foram reinseridos na estrutura — para o docking apenas
os hidrogénios polares haviam sido adicionados — respeitando-se o estado de protonacéo presente
em pH 8,3.

Dessa forma, ainda que o pH experimental ndo seja amostrado explicitamente nas
simulacgdes de dinamica, sua principal consequéncia, que é estado de protonacdo dos ligantes —
todos acidos carboxilicos — acaba sendo levada em consideracdo de maneira indireta.

Apds essa conversao, as coordenadas de entrada no formato gro, proprio do Gromacs,
foram geradas pelo programa AcPype'®, que também gerou a topologia do ligante utilizando o
campo de forcas GAFF (Generalized Amber Force Field):.

Esse campo de forgas, compativel com os campos de forca da familia Amber — de quem
toma emprestado alguns parametros como oij e &jj do potencial de tipo Lennard-Jones — foi
parametrizado a partir de diversos resultados experimentais e de calculos quéanticos de alto nivel
(MP2 e MP4) gerando um campo de forca com parametros mais gerais e que que pode ser
aplicado a maioria dos compostos organicos, diferentemente dos campos de forca da familia
Amber, que sdo parametrizados apenas para macromoléculas bioldgicas.'®® Dessa forma, a
aplicacdo do GAFF para os ligantes e do Amber03 para o receptor bioldgico se mostra uma
escolha adequada e coerente.

As cargas dos ligantes também foram calculadas pelo programa AcPype e incluidas na
topologia. No célculo das cargas optou-se pelo método semi-empirico AM1-BCC%?, que foi
parametrizado para reproduzir as cargas RESP HF/6-31G(d) e validado em conjunto com o
campo de forcas Amber, reproduzindo diversos resultados experimentais, como as energias livres
de solvatacdo, com coeficientes de correlagcdo superiores a 0,96, e sendo por isso considerado
uma alternativa rapida, robusta e precisa ao calculo quantico de cargas, em meio polar.

Ap0s a geracao das topologias do receptor e ligantes, os complexos foram centrados em
caixas cubicas com paredes distando em 1,4 nm dos atomos do receptor (aprox. 660 nm?), a qual
foi preenchida com &guas TIP3P e ions sodio e cloreto, em praticamente 0 mesmo nimero e da
mesma forma que o realizado para a enzima livre, seguida de uma breve minimizacéao de energia,
aplicando-se 0s mesmos parametros de convergéncia, a qual foi obtida em aproximadamente 150
passos.

Apods, fez-se a equilibragdo dos sistemas por meio de uma dinamica com restricdes de
posicdes (constante de for¢a 1000 kJ.mol-1.nm-2 para enzima e ligantes), a qual foi realizada em
50.000 passos de 1,0 femtossegundo, totalizando 50 ps de simulagéo, o que foi julgado suficiente
para eliminacdo ou minimizacgéo das interacdes desfavoraveis soluto-solvente que podem ter sido
geradas nas etapas de inicializacdo do sistema.
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Ao final dessa equilibracéo, a estrutura obtida foi considerada como as coordenadas do
tempo inicial para as etapas de producdo da trajetoria. As simulacdes foram realizadas em
duplicata ou triplicata (cf. Tabela I) mantendo-se a mesma semente de geracao de velocidades. O
integrador MD foi utilizado na geracdo dessas trajetorias, em 50 milhdes de passos de 2,0
femtossegundos cada, totalizando 100 ns de simulacdo. As coordenadas foram armazenadas em
intervalos de 10 picossegundos.

Todas as simulagdes foram realizadas no ensemble isotérmico-isobarico (NPT), isto é,
com ndmero de particulas, pressdo e temperaturas constantes. A temperatura do sistema foi
ajustada para 303 K (30°C) a fim de reproduzir as condi¢cbes empregadas nos ensaios
experimentais in vitro utilizando o termostato V-rescale®® ao passo em que a presséo padrio de
100.000 Pa (1 bar) foi ajustada isotropicamente por meio do barostato de Parinello-Rahman'®*
com coeficiente de compressibilidade de 4,5 x 10-5 bar-1, valor caracteristico para a agua a 30°C.

A atualizacdo da lista de &tomos vizinhos para o célculo das forcas de curto alcance foi
feita em intervalos de 10 passos, utilizando-se um raio de corte de 1,3 nm, mesmo valor do raio
de corte aplicado no calculo das interacGes do tipo Van der Waals, calculadas pelo método de
cut-off simples. As interacdes de longo alcance, por sua vez, foram calculadas pelo método
Particle-Mesh Ewald (PME)'% com raio de corte de 1,3 nm, com espacamento de grid de 0,12
nm e interpolacéo cubica.

Um exemplo do arquivo de pardmetros mdp utilizado nas etapas de producdo das
trajetdrias desse trabalho estd mostrado no Apéndice B, em que podem ser observados aspectos
mais detalhados das configuracfes do Gromacs aplicadas nas simulacdes.

44 ENSEMBLE DOCKING

Diversas estratégias foram avaliadas na selecdo das conformacdes biologicamente mais
relevantes da enzima para a construcdo do conjunto de estruturas e realizacdo do ensemble
docking a partir das trajetérias de DM, uma vez que seria impossivel realizar-se o docking de
todos os ligantes em todas as estruturas da enzima geradas pelas simulagGes de dinamica
molecular.

A primeira e mais simples de todas as estratégias foi a extracao do ultimo frame de cada
trajetoria, o que corresponde ao tempo de 120 ns para as simulagdes da enzima livre em solucéao
e de 100 ns para suas simulacdes em complexo com os ligantes, assumindo-se que ap0s esse
tempo os sistemas estariam plenamente equilibrados e se encontrariam em seus estados mais
estaveis nas condi¢cdes computacionais utilizadas.

A segunda estratégia foi a busca das conformacgdes que maximizassem as interagdes
receptor-ligante com cada um dos compostos simulados, e que esta baseada na teoria do encaixe
induzido, segundo o qual os ligantes induzem o receptor a conformagfes que maximizem suas
interagdes com 0 mesmo, as quais jamais ocorreriam na auséncia desses compostos.

Especificamente, buscou-se extrair o frame de cada trajetéria no qual houvesse a
formacéo do maior nimero de ligagcdes de hidrogénio, visto que essas ligacdes além de serem
uma das interagdes ndo covalentes mais intensas comumente encontradas em sistemas biologicos
também podem ser avaliadas diretamente a partir das trajetdrias com programas implementados
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no proprio pacote Gromacs. A localizagdo temporal e o nimero de ligagcBes de hidrogénio
formadas em cada um desses frames estéo detalhados na Tabela I1.

Nos casos em que mais de um frame apresentou 0 mesmo nimero maximo de ligacoes
de hidrogénio optou-se pela selecdo do frame mais proximo do final da trajetoria, pois esse deve
corresponder a uma estrutura mais equilibrada e estavel quando comparada com estruturas
extraidas do inicio das simulacoes.

Tabela Il - Numero de ligagGes de hidrogénio e localizacdo dos frames em que ocorrem o maior nimero de
ligacdes de hidrogénio simultaneas para cada réplica de cada ligante.

Numero de Ligacdes de

Simulacéo Tempo (ps) Hidrogénio
Enzima + Substrato R1 33330 9
Enzima + Substrato R2 69590 11
Enzima + Substrato R3 84760 8
Enzima + Produto R1 59600 9
Enzima + Produto R2 43280 8
Enzima + Produto R3 7980 9
Enzima + Ligante 04 R1 97680 9
Enzima + Ligante 04 R2 99740 9
Enzima + Ligante 04 R3 17020 10
Enzima + Ligante 13 R1 45440 5
Enzima + Ligante 13 R2 99100 5
Enzima + Ligante 27 R1 97160 4
Enzima + Ligante 27 R2 7620 5
Enzima + Ligante 37 R1 94450 8
Enzima + Ligante 37 R2 61510 9
Enzima + Ligante 46 R1 45000 4
Enzima + Ligante 46 R2 54310 6

Essas duas estratégias, no entanto, compreendem pontos muito especificos do espaco de
fases conformacional, que ndo necessariamente correspondem as conformacdes biologicamente
ativas. Assim, na terceira estratégia buscou-se gerar um ensemble de estruturas significativamente
representativas da mobilidade estrutural do receptor considerando-se a totalidade das trajetdrias.
Para isso aplicou-se a andlise de clusters usando-se o método single-linkage como implementado
na ferramenta g_cluster do Gromacs.

Por esse método, uma dada conformacdo € adicionada a um cluster sempre que sua
distancia média (avaliada por meio do desvio quadratico médio das posicdes atbmicas, 0 RMSD)
a qualquer outra estrutura do cluster for inferior a um dado raio de corte. Uma vez formado um
cluster, as conformacdes da proteina que o compdem sdo "removidas” da trajetoria e 0 processo
é repetido para as estruturas restantes até que todas as estruturas sejam incluidas em algum cluster.
Ap0s todos os clusters serem formados, a conformacdo com o menor RMSD, portanto com a
menor distancia média em relacdo as outras estruturas que compdem o seu cluster é selecionada
para representar aquele cluster.%

Na geracdo de clusters, duas formas de se medir as distancias entre as estruturas foram
consideradas. A primeira delas foi incluir no célculo da matriz de RMSD todos os carbonos-a
(CA), como forma de se considerar as alteragdes conformacionais globais do receptor enzimético
enquanto que na segunda apenas os residuos do sitio ativo (SA) foram utilizados nesse célculo,
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porém incluindo-se todos os &tomos que os compdem, de forma que alteracdes locais e sobretudo
alteracOes das cadeias laterais dos residuos do sitio, pudessem ser avaliadas.

Os raios de corte utilizados foram de 0,5 A para a clusterizaco do sitio ativo e de 0,6 A
na clusterizacdo dos carbonos-a. Esses valores significativamente baixos foram escolhidos para
que pudessem ser gerados de algumas dezenas até centenas de clusters. 1sso permite separar de
dentro das trajetdrias, em geral formadas de 10.000 estruturas cada, as conformacGes mais
frequentes e, consequentemente, mais estaveis, daquelas que ocorrem poucas vezes ao longo das
simulagoes.

Supbem-se que, ainda que ndo sejam necessariamente minimos globais, as estruturas
biologicamente ativas devem ser minimos locais na superficie de energia livre potencial,
sobretudo se de fato h4 a selegdo e estabilizagdo das mesmas pela acdo dos ligantes, como
pressupdem os modelos mais modernos de racionalizagdo da formagao de complexos proteina-
ligante.

Dessa forma, a selecdo dos clusters mais frequentes e com maiores nimeros de estruturas
(mais populosos) se mostra adequada na busca das conformacgdes enzimaéticas ativas
biologicamente, pois apesar de se gerar um grande namero de clusters, em geral se obtém um
namero pequeno de estruturas estaveis, como esta exemplificado na Figura 25, que mostra um
dos graficos do nimero de clusters formados em funcdo do tempo de simulagdo, isto é, a
identidade de cada cluster ao longo da trajetdria, com os patamares indicando os clusters que sao
recorrentes (e, portanto, mais populosos).
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Figura 25 - Namero de clusters formados em funcéo do tempo de simulagdo para a réplica 1 da simulagdes enzima-
substrato. Clusterizacdo por RMSD dos carbonos-o.

Pode-se observar na figura que, ainda que mais de 600 clusters tenham sido formados,
apenas trés tem populacgdes significativas de estruturas e somente este foram selecionados para
compor o ensemble. Pode-se perceber ainda como essas outras inimeras conformacdes séo
apenas oscilacbes momentaneas que rapidamente retornam a um dos trés minimos, esses sim,
representativos de trés estados conformacionais pelos quais a enzima passa ao longo da
simulacéo, o ultimo deles nos 10 nanossegundos finais.
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Na Tabela Ill estdo discriminados o numero total de clusters formados, tanto pela
clusterizacdo com carbonos-a quanto com o sitio ativo, bem como o numero de clusters
principais, que foram incluidos no ensemble. No Apéndice C estdo discriminadas as identidades
de cada um desses clusters principais.

Tabela 111 - Namero total de cluster formados e nimero de cluster principais em cada metodologia de
clusterizacéo aplicada para cada simulagéo.

Clusterizacdo Carbonos-a Clusterizacgao Sitio Ativo
Simulacdo Clusters Principais Clusters Principais
Enzima Livre S1 1449 3 527 5
Enzima Livre S2 933 4 988 4
Enzima Livre S3 1003 4 311 3
Enzima Livre S4 807 3 675 3
Enzima + Substrato R1 608 3 692 6
Enzima + Substrato R2 903 6 1611 4
Enzima + Substrato R3 721 2 384 2
Enzima + Produto R1 353 2 827 6
Enzima + Produto R2 272 2 1820 5
Enzima + Produto R3 947 3 1436 4
Enzima + Ligante 04 R1 1022 6 1581 3
Enzima + Ligante 04 R2 450 4 797 2
Enzima + Ligante 04 R3 341 5 750 5
Enzima + Ligante 13 R1 1112 4 346 5
Enzima + Ligante 13 R2 440 4 389 8
Enzima + Ligante 27 R1 634 2 218 3
Enzima + Ligante 27 R2 849 2 305 3
Enzima + Ligante 37 R1 276 2 401 4
Enzima + Ligante 37 R2 345 3 381 4
Enzima + Ligante 46 R1 853 5 950 5
Enzima + Ligante 46 R2 347 3 751 7

Para cada cluster principal, extraiu-se da respectiva trajetoria a estrutura média, no
formato pdb. Essas estruturas em conjunto com estruturas finais e aquelas em que se formam os
maiores nimeros de ligagdes de hidrogénio simultaneas constituiram um ensemble com cerca de
200 estruturas da enzima.

A preparacao dessas estruturas para o docking envolveu a remocéo do ligante, quando
presente, seguida conversdo do arquivo pdb para pdbgt utilizando-se o plug-in
“prepare_receptord.py” do PyMOL, que é parte do pacote de programas AutoDockTools. Nessa
conversdo ha também a adicdo de cargas Gasteiger, remoc¢ao dos hidrogénios ndo-polares e fusao
das cargas dos hidrogénios ndo-polares aos atomos pesados.

Apesar de se fazer o ajuste das trajetdrias de DM a estrutura inicial, com corre¢édo de
rotacéo e translacdo, as coordenadas das estruturas extraidas das dinamicas ndo correspondem
necessariamente as mesmas da estrutura inicial. Por essa razdo, fez-se o calculo do centro
geométrico de cada estrutura, ao redor do qual foi definido o volume de busca do programa de
docking AutoDock Vina, constituido de um grid cibico de dimensdes 26 A x 26 A x 26 A e
espacamento de 1,0 A.

Como essa enzima apresenta um sitio ativo centralizado, muito proximo de seu centro
geomeétrico, as dimensdes de grid e seu posicionamento foram adequadas para envolver toda a
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porcao central da enzima e o sitio ativo, porém desprezando sua superficie, como forma de se
evitar falsos-positivos e se obter resultados mais precisos.

Para cada um dos 25 ligantes estudados fez-se o docking em triplicata com cada
estrutura, totalizando mais de 15.000 rodadas de docking individuais. O parametro de
exhaustiveness foi ajustado em 60 e as 10 poses energeticamente mais favoraveis foram geradas
como arquivo de saida do docking.

A média aritmética da pose de menor energia obtida nas trés rodadas de docking foi
calculada, compondo o escore final em kcal/mol. A correlagéo linear entre as médias dos escores
de docking e os valores de energia livre experimentais dos ligantes foram computadas para cada
estrutura do ensemble. Os parametros coeficiente de correlagdo de Pearson, coeficiente de
determinacdo (COD ou r?), erro quadratico médio (RMSE) e a inclinagdo da curva de correlacdo
foram utilizados como critério de qualidade dos modelos gerados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DOCKING MOLECULAR

Na Tabela IV estdo mostrados os valores experimentais de ICso gentilmente fornecidos
por Koppisch e colaboradores bem como os valores energia livre calculados segundo a equacéo
(7), na temperatura experimental de 303 K. Dentre esses valores, destacam-se os ligantes 4
(4cido gélico) e 7 (galato de metila), bem como o ligante 5 (acido 3,4-dihidroxibenzoico) que é o
produto da reacdo enzimatica.

De fato, na estrutura cristalografica depositada por Pfleger e colaboradores® se observa
0 &cido 3,4-DHB coordenado ao sitio ativo da enzima, porém esta € a primeira comprovacao
experimental de um mecanismo de retro-inibicdo para a enzima AsbF.

Tabela IV - Valores de ICso determinados experimentalmente por Koppisch e colaboradores, em ordem
ascendente, e energia livre de Gibbs de ligacao calculadas segundo equagdo (7) a 303 K.

codigo ICso (umol.L) AG® | Codigo  I1Cs (umol.LY) AGE
(kcal.mol™) (kcal.mol™)
04 4.36 -7.43 36 273.0 -4.94
07 37.5 -6.14 14 286.7 -4.91
05 38.0 -6.13 35 304.4 -4.88
22 56.7 -5.89 18 350.1 -4.79
13 68.5 -5.77 48 355.8 -4.78
01 71.5 -5.75 41 386.5 -4.73
46 90.0 -5.61 27 423.7 -4.68
06 92.1 -5.60 08 440.8 -4.65
28 108.2 -5.50 47 480.1 -4.60
09 190.7 -5.16 34 536.4 -4.53
29 221.3 -5.07 37 542.8 -4.53
32 225.0 -5.06 15 857.7 -4.25
19 246.4 -5.00

Dos 25 compostos ativos, 19 sdo derivados mono-, di- ou tri-substituidos do &cido
benzoico ou apresentam alguma similaridade estrutural com este, indicando a existéncia de um
mecanismo de inibi¢do enzimatica comum a todos esses ligantes. Merecem destaque, no entanto,
excecdes como os ligantes 13 (acido 7-metdxi-2-benzofuranocarboxilico), 46 (acido indole-2-
carboxilico), e 19 (7-hidroxicromona), que se mostraram relativamente potentes, apesar da
estruturalmente diferentes do demais compostos do conjunto.

A compreensdo dos detalhes acerca deste mecanismo comum de inibi¢gdo, bem como
acerca das razbOes que justificam a poténcia dos ligantes outliers é uma das motivacdes
primordiais do presente estudo computacional.
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Esse estudo iniciou-se com a realizagdo do docking “cego” dos 25 ligantes na estrutura
cristalografica da AsbF, ajustada para reproduzir as condi¢Ges experimentais utilizadas por
Koppisch et al .8

Na Figura 26, estdo sobrepostos o melhor modo de ligacéo para o 3,4-DHBA gerado
pelo docking com programa Vina, utilizando um grid envolvendo toda a enzima, e 0 modo de
ligacdo observado estrutura cristalografica conforme depositada no PDB.*®

\

Figura 26 - Sobreposicdo do melhor modo de ligagédo do 3,4-dihidroxibenzoato obtido no docking ampliado (rosa)
com a estrutura cristalogréfica depositada no PDB (verde). Em destaque o cofator magnésio.

Pode-se observar que o modo de ligacdo mais favoravel segundo o docking € coincidente
com o resultado experimental, com um desvio quadratico médio (RMSD) de 0,95 A, o que pode
ser considerado satisfatério, na medida em que este valor é inferior a propria resolucdo da
estrutura cristalografica, que é de 2,1 A.

O principal ponto de divergéncia entre os modos de ligacdo € a conformacéo do grupo
carboxilato, que se mostra levemente torcido em relacéo ao anel aromatico, ao contréario do que
seria esperado pela existéncia de conjugacdo com o anel. Isso evidencia uma falha do algoritmo
de busca do programa de docking, ao considerar a ligacdo entre o carbono carboxilico e o anel
como passivel de rotacao.

Essa rotagdo “artificial” produzida pelo algoritmo acaba sendo responsavel pela
obtencdo de um padrao de interacdes levemente diferentes entre 0 modo de ligacdo experimental
e 0 modo apontado por docking, como pode ser verificado na Figura 27.

(A) (B)

W 274

Figura 27- Padrdo de interagdes determinado pelo programa ADT para o 3,4-DHB conforme estrutura
cristalogréfica (A) e o melhor modo de ligagdo do docking (B). As ligacfes de hidrogénio estdo pontilhadas em
verde.
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Utilizando a ferramenta de visualizacao de interac6es do programa AutoDockTools com
fator de escala de Van der Waals de 1 A, se pode observar que no modo de ligagéo cristalografico
(Figura 27A), ha a formacéo de 5 ligacdes de hidrogénio, sendo duas entre os residuos His144 e
His175 e as hidroxilas do ligante e trés entre a porcéo carboxilato do 3,4-DHB e os residuos
Tyr217 e Argl02, essa Ultima interacdo com caracteristicas de ponte salina, agregando duas
ligacGes de hidrogénio e uma interacdo eletrostatica entre o grupamento guanidinico
positivamente carregado e o0 anion carboxilato.

Além dessas interacdes, ha o contato proximo com a cadeia lateral da Lys200 e Glu253
e sobretudo com o anel aromético da Phe255, que poderiam auxiliar na ligacdo por meio de
interacdes de Van der Waals ou mesmo através da formagao de uma “bolsa” hidrofobica para a
por¢do aromatica do ligante.

E interessante notar que esse padrdo é exatamente o mesmo que o obtido por meio do
docking (Figura 27B), sendo a Unica diferenca a interacdo com a arginina, com a qual ocorre a
formacdo de apenas uma ligacdo de hidrogénio em virtude da rotacdo artificial do grupo
carboxilato, como descrito anteriormente.

Esse resultado, ao lado do RMSD relativamente baixo entre o modo de ligagéo teorico
e 0 experimental, demonstra que a metodologia de docking € adequada para reproduzir as
interacdes receptor-ligante da enzima AsbF.

Diante disso, a metodologia poderia ser utilizada para a obtencdo de informacdes
inacessiveis experimentalmente, como a observacdo do padrdo de interacdes e do modo de
ligacdo do substrato com o sitio ativo, que é a primeira etapa envolvida no mecanismo da reacédo
enzimatica.

Por apresentar um anel alifatico, porém com uma insaturacdo, o substrato 3-
deidroshikimato possui, em principio, duas conformacdes em equilibrio, que correspondem a
minimos energéticos na superficie de energia potencial conformacional. Na primeira delas, os
substituintes hidroxila estdo em posicGes axiais (Figura 28A) enguanto que no segundo minimo
energético tais substituintes encontram-se em posicao equatorial (Figura 28B).

As energias para essas duas conformacg6es foram avaliadas por calculo quantico ab initio
Hartree-Fock Restrito com conjunto de base 6-31G(d,p), obtendo-se para a conformacao (A) uma
energia de -643,4947873 Ha ao passo em que para conformacdo com os grupos hidroxila em
posicdo equatorial (B) obteve-se -643.518046 Ha, portanto com uma diferenca energética no
vacuo de 0,0232587 Ha ou 14,60 kcal/mol. Com isso, a raz&o entre as populagdes de Boltzmann
das conformagdes é 2x10'! mais favoravel aquela com grupos OH em posicdo equatorial (B), na
temperatura de 298 K.

(A) (B)

Figura 28 - Minimos conformacionais possiveis para o 3-deidroshikimato, com os grupos hidroxila em posicao
axial (A) ou equatorial (B).
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De fato, o conférmero A ndo pode ser docado adequadamente no sitio ativo da enzima,
como mostra a Figura 29, onde se observa que 0s 9 modos de ligacao apontados pelo programa
Vina encontram-se na superficie enzimatica e significativamente distantes do sitio principal de
ligacdo.

Figura 29 - Modos de ligagdo do substrato na conformacao axial obtidos por docking cego. O cofator magneésio em
destaque aponta a posicao aproximada do sitio ativo da AsbF.

Por essas razbes, a conformacdo axial ndo foi mais considerada nesse estudo
computacional — visto que provavelmente ndo tem relevancia do ponto de vista experimental — e
todas as referéncias ao substrato, a partir desse ponto, referem-se a sua forma conformacional
mais abundante, que é a equatorial.

Na Figura 30 estdo mostradas as principais interacdes do substrato presentes no modo
de ligacdo de menor energia segundo o Vina. Esse modo de ligacdo foi apontado pelo programa
como tendo a menor energia em duas das trés réplicas de docking.

Figura 30 - Principais interagfes do substrato com o sitio ativo da enzima AsbF para a modo de ligagdo de menor
energia segundo o docking.
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Pode-se observar que o padrdo de ligacGes de hidrogénio é muito similar aquele
observado para o produto (cf. Figura 27), com a adocdo de uma conformacao praticamente
idéntica a este, 0 que permite, inclusive, especular sobre o mecanismo da reacdo enzimatica por
meio da comparacdo entre 0s modos de ligacdo do substrato e do produto.

Observa-se a formacdo de quatro ligacfes de hidrogénio, uma das quais entre a por¢éo
carboxilato do substrato e a Tyr217 e, novamente, uma ponte salina entre essa por¢éo do ligante
e a Argl02. Dessa vez, no entanto, uma das hidroxilas aparece interagindo com o oxigénio do
esqueleto peptidico (Phe211) ao invés da His175, como apontado no docking do produto.

O mais interessante, no entanto, € a formacdo de uma ligacdo de hidrogénio entre a
His144 e o oxigénio carbonilico do anel, interacdo que é mantida apos sua converséo a hidroxila.
E desta histidina que provavelmente advém o hidrogénio da hidroxila, numa etapa final do
mecanismo.

Imaginando-se que, inicialmente, a His144 se encontre desprotonada — 0 que seria
factivel no pH experimental, segundo pontado pelo programa PROPKA®. A aproximagio do
substrato e seu posicionamento se daria de tal modo que houvesse a formacgdo de um complexo
entre sua carbonila e 0 magnésio, tipicos base e acido de Lewis “duros”, formando um complexo
relativamente estavel.

Essa complexacdo produziria dois efeitos: o primeiro seria um rearranjo de cargas no
substrato, eventualmente aumentando a eletrofilicidade do hidrogénio axial na posi¢édo 4 do anel.
O segundo efeito estaria relacionado ao uma leve alteracdo conformacional da His144 gerado
pela movimentacdo do residuo vizinho Glul42, que é parte do sitio de ligagdo do magnésio
(Figura 31). O complexacdo do substrato poderia enfraquecer a ligacdo do Mg?* a este acido
glutdmico, induzindo um leve rearranjo da estrutura secundaria, que favoreceria o
posicionamento adequado para o ataque nucleofilico da His144 ao hidrogénio axial do C4,
levando a segunda insaturacdo do anel.

Vi

Figura 31- Modo de ligagdo mais favoravel do substrato ao sitio ativo, com destaque para o sitio de ligacéo do
magnésio, os acidos glutdmicos 142 e 253. O ataque nucleofilico da His144 ao hidrogénio axial vizinho a carbonila
levaria ao surgimento da segunda insaturacéo do anel do substrato.
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Os resultados do docking, portanto, reforcam a primeira etapa do mecanismo proposto
por Pfleger et at.%®, que sugere a participagdo da His144 na formac&o da segunda insaturacio do
anel. Todavia, a formacdo da terceira insaturacdo, que leva a aromatizacdo, € um pouco mais
complexa.

Pfleger e colaboradores sugerem que, sob acdo de uma base “desconhecida”, ocorra a
captura de um dos hidrogénios da posicédo 6 e o rearranjo eletronico do sistema, com expulsdo da
hidroxila em posicdo 5 na forma de agua e consequente aromatizacdo do anel. A partir da
observacao dos residuos préximos e das interacGes de docking, pode-se especular que a base
envolvida no ataque nucleofilico a este hidrogénio seja a propria Tyr217 (Figura 32).

Apesar do pKa calculado para esse residuo ser bem acima do esperado para o
aminodcido livre (13,06 contra 0 10,0 para 0 aminoacido) em razdo da sua localizacdo interna na
enzima e proximidade a residuos hidrofobicos, é possivel que as alteracGes estruturais geradas
pela complexacéo do substrato induzam rapidamente uma diminuicdo do pKa desse residuo e sua
desprotonacao, propiciando a atuacao deste como uma base.

Naturalmente, a atuacdo desse residuo como base é tdo melhor quanto mais alto for o
pH do meio. Isso justifica porque a atividade da enzima aumenta como o aumento do pH, até o
limite de pH 8,3, apds o0 qual ocorreria a desnaturacdo da enzima e queda abrupta da atividade,
como mostrado por Fox e colaboradores®’, indicando que essa é a etapa lenta do mecanismo.

TYR21;1

, E :
= il \ 4 ~
. .. 3 .‘
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Figura 32- Posicionamento da Tyr217 (topo) em proximidade com os hidrogénios do carbono-5 do produto na
estrutura docada indicando sua provavel atuacdo como base. Interacdes do substrato com o esqueleto peptidico da
Phe211 (direita), possivelmente auxiliando na desidratacdo do substrato.

O ataque da Tyr217 remove entdo um dos hidrogénios na posi¢do 6, produzindo a
terceira insaturacdo e formagdo do anel aromatico com a expulsdo de agua na posicdo 5
(desidratacdo). Essa expulsdo seria favorecida por meio da atuacdo do esqueleto peptidico da
Phe211, inclusive através de um equilibrio amida-iminol conforme sugerido por Pfleger et al.
Ainda que esse mecanismo seja pouco usual em solucdo, ele é plenamente factivel no
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microambiente do sitio ativo gracas aos efeitos de proximidade, hidrofobicidade e até mesmo
influéncia de alteracdes conformacionais.

Finalmente, a His144 devolve o hidrogénio que havia capturado, porém o faz para o
oxigénio em posicdo C3 do recém-formado produto, que pode entdo se descomplexar do
magnésio e deixar o sitio ativo ou entdo interagir com esse, inibindo-o0. A interacdo do grupo 3-
hidroxi do produto com essa histidina é observada no docking do produto e na estrutura
cristalogréfica (cf. Figura 27).

Ainda que o docking possa auxiliar na proposicdo de um mecanismo Oou mesmo
reproduzir modos de ligacdo experimental, como visto aqui para o 3,4-DHB, ha uma grande
dificuldade na estimativa da intensidade dessas interacoes, especialmente sua avaliacdo por meio
de uma funcéo de escore. Esse obstaculo, entretanto, ndo é exclusividade da funcao de escore do
programa Vina, tampouco é uma falha unicamente das metodologias de docking.*%’

A funcdo de escore do programa AutoDock Vina, ao contrario, é reconhecida por seu
grau de precisdo elevado quando comparado com outros softwares, comerciais ou livres,
conforme demonstrado por Wang e colaboradores (2016), por meio da avaliacdo de 2002
complexos receptor-ligantes com afinidades de ligagio conhecidas, obtidos da literatura. 1%

Ao comparar as energias de ligacdo fornecidos pelo Vina com os dados experimentais,
Wang et al. obtiveram os valores de 0.564 e 0.580 para os coeficientes de correlacdo de Pearson
e Spearman, respectivamente. Esses valores, apesar de baixos, foram significativamente melhores
que os obtidos utilizando-se outros 9 programas de docking, incluindo Glide, GOLD e Surflex-
Dock.108

Na Tabela V estdo mostrados os valores de energia de ligacdo obtidos pelo Vina para 0s
25 inibidores da AsbF aqui estudados, considerando-se um grid envolvendo toda a enzima
(docking cego, DC) e um grid envolvendo apenas a porcao do sitio ativo (DSA). Como o
programa Vina estima as energias de ligacdo em 300 K, as energias livres experimentais foram
ajustadas para essa mesma temperatura por meio da equacao 7.

Os escores de docking oscilaram entre -7,5 e -5,0 kcal/mol para as duas metodologias
aplicadas, com um desvio em relacdo a energia de ligacdo experimental da ordem de 23%, em
média, tanto para o docking cego quando para o docking de sitio ativo, o que é bastante elevado.

Ainda assim, observa-se que o docking foi capaz de discriminar satisfatoriamente o
inibidor mais potente (ligante 4) e 0 menos potente (ligante 15), inclusive produzindo para 4 uma
energia de ligacdo com apenas 0,5% de desvio do valor experimental, sobretudo com o docking
mais refinado.

Também € interessante notar que o produto enzimatico (ligante 5) foi ranqueado com a
terceira energia mais negativa, a mesma posicao do ranking experimental, ainda que apresente
um desvio de 20% em relacdo ao experimento. Para esse ligante em especifico, a metodologia de
docking foi capaz de prever com relativa satisfacdo tanto o0 modo como a intensidade de ligacao,
0 que € surpreendente.

Houve, porém, diversos falsos positivos. Ligantes com energia livre experimental bem
altas, mas que tiveram sua interacéo superestimada pelo docking, resultando em desvios elevados,
com destaque para os ligantes 27 (0 sexto menos ativo) e sobretudo para o 37, que mesmo tendo
a segunda menor atividade experimental, obteve a energia livre de interacdo mais negativa de
todas (-7,5 kcal/mol) e consequentemente um desvio de mais de 67%.
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Tabela V - Afinidades de ligacdo estimadas pelo docking com Vina utilizando-se grid envolvendo toda a
enzima (DC) ou restrito ao sitio ativo (DSA) em comparagdo com valores de AG experimentais (a 300 K).

Codigo AG Exp. Escore DC Desvio DC Escore DSA  Desvio DSA
(kcal/mol) (kcal/mol) (%) (kcal/mol) (%)
4 -7.36 -7.3 0.8 -1.4 -0.5
7 -6.07 -6.6 -8.7 -6.9 -13.7
5 -6.07 -6.9 -13.7 -7.3 -20.3
22 -5.83 -6.3 -8.1 -6.6 -13.2
13 -5.72 -6.0 -4.9 -6.0 -4.9
1 -5.69 -6.8 -19.5 -6.8 -19.5
46 -5.55 -6.4 -15.3 -6.4 -15.3
6 -5.54 -5.7 -2.9 -5.4 2.5
28 -5.44 -5.2 4.4 -5.2 4.4
9 -5.11 -5.6 -9.6 -5.4 -5.7
29 -5.02 -6.7 -33.5 -6.0 -19.5
32 -5.01 -6.8 -35.7 -7.0 -39.7
19 -4.95 -6.2 -25.3 -6.2 -25.3
36 -4.89 -5.8 -18.6 -5.6 -14.5
14 -4.86 -5.8 -19.3 -6.1 -25.5
35 -4.83 -5.8 -20.1 -5.8 -20.1
18 -4.74 -5.9 -24.5 -6.4 -35.0
48 -4.73 -6.1 -29.0 -6.1 -29.0
41 -4.68 -6.9 -47.4 -6.9 -47.4
27 -4.63 -6.9 -49.0 -6.9 -49.0
8 -4.61 -5.5 -19.3 -54 -17.1
47 -4.56 -6.6 -44.7 -6.6 -44.7
34 -4.49 -6.1 -35.9 -6.1 -35.9
37 -4.48 -7.5 -67.4 -7.5 -67.4
15 -4.21 -5.0 -18.8 -5.0 -18.8
Substrato N.D. -6.7 N.D. -6.7 N.D.

*N.D = Nao disponivel

Na Figura 33 esta mostrado o gréfico entre os escores de docking das duas metodologias
aplicadas e as energia livres de ligacdo experimentais. Pode-se observar, por comparagdo com a
funcéo canodnica y=x (linha pontilhada), que as duas metodologias de docking aplicadas em geral
superestimam (no sentido de ‘tornam mais negativas’) as energias de interacdo e que o docking
mais refinado apesar de produzir um leve aumento na dispersdo dos pontos, também tende a
aproxima-los da funcéo candnica.

De fato, esse comportamento pode ser comprovado por meio das equagoes de regresséo
linear que correlacionam o AG experimental com as energias de intera¢ao do docking cego (linha
preta) e do docking de sitio ativo (linha vermelha), também mostradas no grafico da Figura 33.

Para o docking cego, obteve-se para a curva de correlacdo uma inclinacdo de 0,3021,
com erro quadratico médio (RMSE) de 0,62 kcal/mol ao passo em que para o docking com sitio
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ativo, ainda que o RMSE aumente para 0,67 kcal/mol, indicando um aumento da dispersédo dos
dados, a inclinacdo da curva de regressao aumenta para 0,3640, tornando-se mais proxima do
ideal que é de uma inclinacdo igual a 1,0 no qual as energias livres experimentais de ligacao e as
afinidades de docking seriam iguais.
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Figura 33 - Energias de interacdo do docking cego (®) e do docking de sitio ativo (®) em comparagdo com AG
experimental a 300K e respectivas equacdes de regressao linear para docking cego (—) e docking de sitio ativo
(—). Em pontilhado est4 a fungdo candnica y=x.

Além disso, os parametros de qualidade da correlacéo linear sdo maiores para o docking
mais refinado, com o coeficiente de determinacéo (R?) passando de 0,1078 no docking cego para
0,1295 no docking de sitio ativo e o coeficiente de correlacdo de Pearson (Rp) passando de 0,3284
para 0,3599 para cada metodologia de docking, respectivamente.

Os valores extremamente baixos de R?, entretanto, evidenciam que o modelo linear
obtido é incapaz de replicar satisfatoriamente a relagdo existente entre os resultados tedricos e 0s
dados experimentais, ainda que essa relacdo possa ser considerada linear, como indicado pelo
coeficiente de correlagdo de Pearson da ordem de 0,36, caracteristico de uma correlagdo linear
positiva fraca. Ou seja, esse modelo € capaz de expressar a tendéncia experimental, ainda que ndo
permita a predicdo quantitativa das energias de ligacdo de forma adequada.

Dentre as razdes que justificam essa dificuldade, pode-se citar a o fato de estrutura do
receptor utilizada no docking ter sido gerada a partir da estrutura cristalografica. E provavel que
as interacOes e a conformacgédo adotada pela enzima num solido cristalino sejam muito diferentes
daquelas existentes nas condic¢des biologicas ou nos ensaios in vitro.

Além disso, se pode citar o fato de que as metodologias de docking em geral nédo
amostram os graus de liberdade do receptor, portanto a enzima é considerada como um corpo
rigido a qual se complexa um ligante flexivel.

Porém, sabe-se a aproximacdo e a interacdo do substrato induz alteracbes
conformacionais no sitio ativo ou até mesmo em outras porcoes relativamente longingquas da
enzima capazes de aumentar a interacdo receptor-ligante e alterar o modo de ligacéo.

Assim, o substrato (ou inibidores analogos a ele) ndo se ligam em um sitio ativo rigido,
mas sim 0 moldam de modo a favorecer e amplificar as interac6es receptor-ligante, as quais entéo
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promovem a redistribuicdo de cargas e a distor¢do conformacional do ligante levando a
estabilizacdo do estado de transicdo e consequente diminuicdo da energia de ativacéo.

Dessa forma, qualquer tentativa de quantificar as interacGes de um conjunto de ligantes
atraves do docking em uma Unica estrutura do receptor jamais sera plenamente valida, na medida
em que cada ligante impde ao receptor um mecanismo de interagdo proprio que ndo pode ser
amostrado por docking.

Alternativamente, simula¢Ges por dindmica molecular, que levam em consideragédo
todos os graus de liberdade — tanto da enzima quando dos ligantes — e que, portanto, consideram
a flexibilidade do sistema as custas de maior demanda computacional podem ser utilizadas para
se gerar um conjunto de estruturas diferentes da enzima permitindo a obtencao de resultados mais
confiaveis por docking, em uma metodologia conhecida como ensemble docking.

Retornando a andlise qualitativa dos resultados de docking, na Figura 34 estdo mostradas
as principais interacdes do ligante 4, o ligante experimentalmente mais potente, com o sitio ativo
enzimatico.

Pode-se observar a formacdo de pelo menos 4 ligacbes de hidrogénio entre o ligante e
os residuos His144, His175, Tyr217 e Argl02, essa ultima com caracteristicas de ponte salina,
além de uma interacdo importante de natureza hidrofébica com a Phe255.

Essas cinco interacGes, comuns tanto ao ligante 4 e quanto ao produto (ligante 5),
aparentam serem as mais importantes para a inibicdo enzimatica, com destaque para a interacao
com a His175, que ndo ocorre com 0 substrato, mas que esta presente nos inibidores gracas a
planaridade de seus anéis, que possibilita e maximiza essa interacao.

Ainda na figura, pode-se observar que ha uma grande proximidade entre o grupo 5-
hidroxi do ligante e o oxigénio carboxilico da Phe255, o que permitiria a formacao de uma quinta
ligacdo de hidrogénio, ndo retratado na figura em razdo dos raios e angulos do corte aplicados
pelo programa de visualizacdo. Essa quinta liga¢do poderia produzir uma estabilizacao adicional
a este complexo, justificando porque o ligante 4 tem uma poténcia aproximadamente 10 vezes
superior ao ligante 5, ainda que compartilhem as mesmas intera¢fes principais.

Figura 34- Padrdo de interagdes do ligante 4 obtido pelo docking restrito ao sitio ativo. As liga¢des de hidrogénio
estdo marcadas pelas linhas pontilhadas em verde.
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Comparando os trés ligantes até aqui detalhados, observa-se que a Tyr217 (e a Tyr70
eventualmente) em conjunto com a Arg102 formam um sitio de ligacdo muito especifico para o
grupamento carboxilato dos ligantes, inclusive pela estabilizacéo eletrostatica obtida por ponte
salina com a arginina.

Isso indica que este é um sitio de ligacdo importante e que deve ser considerado no
desenho racional de inibidores mais potentes, que devem manter um grupo carboxilato nessa
posicao ou pelo menos um bioisostero de acido carboxilico, como acidos sulfénicos e fosfonicos,
sulfonamidas ou mesmo tetrazois, entre outros.

A formacdo de ligacbes de hidrogénio com as histidinas 144 e sobretudo com a 175
também demostram ter um papel fundamental na inibi¢do enzimatica, como pode ser constatado
na Tabela VI, que detalha as principais interacfes de todos os ligantes gerada pelo programa
Binding Analyser (BINANA)® a partir dos arquivos pdgbt de saida do docking de sitio ativo.

Tabela VI — Principais interaces entre os ligantes e a enzima obtidos pelo programa BINANA® apos
docking restrito ao sitio ativo

Ligacdo de Hidrogénio Ponte Salina Empilhamento
Ligante IC50 1 § : E E § % § § E §| g §| ﬁ § = Contatos
(moLL™) | &l o o L] &| 5| & & & ol 5| o] &| &| & | hidrofobicos
I I I|F o0 <ZI|O T EEF
SB ND 15
04 4.36 17
07 375 18
05 38.0 17
22 56.7 23
13 68.5 19
01 715 16
46 90.0 I 22
06 92.1 28
28 108.0 11
09 190.7 25
29 221.3 15
32 225.0 24
19 246.4 15
36 273.0 19
14 286.7 26
35 304.4 17
18 350.1 N N 19
48 355.8 16
41 386.5 24
27 423.7 21
08 440.8 22
47 480.1 [ | 29
34 536.4 || 16
37 542.8 21
15 857.7 | 19

*SB = Substrato *ND = néo disponivel
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Pode-se observar que os principais inibidores (4, 5 e 7) compartilham dessas 4 ligagdes
de hidrogénio que promovem uma ancoragem forte no sitio ativo, alem de interac6es do tipo
empilhamento-T com a His144.

Esse padrdo bésico de interacGes pode ser observado em outros inibidores um menos
efetivos, como 0 1, 6, 9 e 32, porém néo se pode estabelecer claramente um comportamento geral
de justificasse as diferentes poténcias observadas experimentalmente, possivelmente porque o
docking na estrutura cristalografica acaba por superestimar ndo apenas as energias, mas também
0 numero de interacdes dos ligantes menos ativos.

Dois ligantes merecem destaque, no entanto, em razdo dos elevados desvios que seus
resultados de docking apresentaram frente aos dados experimentais, que sao o ligante 27, com
desvio de 49% e o sobretudo o ligante 37, com um desvio de quase 70%, nos quais houve uma
superestimacdo das energias de ligacao do docking, indicando para esses compostos um potencial
inibitério muito superior ao apontado nos ensaios experimentais.

Na Figura 35A estdo mostradas o perfil de ligacdes de hidrogénio apontadas pelo
docking para o ligante 27, em que se observa a formacdo de 4 ligacGes de hidrogénio, trés
envolvendo a porcdo carboxilica do composto, sendo duas com a Arg102, uma com a Tyr217,
além de uma ligagdo entre o grupo a-hidroxila e a His144, quatro interacdes que também séo
observadas para o substrato, produto e o acido galico.

Isso indica que a essa superestimacéo da energia de ligacdo ndo esta relacionada com a
capacidade de formacéo de ligagcdes de hidrogénio, mas sim com um maior nimero de interacfes
de natureza hidrofdbica — 21 interacdes contra cerca de 17 dos ligantes experimentalmente mais
potentes, segundo analise com o Binana — cujas energias estdo sendo superestimadas pela
metodologia de docking ao mesmo tempo em que pode haver uma menor penalizacdo estérea do
ligante 27 comparado aos demais em virtude de suas dimensdes reduzidas.

(A) (B)

Figura 35- Padrdo de ligagBes de hidrogénio apontado pelo docking para os ligantes 27 (Figura A) e 37 (Figura B).
As ligacdes estdo pontilhadas em verde.

Na Figura 35B pode-se ver as ligacdes de hidrogénio apontadas por docking para o

ligante 37, para o qual se obteve o valor mais negativo de energia de ligacéo (-7.5 kcal.mol?) e,

consequentemente, o maior desvio em relacdo aos resultados experimentais, visto que este € um
dos ligantes menos ativos in vitro.
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Percebe-se pela figura que, assim como para substrato, produto e acido galico, o ligante
37 forma ligacbes de hidrogénio com a Argl02, Tyr217, Hisl44 e Hisl75, porém também
aparece formando uma ligagdo entre o grupo a-hidroxila e a Glu253, que é parte do sitio de
complexacdo do cofator magnésio.

Isso mostra que o desvio na energia de ligacdo no docking desse composto pode estar
relacionada a superestimacdo da energia das interac6es hidrofobicas (novamente ha 21 contatos
hidrofobicos) aliada a possivel formacdo de ligacbes de hidrogénio espurias, como essa que
ocorre com Glu253, um residuo que provavelmente ndo esta disponivel para esse tipo de interacao
em funcdo de sua atuacdo na formacdo de um complexo com um ion metalico altamente
carregado eletricamente.

E importante salientar que programa Vina desconsidera cargas na geragio dos escores
de docking, portanto, ainda que o BINANA aponte a possivel formacédo de ponte salina/interacao
couldémbica entre os ligantes 27 e 37 e o cofator Mg?*, essa interacdo de natureza eletrostatica
ndo esta sendo contabilizada na energia de ligacdo do docking, ndo sendo responsavel pelo desvio
observado.

Outro aspecto que deve ser salientado é torcdo apresentada pelos grupos carboxilicos
desses dois ligantes em relacdo ao plano do anel aromatico. Sabe-se que, em funcdo da
aromaticidade e deslocalizacdo eletrénica ha, na verdade, um favorecimento energético na
manutencdo de planaridade entre 0 COO e o anel, o que ndo € levado em consideracdo pela
funcéo de escore do docking.

A manutencdo da planaridade dificultaria a formacao de algumas ligacGes de hidrogénio
com as que ocorrem com a Arg102 e a Tyr217, aléem de permitir que haja a formacéo de ligacdes
de hidrogénio intramoleculares entre a a-hidroxila e o grupo carboxilato, interacéo que, inclusive,
seria favorecida pelo grupo acido se encontrar desprotonado nas condi¢fes experimentais,
comprometendo a participacdo dessa hidroxila na formacdo de ligac6es de hidrogénio com o sitio
ativo.

Esses dois fenbmenos que certamente impactam o potencial inibitorio in vitro dos
ligantes e que ndo sdo considerados apropriadamente pelo docking podem justificar os desvios
extremamente elevados entre os resultados tedricos e experimentais.

A comprovacdo, a0 menos em parte, das hipoteses aqui levantadas e a racionalizacdo
das divergéncias observadas entre os dados experimentais e os resultados de docking foram as
motivagdes para o estudo por dinamica molecular desses dois ligantes

Além desses dois ligantes outliers, chama a atencdo os resultados obtidos para os
ligantes 13 e 46, que sdo dois inibidores muito ativos experimentalmente, mas que apresentam
pouca ou até mesmo nenhuma interacdo importante com a enzima nos resultados de docking. As
Unicas interagdes possiveis apontadas seriam contatos hidrofébicos e intera¢6es do tipo Van der
Waals.

A analise mais detalhada desses dois ligantes mostra que ambos se ligam
preferencialmente na mesma regido, que corresponde a entrada do sitio ativo (Figura 36) e esse
resultado se observa tanto no docking cego quanto no docking restrito ao sitio ativo, ndo sendo,
portanto, um artificio do docking mais restrito.
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Apesar de poderem se ligar em qualquer ponto da superficie hidrofilica da enzima no
docking cego, ha aparentemente uma preferéncia pela ligacdo nessa posi¢cdo que corresponderia
ao canal de entrada do sitio ativo.

Figura 36— Sobreposicdo dos modos de ligacdo mais favoraveis obtidos tanto no docking restrito quanto no docking
cego para os ligantes 13 e 46. Os residuos do sitio ativo estdo mostrados como superficie e coloridos segundo a
polaridade das cadeias laterais.

Na Figura 37 estdo mostrados os modos de interacdo de melhor escore para esses dois
ligantes obtidos ap6s docking envolvendo toda a enzima. Pode-se observar que as principais
interacGes sdo de natureza hidrofébica e envolvem residuos como a Pro213, Tyr217, Gly106 e
sobretudo Phel04, sendo que ambos poderiam interagir também por empilhamento-n com esse
residuo.

Além disso, interacdes de natureza eletrostatica como ponte salina também poderiam
ocorrer com a glutamina-107, com o ligante 13 inclusive formando uma ligagdo de hidrogénio
com o esqueleto peptidico desse residuo.

Ao contrario dos demais ligantes ativos, esses dois ndo sdo derivados ou analogos diretos
do &cido benzoico, mas sim um benzofuranocarboxilato (13) e um indolecarboxilato (46), tendo
em comum o grupo carboxilato na posicéo 2, ao lado do heteroatomo no anel de cinco membros,
0 que levanta duas hipoteses: a primeira seria de que, em razdo do maior volume gerado pelo
sistema bi-anelar esses ligantes ndo caberiam adequadamente no sitio ativo e docking nao
conseguiria amostrar esse modo de ligacdo pelo impedimento estéreo elevado e consequente
penalidade no escore.

A segunda hipotese, por sua vez, estaria relacionada a possibilidade do docking
realmente estar amostrando um modo de ligacéo valido, na entrada do sitio ativo, que permitiria
uma acdo alostérica e cujo resultado seria o blogueio da entrada do sitio, com consequente
impedimento da entrada do substrato ou da saida do produto apos a reacao, levando a inibigéo
enzimatica experimentalmente observada para essas moléculas.
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Figura 37 — Modo de interagdo principal do ligante 13 (A e B) e do ligante 46 (C e D) ap6s docking sem restricao.
A entrada e os residuos principais do sitio ativo estdo mostradas como superficiesem A e C.

Uma das formas de se avaliar essa hipdtese seria a dindmica molecular desses ligantes
partindo desse modo de ligacdo e avaliando-se se 0s mesmos permanecem ligados durante a
simulagéo ou se ocorre a migracéo para outras regides da enzima ou mesmo para 0 meio aquoso.
O teste dessa hipotese foi a motivacdo para o estudo dos ligantes 13 e 46 em complexo com a
AsbF por meio de dindmica molecular.

5.2 DINAMICA MOLECULAR

A partir dos resultados de docking, optou-se por simular por dindmica molecular a
enzima livre em solucéo e seus complexos com substrato, produto e com os ligantes 4, 13, 27, 37
e 46.

O ligante 4 (&cido galico) foi simulado por ser experimentalmente o mais potente e a
compreensdo os padroes de interagéo e fatores dindmicos que determinam essa elevada poténcia
é fundamental para o desenho de inibidores melhores e mais seletivos.

Ja os ligantes 27 (acido salicilico) e 37 (acido 2,3-dihidroxibenzoico) foram simulados
por apresentarem 0s maiores desvios entre os valores teoricos de afinidade e os resultados
experimentais, sobretudo em funcao da superestimacéo de seus escores de docking. Através da
dindmica, espera-se compreender porque tais compostos se ligam de forma tdo fraca
experimentalmente e entender as razdes que produzem os valores tdo negativos de energia
observados no docking.

Os outros dois ligantes, 13 (acido 7-metoxi-2-benzofuranocarboxilico) e 46 (acido indol-
2-carboxilico), foram estudados em razéo de apresentarem um modo de ligacdo diferente dos
demais inibidores nos resultados do docking, na entrada do sitio ativo. Espera-se que dindmica
molecular seja capaz de elucidar se tal modo de ligacéo é factivel, havendo eventualmente um
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sitio de ligacdo alostérico ou se esse resultado se trata apenas um artificio produzido por docking
em razdo de impedimentos estéreos elevados no sitio de ligacdo principal.

Além disso, todas essas simulacdes serdo usadas para a obtencéo de estruturas distintas
do receptor, que possam abrangem diversos pontos no espaco conformacional da enzima e que
assim possam gerar uma amostragem mais completa das diversas formas que o receptor pode
assumir em solucdo, permitindo um refino do docking (ensemble docking) e eventualmente a
obtencdo de um modelo que correlacione melhor as energias de ligacdo tedricas e experimentais,
de tal forma que se possa prever ndo apenas 0 modo mas também a intensidade de ligacao de
NOVOS COMpOStOs.

5.2.1 Enzima livre em solucéo

Com o intuito de se explorar ao maximo a superficie de energia livre conformacional da
enzima em solucdo, foram realizadas 4 simulagdes do receptor em solucéo salina, de 120 ns cada
e com diferentes “sementes” de geracdo de velocidades.

O comportamento dindmico bésico dessas quatro simulaces pode ser constatado na
Figura 38, em que esta mostrado o deslocamento quadratico médio (RMSD, do inglés Root Mean
Square Deviation) dos carbonos-alfa em relacdo a estrutura inicial, juntamente com seus
respectivos histogramas.

Pode-se observar que, de uma forma geral, os quatro sistemas simulados evoluem ao
longo do tempo para um patamar, oscilando em torno de um RMSD medio de 0,1323 nm, o que
indica que os mesmos atingiram conformacdes de equilibrio para essa temperatura, com uma
pequena flutuacdo das posicOes atbmicas, que é caracteristica de sistemas dessa natureza em
solugdo aquosa. Apenas a simulacdo 2 apresentou alguma divergéncia em relacdo a esse
comportamento, com oscilagdes maiores que variam de 0,08 a 0,22 nm, porém ainda centradas
em torno de 0,13 nm aproximadamente.

T T 1 T
—— Simulacdo 1
— Simulagio 2

Simulacio 3
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—— Simulacio 4
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Figura 38 - Deslocamento quadratico médio das posi¢des dos carbonos-alfa (em nandmetros) em relacdo a estrutura
inicial, em funcgdo do tempo de simulago, para as quatro simulac@es da enzima livre em solugdo. Ao lado,
histograma desses deslocamentos.
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Portanto, ainda que formalmente se tratem de simulag6es distintas pelo uso de diferentes
sementes de geracdo de velocidade, aparentemente os quatro sistemas evoluem para um
comportamento de equilibrio muito similar, com pouca mobilidade dos &tomos, o0 que pode estar
relacionado com a estrutura em forma de barril da enzima, formada por um conjunto de folhas-3
centrais cercado por hélices-a ¢ com um niimero relativamente pequeno de algas e outros motivos
mais flexiveis, gerando uma estrutura significativamente rigida e com reduzida mobilidade
intrinseca dos residuos.

Esse comportamento é reforcado por meio da analise de mobilidade estrutural realizada
com o programa MDLovoFit''°, que consistiu na separacdo de cada trajetéria em 120 frames, a
cada nanossegundo de simulacdo, seguida do alinhamento e sobreposicdo de diferentes
subconjuntos da proteina correspondendo a diferentes fracfes do nimero total de carbonos-alfa.
O algoritmo do programa detecta automaticamente o subconjunto de &tomos com o menor RMSD
para cada uma dessas fracdes, permitindo identificar, quantificar e separar as porcdes mais
moveis daquelas com menor flexibilidade.

A primeira das analises realizada com esse programa estd mostrada na Figura 39, em
que se pode observar o RMSD acumulado dos carbonos-alfa em funcéo da fracdo de atomos
incluida na analise.

Observa-se que, para os 4 sistemas simulados, € possivel alinhar em torno de 80% dos
carbonos-o. mantendo um desvio quadratico médio inferior a 1,0 A em relacdo a estrutura de
partida, um valor significativamente elevado e que evidencia a grade rigidez estrutural dessa
enzima. Isso também mostra que apenas 20% da estrutura é responsavel pela maior parte do
RMSD observado na Figura 38.
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Figura 39 - RMSD acumulado dos carbonos-alfa, em comparacdo com a estrutura inicial, em fungéo da fragcdo do
ntmero de carbonos-a considerado na anélise.

Naturalmente, como j& poderia ser previsto pelo gréafico de evolucdo temporal do
RMSD, a estrutura com maior flexibilidade foi gerada durante a simulacdo 2, na qual foi possivel
alinhar apenas 78% dos carbonos-a a menos de 1,0 A de RMSD, enquanto que a mais rigida foi

89



obtida pela simulacéo 4, em que foi possivel alinhar 90% dos atomos dentro desse limite. Para as
simulacdes 1 e 3 obteve-se os valores intermediarios de 83% e 86 % de alinhamento,
respectivamente.

Utilizando-se esses percentuais como valores de corte, foi possivel separar os RMSD
em dois grupos e acompanhar a evolucédo temporal das fracbes mais mdveis e das mais rigidas
separadamente, como € mostrado na Figura 40.

Pode-se observar pela figura que durante os 5 ns iniciais hd um incremento abrupto de
mobilidade das duas fra¢fes, na medida em que o sistema relaxa as interagcdes desfavoraveis
existentes na estrutura cristalografica, seguida de uma répida estabilizacdo no deslocamento da
maior parte dos residuos, que leva a formag&o de um patamar em torno de 1,0 A, ao redor do qual
ha pouca (no caso da simulacdo 2) ou praticamente nenhuma oscilacdo de RMSD (simulacgéo 3).
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Figura 40 — RMSD das fraces mais moveis (vermelho) e das mais rigidas (preto) em relagdo a estrutura inicial para
as quatro simulac@es da enzima livre em solucdo (S1 a S4).

Por outro lado, a fracdo mais movel da estrutura continua a aumentar seu deslocamento
médio com o andamento da simulacio, até atingir um RMSD relativamente constante de 2,5 A.
Uma vez atingido esse patamar ndo ocorrerem mais alteracdes significativas no RMSD dessas
fracdes, apenas a oscilacdo em torno desse valor até o fim da simulacdo, O alcance desse patamar
pode ocorrer de maneira mais imediata, como para os sistemas 2 e 3, ou mais tardiamente, como
para os sistemas 1 e 4, porém acaba presente ao final de todas as dinamicas, indicando que essa
é uma evolugdo natural da enzima, ndo um artificio das simulages.

Ainda por meio do MDLovoFit foi possivel gerar imagens sobrepostas das estruturas
em diferentes momentos das simulagdes (120 frames, em passos de 1 ns) e colori-las em funcao

das maiores e menores mobilidades em relacdo a estrutura inicial (Figura 41).
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A predominancia da coloragdo azul nas imagens evidencia que toda a por¢éo interna da
enzima, composta principalmente por folhas-p, apresenta mobilidades inferiores a 1 A. O mesmo
acontece com grande parte da sua superficie, constituida majoritariamente de hélices-o cuja
rigidez pode ser facilmente associada a existéncia de muitas ligagdes de hidrogénio entre os loops
que as constituem. Uma excegdo, no entanto, ¢ a o-hélice 2, que apresentou uma elevada
mobilidade nas quatro simulaces realizadas.

Hélice-a2

S1

Alca pl-al

~

Laco
Helicoidal

S3 S4

Figura 41 - Sobreposicdo de 120 frames extraidos a cada nanossegundo das quatro simula¢fes da enzima livre em
solugdo (S1-S4). As cores distinguem os residuos mais moveis (vermelho) dos de menor mobilidade (azul). Em
verde esta destacado o cofator Mg.
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As demais partes moveis se encontram totalmente na superficie e sdo compostas
principalmente por alcas, como a al¢ca que conecta a folha-P 4 a a-hélice 4 e a alca que conecta a
folha-B 1 com a a-hélice 1.

O destaque, entretanto, fica com uma regido conhecida como lacgo helicoidal, que forma
parte da parede externa e da entrada do sitio ativo, atuando como uma tampa sobre ele. Em todas
as simulacdes essa regiao apresentou mobilidade significativamente elevada, em alguns casos a
mais elevada de toda a proteina, como nas simulacdes 2 e 4.

Compreendendo do residuo 206 ao 224, essa por¢do da enzima engloba diversos
residuos cataliticamente importante como Phe211, Pro213 e sobretudo a Tyr217, apontada pelo
docking como um residuo com provavel acdo direta no mecanismo de catalise acido-base da
enzima.

Os grandes valores de RMSD observados para essa por¢do ao longo das simulacfes
reforcam a possibilidade da cavidade do sitio ativo tal como obtida da estrutura cristalografica
ndo se encontrar em seu estado mais relaxado e natural — que eventualmente corresponderia ao
estado biologicamente ativo — possivelmente pela presenca do produto 3,4-DHB coordenado ao
sitio na estrutura experimental.

Sabendo que esse composto atua como um inibidor relativamente potente, é provavel
que sua complexacdo e interacdo intensa com o sitio ativo o force a uma conformacao mais justa,
reduzindo seu volume interno. Ao utilizar-se essa estrutura como ponto de partida para o docking,
0S compostos com caracteristicas estruturais mais proxima do 3,4-DHB foram docados
adequadamente, engquanto outros compostos maiores, como os ligantes 46 e 13 possivelmente
encontraram um elevado impedimento estéreo, o que contribuiu para a elevada discrepancia entre
as poténcias experimentais e as energias de intera¢do do docking.

A flexibilizacdo do laco helicoidal aparenta ser uma evolucdo natural da enzima em
solucdo, fato que € reforcado pela analise das flutuacbes quadraticas médias (RMSF) de todos 0s
residuos ao longo das simulacdes, que estd mostrada na Figura 42 e que também foi realizada
com o programa MDLovoFit.

Pode-se observar que em todas as simulac6es a por¢do que compreende os residuos 206
a 224 apresenta flutuacdes da ordem de 3 a 4 A, sendo a por¢do contigua mais longa a apresentar
mobilidade elevada. Para as simulagdes 1 e 2, inclusive, os residuos com as maiores flutuacdes
sdo a Gly221 e Ala219, respectivamente, ambos residuos que compdem esse laco.

Observa-se também que outras porcbes de RMSF elevado sdo comuns a todas as
simulagdes e ja foram descritas na analise de RMSD, como as algas B1-al e p4-a4 e a a-hélice
4, indicando que estas flutuacdes fazem parte de um estado natural da enzima em solucéo, o qual
eventualmente impacta os modos e intensidades de ligacdo dos inibidores.
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Figura 42 - Flutuacdo quadratica média (RMSF) em nandmetros, em relagdo a estrutura inicial para todos os
residuos das quatro simulagdes da enzima livre em solucéo. As por¢des mais moveis estdo identificadas.

Para a simulacdo 3 se observa um pico de RMSF para a Gly180, enquanto que para a
simulacédo 4 esse pico é visto para a Leu75 e Ser76, todos residuos que participam de al¢as que
conectam as folhas-f internas as a-hélices superficiais, tendo, portanto, uma flexibilidade
intrinseca e ndo sendo surpreendente que apresentem RMSF elevado.

Na Figura 43 esta mostrada a sobreposicao da estrutura inicial e da estrutura obtida apos
120 ns de dindmica molecular para a simulacdo 2, com os residuos coloridos de acordo com seus
valores de RMSF. Essa simulacdo foi escolhida para geracdo da imagem ter apresentado as
maiores alteracGes estruturais, porém as modificaces observadas sdo as mesmas que ocorrem
nas demais simulagdes, ainda que com menor intensidade, por isso apenas essa estrutura é
mostrada.

Observa-se que, a excecao das folhas- internas, que permanecem praticamente imoveis,
todos os demais residuos se alteram, inclusive as a-hélices, e em geral esse movimento pode ser
descrito como uma expansao ou afastamento dos residuos mais externos para longe do centro
enzimatico. Inclusive, pode-se observar que as por¢des que compdem as paredes do sitio ativo —
e em especial o lago helicoidal — aparentam estar mais longes do cofator magnésio, mostrando
que ocorre uma aparente abertura da cavidade do sitio ativo.
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Figura 43 - Sobreposicdo da estrutura inicial (azul) e da estrutura obtida apds 120 ns para a simulagéo 2 (colorido).
As cores indicam o grau de flutuacéo dos residuos, sendo maior quanto mais avermelhado. O cofator magnésio

esta destacado para indicar a localizagéo do sitio ativo.

Como os residuos do sitio ativo fazem parte de diferentes dominios da enzima,
localmente proximos, porém sequencialmente distantes, é interessante analisar suas flutuacdes

em separado dos demais residuos, o que esta mostrado na Figura 44.
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Figura 44 — Flutuacdo Quadratica Média (RMSF) em relacdo a estrutura inicial para os residuos que compdem o
sitio ativo para cada simulacdo da enzima livre em solucéo.
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Observa-se que, em geral, os residuos do sitio flutuam pouco, com RMSF da ordem de
1 A ou menos. Uma excecéo interessante, no entanto, é a Tyr217, que apresenta elevados valores
de RMSF para trés das quatro simulacdes, atingindo valores que chegam a 3 A, como é o caso da
simulagéo 4. Outros residuos com RMSF elevado sdo a Phel04 e a Phe255, cuja funcdo € a
formacdo uma espécie de gaiola hidrofébica para complexacdo da porcdo aromaética do
substrato/ligantes, bem como a Tyr70, que estaria envolvida na coordenagdo do grupamento
carboxilato do ligante.

A flutuacdo elevada desses quatro residuos reforca a ideia de que o 3,4-DHB atua
restringido o sitio ativo na estrutura cristalografica, a qual pode evoluir livre em solucéo para um
estado mais ou até mesmo menos ativo biologicamente, porém em uma conformacéo diferente
do estado inicial, o qual aparenta ser uma evolucdo natural da enzima em solucéo, visto que 0s
padrdes de RMSD e RMSF sdo muito similares nas quatro simulacdes realizadas.

5.2.2 Enzimaem complexo com substrato

Foram realizadas 3 simulaces da enzima em complexo com o substrato, a partir do
melhor modo de ligacdo apontado por docking. Como utilizou-se a mesma semente de geracao
de velocidade e as mesmas configuragdes iniciais de geometria e topologia, essas trés simulacbes
constituem formalmente triplicatas do mesmo sistema, de modo que se pode analisar 0s
resultados das dindmicas através das médias dessas triplicatas.

Na Figura 45 esta mostrado o comportamento temporal do RMSD dos carbonos-a para
as trés réplicas e para a média. Pode-se observar que, apesar das simulac@es se tratarem do mesmo
sistema utilizando-se as mesmas condicdes iniciais, 0s sistemas apresentam evolucgdes temporais
significativamente diferentes.

E sabido, porém, que simulacdes de dindmica molecular sdo plenamente reprodutiveis
apenas se executadas a partir do mesmo arquivo binario e no mesmo computador ou em outro
computador com processador e sistema operacional idénticos — 0 que nédo é factivel quando se
utiliza computacao paralela, como no caso do presente estudo — e mesmo assim, as simulacfes
ndo seriam exatamente iguais em funcdo da acumulagdes e propagagdo de erros de
arredondamento e de peculiaridades dos termostatos utilizados.1%

Por outro lado, o teorema do limite central afirma que para simula¢des suficientemente
longas (ou para um namero suficientemente grande de simulacdes) todos os observaveis fisicos
convergem para seus valores de equilibrio, na medida em que a soma de um ndmero
suficientemente grande de interacfes de variaveis aleatorias independentes tende a adotar uma
distribuicdo normal centrada no valor de equilibrio.!'!

Além disso, o teorema da ergodicidade afirma que todos os microestados acessiveis de
um sistema sdo igualmente provaveis em uma amostragem suficientemente longa, de tal forma
que a média temporal e a média de ensemble sdo iguais apds tempos suficientes longos.!

Isso significa que, embora as simulacGes apresentem evolucgdes temporais levemente
distintas, a média temporal de suas propriedades se iguala a média de ensemble e esse valor
converge para o valor de equilibrio a medida em que a amostragem (0 numero de réplicas)
aumenta. Por essa razdo, optou-se pela realizacdo de pelo menos trés reproducdes longas dos
principais sistemas da enzima em complexo com ligantes.
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Figura 45 — Evolugdo temporal do desvio quadratico médio (RMSD) das posi¢6es dos carbonos-o em relagio a

estrutura inicial para as trés réplicas do sistema enzima-substrato e média das reprodugdes.

Observa-se na figura que o0 RMSD apresenta uma flutuacdo maior para a réplica 2,

variando entre 0,10 e 0,18 nm enguanto se mantém mais estavel para a réplica 3, com variacoes
mais leves e suaves ao longo do tempo. Em média, 0o RMSD do sistema flutua em torno de 0,1145
nm, portanto 0,18 A abaixo do que foi observado para a enzima livre, indicando que a

complexacgéo do substrato impacta

Esse impacto pode ser constatado também pela anélise fracionada de mobilidade gerada
com o MDLovoFit (Figura 46), na qual se observa que mais de 90% dos carbonos-a da estrutura
podem ser sobrepostos com RMSD inferior a 1,0 A. De fato, em média, essa sobreposicio chega
a 96% enquanto que na enzima livre esse valor ndo passava de 85%, mostrando como a estrutura

a mobilidade estrutural da enzima.

tornou-se mais rigida pela interacdo com o substrato, porém eventualmente atingindo/mantendo
uma conformacao mais adequada para a interacdo com o mesmo, o que ndo pode ser descartado.

0.20 . |

— Réplica 1
Réplica 2
— Réplica 3

Fraciio de carbonos-alfa

Figura 46 - RMSD dos carbonos-o em fungdo da fragdo de atomos consideradas no ajuste da estrutura para as trés

répli

cas da simulag8o enzima-substrato.
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A andlise visual do RMSD separada em funcdo das fraces com maiores e menores
mobilidades (Figura 47) mostra que 0s grupos de maior variagdo ndo S0 0S mesmo nas trés
réplicas, porém eles compartilham a mesma funcdo estrutural — sdo todos algas que ligam as
folhas-p as a-hélices externas, com destaque novamente para a alga B1-al e para o lago helicoidal,
que participam da formagao do sitio ativo e para a alga B3-a3, que apresenta alta mobilidade em
pelo menos duas das trés replicas.

R1 ) R2 Laco R3
Alga pl-al helicoidal

Alga f3-a3

Figura 47 - Sobreposi¢do de 100 frames extraidos a cada nanossegundo para as trés reproducdes da enzima em
complexo com o substrato (R1-R3) coloridos de acordo com menores (azul) e maiores de RMSD. Em destaque 0
cofator Mg.

Observa-se ainda que, a excecdo do residuo Gly211 na réplica 2, todos os residuos
apresentam flutuacdo quadratica média inferior ao observado para a enzima livre (Figura 48),
com 0 RMSF médio passando de 0,12 nm para os sistemas sem ligante para 0,10 nm para a
enzima em complexo com o substrato.

A presenca do ligante também trouxe algumas alteracdes do padrdo de RMSF, que passa
a ter uma contribuicdo maior da alga B3-03 e uma contribuicdo menor do lago helicoidal, assim
como ndo h& mais flutuacbes significativas da hélice-a2, como observadas no sistema livre,
eventualmente em funcdo da participacdo da algum residuo desse grupo na interacdo com o
substrato, que acaba propagando essa rigidez ao longo das hélices, como uma alteracdo estrutural
de natureza alostérica.

97



0.7

- Réplica 1 Laco
0.6 — Réplica 2 Helicoidal
i -~ Réplica 3
— Média
0.5
7 04—
g Alga p3-a3
E},H- {Alga pl-al
= o
& 03—+
o Alga p4-a4
0.2 f li |‘ ] :' :I::! i I !
i ; X ok ! 'k |
I ' B 3 q i
. ! §i it ah |R. T it :
L4 il i N [ o Pl L :
0.1 ]! L | _.:i"-;(. 4 ! * o ._.\_ :'- Lo E ; .'. : I!Tf‘ ” Vi ‘..b' N
| - .J _.i."l i Ve L1 o ) -‘.’
0 T | T | T | T | T | T | T | T | T | I

25 50 73 100 125 150 175 200
Nimero do Residuo

225

250

275

Figura 48 - Flutuagdo quadratica média (RMSF) de todos os residuos em relag&o a estrutura inicial para as réplicas

do sistema enzima-substrato e média das triplicatas.

Em relacdo especificamente ao sitio ativo, pode-se observar que houve também uma
significativa diminuicdo do RMSF dos residuos que o compdem quando comparado com a
enzima livre (Figura 49), com o valor médio passando de 0,096 nm no sistema sem ligante para

0,066 nm no complexo com o substrato, considerando todas as simulagdes de cada sistema.

A Tyr217 ainda se mostra como o residuo com as maiores flutuacdes, ainda que seu
RMSF tenha sido reduzido em mais de 0,7 A em relacdo a enzima livre, passando de 0,22 nm
para 0,15 nm de flutuacdo, em média. Em segundo lugar entre as maiores flutuacoes e contraméo
a Tyr217 estd a Tyr70, cujo RMSF passou de 0,12 para 0,13 nm no comparativo entre as medias
das simulacdes, seguida da Phel104 e da lle8.

A diminuicdo abrupta da mobilidade da Tyr217 para o sistema em complexo com o
substrato, na comparacdo com a simulacdo sem ligante, indica que este residuo esta envolvido
em uma interacdo importante entre o sitio ativo enzimatico e esse composto, reforcando a ideia
de que essa tirosina desempenha um papel catalitico importante.
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Figura 49 - RMSF médio dos residuos do sitio ativo em relagdo a estrutura inicial das simula¢Ges enzima-substrato.

Por outro lado, o leve aumento de RMSF da Tyr70 na simulagdo com ligante mostra que
esse residuo apresenta um papel mais secundario, ao contrario do observado através do docking
do substrato, que mostrava a participacdo desse residuo em uma ligacédo de hidrogénio importante
com a porcéo carboxilica do 3-DHS.

Uma das intera¢es mais significativas de natureza ndo-covalente que podem ocorrer
entre uma macromolécula bioldgica e um ligante, seja ele substrato ou um inibidor, sdo as
ligacGes de hidrogénio. Simulacbes de dindmica molecular possibilitam a analise do
comportamento dindmico e da evolucéo temporal dessas ligacdes ao longo do tempo, o que esta
mostrado na Figura 50 para o complexo da AsbF com seu substrato.

Observa-se que nas trés replicatas ha um numero elevado de ligacéo de hidrogénio entre
a enzima e o substrato, as quais variam entre o valor minimo de 1 e méaximo de 11 ligacdes
simultaneas, ambos muito pouco frequentes. Em média, considerando-se a totalidade dos
resultados, ha formacéo de 5,02 ligacdes de hidrogénio simultaneamente.

A réplica 2 apresentou o0 maior valor médio de ligacGes de hidrogénio simultaneas (6,27)
enquanto a réplica 3 apresentou 0 menor valor, de 4,31, ao passo em que a primeira simulacao
produziu um valor intermediario, de 4,47 ligacbes simultaneas.

Além do acompanhamento do numero de ligagdes formadas, é interessante o
conhecimento de quais sdo as ligagdes de hidrogénio mais comuns e mais duradouras e com que
frequéncia cada uma dessas ligacOes estd ocorrendo.
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Figura 50 — Evolucéo temporal do nimero de ligacGes de hidrogénio que ocorrem entre a enzima e o substrato para
cada réplica realizada.

Para isso, analisa-se a ocupacao das ligacoes de hidrogénio, que é definida como a razdo
entre o tempo em que a ligacdo de hidrogénio esta presente em relacéo ao tempo total da trajetdria
considerada, de forma que uma ligacdo de hidrogénio que nunca se rompa ao longo de toda a
simulagdo apresenta uma ocupacdo unitaria. Em geral, se define ainda um limite minimo de
ocupacao, geralmente de 10%, abaixo do qual se consideram as ligagdes pouco importantes ou
até mesmo despreziveis, visto que tem um carater muito mais aleatorio do que de uma interagdo
verdadeira entre enzima e ligante.

Na Figura 51 estd mostrado o padrdo de ocupacdo das ligacdes de hidrogénio gerados
em cada réplica da simulacdo da enzima em complexo com o substrato, gerado por meio do script
ReadHBMap!'? com limite de 10%.

Figura 51 - Ocupacao dos residuos em ligagdes de hidrogénio, acima do limite de 10%, para cada réplica da
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simulagdo enzima-substrato. Os cortes nas barras indicam a ocupacdo de duas ou mais ligagcdes do mesmo residuo.
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Pode-se observar na figura que ha pelo menos 4 ligacdes de hidrogénio que ocorrem o
tempo todo entre a enzima e o substrato, em todas as simulacgdes, e envolvem os residuos His175,
Phe211 (esqueleto peptidico), Tyr217 e Argl02, este Gltimo podendo formar até trés ligagdes
simultaneas e possivelmente a razdo do nimero médio de ligacdes ser 5 e ndo 4.

E interessante notar que esse padrdo é muito similar ao observado pelo docking na
estrutura cristalografica, mostrando que ao longo de toda a simulagédo o substrato permanece em
uma posicao razoavelmente fixa, interagindo com praticamente 0s mesmos residuos com 0s quais
interage na configuracdo inicial.

Uma diferenca importante, entretanto, é a maior participacdo da His175 em detrimento
da His144, ao contrario do observado no docking. De fato, a His144 forma ligac6es de hidrogénio
em menos de 25% do tempo para todas as réplicas, mostrando que esse residuo de fato permanece
livre para participar do ataque nucleofilico ao hidrogénio anelar em posicdo 4, como proposto
por Pfleger e colaboradores para a primeira etapa do mecanismo de catalise enzimatica.

Observa-se ainda que, para a réplica 2, além do padrdo de interacdo comum, ha formacéo
de duas ligacdes de hidrogénio adicionais, envolvendo o Trp35 e a Tyr70. Nesse sistema, a
tirosina-70 apresenta ocupacao de mais de 90% e inclusive a possibilidade de formar mais de
uma ligacdo de hidrogénio simultaneamente. Esse residuo interage na porcao carboxilica do
substrato, juntamente com a Tyr217 e a Argl02, o que sugere que a interacdo da Tyr70 com o
ligante poderia liberar, em alguns momentos, a Tyr-217 para atua¢do como base na etapa final
do mecanismo, que é a desidratacao.

O triptofano-35, por sua vez, € um residuo que compdem o inicio da hélice-a2, sendo o
residuo dessa estrutura mais proximo do sitio ativo. Isso justifica porque a mobilidade dessa
hélice é reduzida no complexo com o substrato na comparacdo com a enzima livre.

E possivel que essa interacdo esteja presente nas demais réplicas — justificando porque
a mobilidade dessa hélice também € reduzida nas demais simulacbes — mas nao tenha sido
contabilizada em func&o do raio de corte de 3,5 A utilizando na geracdo do mapa de ligacdes de
hidrogénio. Em sistemas bioldgicos é usual definir-se o comprimento maximo de ligacdes de
hidrogénio como até 4,0 A, porém optou-se por uma abordagem mais conservadora a fim de se
filtrar as interacdes mais essenciais e diminuir a complexidade da analise.*®

Observando a estrutura do complexo para a segunda réplica no tempo 69590 ps — quando
ocorrerem 11 liga¢Bes de hidrogénio simultaneas, o méximo absoluto (Figura 52) — é possivel
perceber a formacdo de uma intrincada rede de ligacGes de hidrogénio, sobretudo entre a porgéo
carboxilica e residuos de diversos dominios, inclusive o Trp35, da hélice-a2, que atua
restringindo a movimentacao dessa estrutura inteira, como descrito anteriormente.

Na Figura 52 estdo discriminadas apenas 8 das 11 ligacdes de hidrogénio apontadas pelo
Gromacs. Isso ocorre pois 0 programa ADT néo sinaliza mais do que uma ligacéo por residuo,
ainda que alguns residuos claramente facam mais de uma ligacao simultanea, como € o caso da
Argl102.

A porcéo carboxilica do ligante faz ao todo 7 ligacGes de hidrogénio com o sitio ativo,
sendo trés ligacbes com a Argl102 (ponte salina), duas com o Trp35 (o angulo para ligagdo com
os dois oxigénios carboxilicos é adequado, ainda que a figura ndo mostre), uma com a Tyr70 e
uma com a Tyr217, enquanto que as hidroxilas do anel produzem as quatro ligacdes restantes
com os residuos His175, Lys200, His144 e o esqueleto peptidico da Phe211.
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Observa-se ainda que a His144 se deslocou bastante em relacdo a posicao inicial,
participando de uma ligacdo de hidrogénio com a hidroxila da posi¢cdo 5, e ndo mais com a
carbonila do substrato, como apontado pelo docking. Isso evidencia como a presenca do substrato
gerou alteracbes conformacionais no sitio ativo, que corroboram 0s aspectos mecanisticos
anteriormente descritos.

: R70

§200

Figura 52 — Padrdo de ligagdes de hidrogénio apontado pelo programa ADT para o quadro de 69590 ps da réplica 2
da simulacdo enzima-substrato. As ligacGes de hidrogénio estdo pontilhadas em verde.

Um desses aspectos é a atuacdo da His144 no ataque nucleofilico ao hidrogénio axial
em posicdo 4, o que é factivel na medida em que houve de fato um deslocamento desse residuo
por sobre este hidrogénio ao longo da simulacdo promovido, provavelmente, pela complexacéo
do ligante no sitio.

Outro aspecto interessante € a observacdo de que a Tyr217 se encontra em uma posicao
favoravel para remover o hidrogénio-6 em posicdo equatorial no anel, o qual também estad em
posicao anti ao grupo OH de saida (posi¢do 5), num forte indicio de mecanismo de eliminagédo
E2. Esse grupo de saida é, inclusive, estabilizado ndo apenas por ligacdo de hidrogénio com o
esqueleto peptidico da Phe-211, mas eventualmente também pela His144 — que estaria protonada
apos remover o hidrogénio axial 4 — favorecendo essa eliminacgdo, que ¢ a etapa lenta da reacao.

E possivel ainda acompanhar a evolugdo temporal de formagcéo e extincdo das ligacdes
por meio do grafico da ocupacdo parcial — a ocupacdo a cada passo de tempo ou nimero de
quadros pré-definido — em funcdo do tempo total de simulacdo. Esse resultado é mostrado na
Figura 53 e foi gerado a partir da réplica 1, pois essa apresenta um numero de ligacbes médio
mais proximo da média geral, utilizando-se passo de 100 quadros (0,5 ns) e um limite minimo de
ocupacdo total de 10% para uma ligacao ser considerada na analise.

Pode-se observar pela figura que ha trés interacGes que sdo constantes ao longo do tempo
de simulagéo, mantendo uma ocupacao acima de 80% em toda a trajetdria e envolvem os residuos
Phe211 e Hisl75, que se ligam a porcdo anelar do ligante, e Argl02, que se liga ao grupo
carboxilato. E interessante observar que a ocupacio dessas ligacdes € intensificada ao longo da
trajetoria, em especial para a arginina, que passa a realiza até 3 ligagdes de hidrogénio simultaneas
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com o substrato nos 20 ns finais da simulacdo — ainda que ndo permanecam até o final de
simulacéo.

A constancia e eventualmente a intensificacdo dessas trés interacdes também foi
observada nas outras reproducdes do sistema indicando que esses trés residuos s@o 0s mais
importantes para o ancoramento do substrato no sitio ativo e para fixa-lo em uma conformacéo
adequada para a reacdo enzimatica.

/—" WW -- Argl02
- Argl02

— Argl02

His144

— His175
Phe2l1
Tyr217

Ocupagio (%)

Figura 53 - Ocupacao parcial em fungéo do tempo de simulagdo para o sistema enzima-substrato (réplica 1)

E interessante observar ainda que ndo ha um comprometimento significativo da His144
na formacéo de ligacdes de hidrogénio. De fato, tanto nesta como nas demais reprodugdes do
complexo enzima-substrato a ocupacdo desse residuo oscila abaixo de 40%, 0 que permitiria a
atuacdo catalitica desse residuo nos seus momentos livres, como proposto no modelo
mecanistico.

Analogamente, pode-se observar que hd& momentos ao longo da simulacdo em que a
Tyr217 se desliga da porcéo carboxilica do ligante, como ocorre entre 20 e 25 ns no grafico
mostrado. Isso reforca a hipdtese de que essa tirosina possa atuar diretamente no mecanismo de
catélise enzimatica, na medida em que mostra que esse residuo ndo esta plenamente imobilizado
por interacdo com o substrato e que pode, como mostrado anteriormente, adotar em uma
configuracdo geométrica adequada para atuar na desidratacao.

Além dessas interagfes principais, que sdo comuns as réplicas 1 e 3, a réeplica 2
apresentou ainda a formacdo de ligagdes de hidrogénio com a Tyr70 e com o Trp35, ambos
residuos que interagem na porcdo carboxilica do ligante. Essas interagdes, como descrito
anteriormente, podem estar relacionadas a estabilizacdo de por¢des da estrutura secundaria e
eventualmente ndo estdo sendo observadas nas demais réplicas em razdo dos raios de corte
aplicados.
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De fato, pode-se observar essa interacdo em alguns momentos das outras simulacGes do
sistema, como no quadro de 33330 ps da réplica 1, que representam um dos maximos de ligacGes
de hidrogénio simultaneas para essa simulacdo (Figura 54) e na qual se observa a atuacéo da
Trp35 na interacdo com a porcao carboxilica do substrato, assim como observado na réplica 2
(Figura 52), inclusive observando-se 0 mesmo padrdo de ligacGes de hidrogénio entre as duas
réplicas.

Figura 54 — Padrdo de ligagdes de hidrogénio entre enzima e substrato no tempo de 33330 ps da réplica 2. As
ligacGes de hidrogénio encontram-se pontilhadas em verde.

Isso reforga a atuacéo do residuo Trp35, que ndo € considerado como parte do sitio ativo,
na interagcdo com o substrato e mostra que essa interacdo pode estar relacionada com alteragdes
conformacionais globais do receptor (reducdo da mobilidade da hélice a2, por exemplo) as quais
podem impactar 0 mecanismo de catélise enzimatica, que depende do posicionamento adequado
dos residuos cataliticamente ativos.

5.2.3 Enzimaem complexo com produto

Através da cristalografia de raios-X, Pfleger e colaboradores observaram que a enzima
AsbF havia se cristalizado complexando o produto, acido 3,4-dihidroxibenzoato (DHB).% Porém,
apenas atraves do presente trabalho e das investigacGes experimentais que o precederam foi
possivel a constatagdo e comprovagdo que esse composto de fato atua como um inibidor
enzimatico razoavelmente potente, sinalizando um mecanismo de retro-inibig&o.

Por essa razdo, € interessante compreender a evolucdo dindmica da interagdo deste
composto com o sitio ativo enzimatico com vistas ndo apenas no desenvolvimento de inibidores
mais eficazes, mas também no aprimoramento da enzima por meio de engenharia genética, na
medida em que o 4cido 3,4-DHB é um insumo industrial importante e essa enzima é apontada
como muito promissora na biossintese industrial desse composto.'*

Novamente foram realizadas 3 reproducdes da simulacdo da enzima em complexo com
0 produto de 100 ns cada. Na Figura 55 estd mostrado a evolugdo temporal do RMSD dos
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carbonos-a para cada uma dessas réplicas e para sua média, em relagdo a estrutura inicial. Pode-
se observar que o desvio quadratico médio apresenta uma oscilacdo razoavel, sobretudo para a
réplica 1, porém tende a uma estabilizagdo nos tempos finais de simulacéo.

Em média, o RMSD oscila em torno de 0,1144 nm, praticamente o mesmo valor
observado para a simulagdo enzima-substrato. Percebe-se ainda que ap6s um rapido crescimento
nos 10 ns iniciais, um patamar € obtido e se mantém relativamente constante ao longo de as
simulagdes, indicando que um estado de equilibrio foi atingido.
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Figura 55 — Evolucdo temporal do RMSD dos carbonos-o em relagdo a estrutura inicial para as 3 reprodugdes da
simulacdo enzima-produto e sua média.

Pela analise da mobilidade dos carbonos-a realizada com o MDLovoFit (Figura 56)
percebe-se que as réplicas 2 e 3 apresentam um padrdo praticamente idéntico de RMSD
acumulado em funcdo da fragdo de carbonos-o considerada, sendo que 97% dos atomos para a
réplica 2 e 98% para a réplica 3 apresentam desvio quadratico médio inferior a 1,0 A. Apenas a
réplica 1 destoou desse padrdo, porém, ainda assim 91% dos seus carbonos-a podem ser alinhados
com um RMSD inferiora 1,0 A.
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Figura 56 - RMSD acumulado dos carbonos-a em fungéo da fragdo de atomos consideradas no ajuste para as trés
réplicas da simulagdo enzima-produto.
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Esse comportamento € muito similar ao observado na simulacdo enzima-substrato,
podendo-se alinhar, em média, 95% dos carbonos-a a menos de 1,0 A de RMSD, mostrando que
a interacdo com esses ligantes induz alteracGes em outras por¢cdes da enzima, que impactam a
mobilidade de toda a estrutura.

Pela analise visual do RMSD dos carbonos-o (Figura 57) observa-se que ndo ha um
padrdo tdo claro de mobilidade como o observado nas simulagdes enzima-substrato. E
interessante notar, no entanto, que regiGes mais proximas do sitio ativo, como o lago helicoidal e
a alga B1-al se mostram bem menos flexiveis com o produto do que com o substrato, indicando
a existéncia de uma interacdo mais intensa, que resulta em uma restricdo maior do sitio ativo.

Novamente se observa que a hélice-B2 apresenta baixos valores de RMSD nas trés
simulagdes, evidenciando que, assim como com o substrato, ha interacdo entre residuos dessa
regiao e o ligante a qual impacta a mobilidade dessa por¢do enzimatica.

De fato, a restricdo da mobilidade dos residuos do sitio ativo pela interacdo com ligantes
aparentemente se propaga ao longo de toda a estrutura visto que tanto na simulacdo da enzima
com substrato, mas especialmente na simula¢do com o produto, as por¢des de maior mobilidade
sdo algas, como a que liga a hélice-p3 a folha-a3 ou entdo as pogdes N-terminal (hélice al) ou
C-terminal, que sdo as por¢6es mais afastadas do sitio ativo.

R1 Hélice al R? Laco R3
helicoidal

Al¢a 3-a3

Figura 57 — Sobreposicao de 100 frames extraidos a cada nanossegundo para as trés reprodugdes da simulacao
enzima-produto (R1-R3) coloridos segundo RMSD dos carbonos-a. Em vermelho as por¢des mais moveis e em
azul as mais rigidas. O cofator magnésio esta destacado.

Uma excecdo, no entanto, seria o lago helicoidal que compd@e a parede externa do sitio
ativo e que apresentou uma mobilidade significativa nas simulagGes enzima-substrato, porém
valores de RMSD menores na simulacdo com o 3,4-DHB. Possivelmente é a interagdo com 0s
residuos dessa porgdo o fator determinante para a atividade inibitdria dos ligantes.

Essa diminuicdo da mobilidade se faz mais clara quando se observa a flutuagdo
quadratica média dos residuos (Figura 58), em que se pode perceber uma diminuig&o significativa
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na mobilidade do laco helicoidal, que passa de 0,3 nm no complexo com substrato para pouco
mais de 0,15 nm na simulacdo com produto.
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Figura 58 — Flutuacdo quadratica média de todos os residuos para as trés réplicas da simulacdo enzima-produto e
para a média.

De fato, as regides com maiores valores de RMSF sé&o as porcdes nitrogénio e carbono-
terminais, compostas por residuos naturalmente mais moveis por estarem nas pontas livres da
cadeia peptidica, bem como algumas al¢as, como a que liga a hélice-a2 a folha-f2 ¢ a alga a3-
B3, que mantém o mesmo RMSF que o observado para o complexo com o substrato.

Especificamente para o sitio ativo, se observa um RMSF médio de 0,074 nm (Figura
59), um pouco maior do que observado para a simulagdo com o substrato (0,066nm),
possivelmente em funcdo do aumento da mobilidade da Tyr217, cujo RMSF passou de 0,15 nm
na simulacdo com o substrato para 0,18 nm com o produto, porém ainda abaixo do observado
para a enzima livre (0,22 nm) e da Pro213, que passou de 0,072 para 0,093 nm de RMSF, mas
que também se manteve abaixo do observado na auséncia de ligantes.
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Figura 59- RMSF médio dos residuos do sitio ativo em relagdo a estrutura inicial das simula¢des da enzima em
complexo com seu produto.
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Em geral, os valores médios de RMSF obtidos para esse sistema sdo muito proximos
dos observado para a enzima com o substrato, indicando a existéncia de um padrdo de interacfes
similar entre os compostos. A maioria dos residuos manteve 0 RMSF estavel no comparativo dos
dois sistemas. A unica divergéncia, além da Tyr217 e da Pro213, é a His144 que apresentou uma
diminuic3o de 0,92 A para 0,71 A no comparativo entre as simulacdes, sendo o Gnico residuo do
sitio ativo que apresentou diminuicéo significativa de RMSD quando se compara os dois ligantes.

Considerando que para a enzima livre 0 RMSF médio desse residuo é 1,0 A, percebe-se
que houve uma interagdo mais significativa deste com o produto do que com o substrato, razdo
pela qual ha essa diminuigéo significativa da mobilidade. E possivel, inclusive, que essa interagio
tenha grande responsabilidade na atuacdo do produto como um inibidor, especialmente quando
se considera o papel fundamental desse residuo no mecanismo de catalise enzimatica.

Analisando-se o padrdo temporal de ligacdo de hidrogénio entre enzima e produto ao
longo das trés triplicatas da simulacdo (Figura 60), observa-se que sédo formadas até 9 ligacdes
de hidrogénio simultaneas, portando duas ligacGes a menos que o valor maximo que substrato foi
capaz de formar. Em média, o produto forma 4,84 ligacGes de hidrogénio simultdneas com o
produto, nimero muito proximo do observado para o substrato, que foi de 5,02 ligacdes,
indicando que a inibicdo enzimatica ndo esta relacionada com a quantidade, mas sim com a
intensidade e natureza dessas interagdes.

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

Nimero
o

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 100
Tempo (ns)

Figura 60 — Evolucdo temporal do nimero de liga¢des de hidrogénio entre enzima e produto para as trés réplicas da
simulagéo.

A identidade dessas ligacdes pode ser constatada no grafico de ocupacéo das ligacdes
de hidrogénio (Figura 61), em que se observa uma menor participacdo da Tyr217 e da Phe211
em ligagdes de hidrogénio, o que € coerente com o observado na anélise de RMSF, e mostra que
esses residuos possivelmente ndo desempenham um papel tdo fundamental na inibicéo
enzimatica.

Por outro lado, a Tyr70 apresentou incremento significativo formacéo de ligacdes de
hidrogénio, com ocupacao media passando de 34% na simulacdo com substrato para mais de 65%
na simulacdo com produto. De fato, com o substrato houve formacéo de ligacdes de hidrogénio
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com esse residuo em apenas uma simulagéo, enquanto que com o produto essa interacdo esteve
presente em todas as réplicas.
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Figura 61 — Ocupagdo dos residuos em ligacGes de hidrogénio para as trés réplicas da simulacéo enzima-produto ao
longo dos 100 ns das trajetorias.

Quando comparadas com a simulacdo com substrato, a Argl02 e a Hisl75 nao
apresentaram diferencas significativas de ocupacdo em ligacGes de hidrogénio, reforcando a ideia
de que esses residuos, que interagem em extremos opostos do ligante, sejam as “ancoras”
principais de fixacdo dos ligantes no sitio ativo enzimatico.

Na réplica 2 houve ainda uma fraca ocupacdo do Trp35, que assim como descrito
anteriormente para o substrato, pode néo ter sido observado nas outras simulacdes em funcéo dos
raios de corte aplicados, mas que justificaria a diminui¢do de mobilidade da hélice-o2 observada
para ambos o0s ligantes, com a consequente estabilizacdo estrutural global da enzima.

Outro aspecto interessante, é a atuacdo da His144 cuja ocupacgdo passa de 19,4% na
simulacdo com o substrato para 21,3% na simulacdo com produto. Um leve incremento, porém,
em concordancia com a diminuicdo de RMSF observada. Interacdes de outra natureza também
podem ter contribuido para a diminui¢do de mobilidade observada, em especial empilhamento-
T, que ja havia sido apontado pelo programa BINANA como um diferencial entre substrato e
inibidores na interacdo com esse residuo.

Utilizando-se como referéncia novamente a réplica com um nimero medio de ligacao
de hidrogénio intermediério (réplica 3, com 5,09 ligacbes simultdneas) acompanhou-se a
evolucdo temporal da ocupagdo, resultado que € mostrado na Figura 62.

Pode-se observar, sobretudo na compara¢do com o substrato (cf. Figura 51), que ha
realmente um maior envolvimento da His144 em liga¢des de hidrogénio, sobretudo na metade
final da simulagéo ao mesmo tempo em que a Tyr70 também passa a atuar nesse tipo de interacéo
— ainda que por vezes se desligue do produto — o que ndo foi observado para o substrato com a

mesma frequéncia.
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Figura 62 — Evolugdo temporal da ocupacao dos residuos em ligagdes de hidrogénio para o complexo enzima-
produto.

Novamente se observa que o par Argl02-His175 mantém uma forte interacdo com o
ligante, sustentando uma ocupacdo superior a 90% ao longo de toda a simulagdo, mesmo
comportamento observado para a Tyr217.

Na Figura 63 estd mostrado o padrao de ligacBes de hidrogénio obtido no frame de 59600
ps da primeira réplica, momento em que ocorrem 9 ligacdes de hidrogénio simultaneas, 0 maximo
absoluto para esse sistema.

Figura 63 — Padrdo de ligagdo de hidrogénio entre enzima e produto para o frame de 59600 ps da réplica 1, que
representam o maximo de liga¢cdes simultaneas.
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E interessante observar que houve uma mudanca significativa no arranjo dos residuos
ao redor do ligante e no proprio padrdo de interacdes quando se compara esse resultado com o
obtido por docking e com o proprio resultado cristalogréafico (cf. Figura 27).

Em primeiro lugar, percebe-se um reposicionamento da Argl02, que adota uma
conformacdo muito mais propicia para a formacédo de ponte salina com o grupo carboxilato do
ligante, a0 mesmo tempo em que ha uma aproximacéo da Tyr217 e especialmente da Tyr70 (com
gquem o grupo COO- provavelmente mantém duas ligacoes de hidrogénio, ainda que apenas uma
seja mostrada na figura), favorecendo a retencdo do grupo carboxilato através de uma rede de
ligacGes de hidrogénio.

A formacéo dessa rede de ligacGes também ocorre com os grupos hidroxila, sobretudo
para 0 OH em posicdo para, que passa a interagir com a Phe21l e a His144, residuos que
inicialmente estavam envolvidos com a eliminacdo da hidroxila vizinha e que apds a conversédo
de substrato a produto se rearranjam para formar essa rede, justificando a atuacdo do produto
como um inibidor.

Outro aspecto interessante na comparacdo do resultado de dinamica com o dado
cristalogréafico é a inversao das interacOes realizadas pelas histidinas 144 e 175. Inicialmente, a
His175 estava interagindo com o grupo 4-OH enquanto a His144 interagia com o 3-OH, situacéo
de se reverte durante a dindmica, indicando que a estrutura cristalografica realmente apresenta
um comportamento distinto do que seria esperado em solu¢do, na medida em que ndo houve um
giro do ligante — as interacdes com a porcao carboxilato se mantem inalteradas — mas sim houve
um rearranjo dos residuos ao redor do mesmo durante a dindmica.

5.2.4 Enzimaem complexo com acido gélico (ligante 4)

Nos ensaios experimentais de inibi¢do enzimatica, o ligante 4 (&cido galico) se mostrou
0 mais potente dentre todos os compostos estudados, com ICso estimado em 4,36 umol.L™,
Compreender de que forma esse composto atua na inibicdo enziméatica é de fundamental
importancia no desenho de moléculas mais potentes e sobretudo mais seletivas na interagédo e
inativacdo da deidroshikimato desidratase de B. anthracis.

Por essa razdo, a evolugdo temporal da enzima em complexo com esse ligante também
foi estudada por meio de simulacéo de dindmica molecular, realizada em triplicada e tomando-se
como ponto de partida o0 modo de ligacdo de menor energia apontado por docking.

A primeira propriedade avaliada nessas simulagdes foi a evolugdo temporal do RMSD
dos carbonos-a, resultado que esta mostrado na Figura 64, em que se pode observar que ha um
leve aumento do RMSD ao longo das simulagdes, até aproximadamente 75 ns, quando ocorre
uma relativa estabilizacdo e o alcance de um patamar em torno de 0,14 nm. O RMSD médio foi
de 0,1215 nm, um pouco acima do valor observado nas simula¢Ges com substrato e com produto,
mas ainda abaixo do observado para a enzima livre, sugerindo que esse ligante também atua
restringindo a mobilidade estrutural da enzima por meio de sua interacdo com o sitio ativo.
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Figura 64 — Desvio quadratico das posicdes atdmicas do carbonos-a para as trés reprodugdes da simulagdo da
enzima em complexo com o &cido galico.

Grande parte desse aumento da mobilidade média se deve ao comportamento da terceira
réplica, que apresentou RMSD médio de 0,1387 nm, sobretudo em fungdo de um rearranjo
configuracional que ocorre por volta de 75 ns. Para as demais simulagdes 0 RMSD médio oscilou
em torno de 0,11 nm, mesmo valor observado para os sistemas estudados anteriormente.

Entretanto, quando se avalia a mobilidade acumulada por meio do MDLovoFit percebe-
se que o comportamento das reproducdes é muito semelhante (Figura 65) e mesmo a terceira
réplica pode ter seus 94 % de seus carbonos-o alinhados com RMSD inferior a 1,0 A, valor muito
préximo do observado para as demais reproduces, que é de 97%.
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Figura 65 — RMSD dos carbonos-a das trés réplicas da simulagdo enzima-ligante 4 em funcéo da fracdo de atomos
considerada no alinhamento.
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Isso indica que um pequeno grupo de atomos é responsavel pelo grande incremento de
mobilidade observado na terceira réplica desse sistema, enquanto que a maior parte da estrutura
ndo sofreu alteracGes significativas ao longo das simulacBes, o que pode ser comprovado
visualmente pela sobreposicéo de frames das trés trajetorias geradas e sua coloracdo de acordo
com os percentuais de mobilidade observados (Figura 66).

Percebe-se que os maiores valores de RMSD da réplica 3 ocorrem na regido do laco
helicoidal, que engloba muito residuos cataliticamente importantes, enquanto que praticamente a
totalidade da estrutura apresenta valores muito baixos de mobilidade, possivelmente até inferiores
aos observados nas demais reprodugdes, sobretudo para as hélices como as hélices 02 e a3. Além
do lago helicoidal, outras partes que apresentaram valores de RMSD significativos foram regifes
de al¢a, como as algas f3-02 e 4-a4.

R1 R2 R3

Laco
helicoidal

Alca p4-a4

Alca p3-a3

Figura 66 — Sobreposicao das estruturas geradas por dinamica em 100 frames de 1 ns para os sistema enzima-
ligante 4 para as trés réplicas (R1-R3). A cor vermelha indica por¢des com RMSD superior a 1,0 A.

Essa maior mobilidade para o lago helicoidal também pode ser observada nas demais
reproducdes, ainda que ndo de forma tdo intensa, indicando que a presenca do ligante 4 no sitio
ativo ao invés de produzir uma restricdo na mobilidade do sitio, como observado para o produto
e em menor grau para o substrato, gerou, na verdade, um rearranjo estrutural do mesmo.

Eventualmente, esse rearranjo pode estar relacionado a uma relaxac¢do do sitio ativo, que
inicialmente estava “ajustado” para a interagdo com o produto e que foi forcado, por meio do
docking, a se ligar a um composto mais volumoso e significativamente rigido, o qual, ao contrario
do substrato que pode ser moldar mais facilmente ao sitio, obriga que o sitio se molde a ele.

Isso reforca a hipotese de que o sitio ativo da estrutura cristalografica é excessivamente
restrito, dificultando o encaixe dos ligantes por docking e contribuindo para a baixa correlacéo
entre as energias de ligacdo do docking e os resultados experimentais. Induzir o alargamento do
sitio por meio da dindmica molecular com ligantes mais volumosos pode permitir a obtencédo de
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conformac®es estruturais mais proximas das condicdes bioldgicas, seguindo o modelo de encaixe
induzido por ligante, e, portanto, mais relevantes para realizacdo do ensemble docking.

A existéncia desse comportamento de relaxagdo/alargamento do sitio ativo € reforcada
pelos dados de flutuacdo quadratica média dos residuos, que estdo mostrados na Figura 67, em
que se observa valores significativamente elevados de mobilidade entre os residuos 200 e 225,
atingindo um valor médio de 0,4 nm, superiores inclusive, ao observado para a enzima livre em
solucéo.
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Figura 67 — Flutuacdo quadrética média (RMSF) de todos os residuos para as trés reproducées do sistema AsbF-
ligante 4 e valor médio.

As demais porcOes da enzima, no entanto, permanecem com RMSF significativamente
baixo, em um comportamento comparavel ao observado no complexo com o produto (cf. fig.
5.33). A excecdo estdo algumas regides de algas, sobretudo a alga f4-04, porém com impacto
muito pequeno sobre o sitio de ligacdo, uma vez que se encontra significativamente distante deste.

Em relacdo especificamente aos residuos que compdem o sitio ativo (Figura 68),
observa-se um RMSF médio de 0,079 nm, muito préximo do observado para o produto (0,074
nm) e naturalmente acima do observado para o substrato (0,066 nm).
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Figura 68 — RMSF medio dos residuos do sitio ativo das trés reprodugdes do complexo enzima-ligante 4.

Na comparacdo com o complexo enzima-produto (cf. Figura 59), houve, como esperado,
um aumento das mobilidades de todos os residuos cataliticos localizados no laco helicoidal, com
destaque para a Phe211 e Pro213, que passaram de 0,074 nm para 0,096 e de 0,093 para 0,110
nm, respectivamente, na comparagdo entre os complexos, porém ainda abaixo do observado na
auséncia de ligante, o que foi compensado com uma diminui¢cdo da mobilidade da Tyr70 e
Phel04.

Analisando-se o comportamento temporal do nimero de ligaces de hidrogénio entre o
ligante 4 e o receptor (Figura 69), observa-se que ha, em média, a formacéo de 4,49 ligacGes de
hidrogénio simultaneas, valor menor do observado para o produto (4,84 ligacdes) sobretudo por
influéncia da réplica 3, que produziu um valor médio de 3,68 ligacdes de hidrogénio simultaneas,
enquanto que a primeira e a segunda reproducdes da simulacdo levaram aos valores de 4,88 e
4,92 ligacdes de hidrogénio simultaneas.

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
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Figura 69 — Evolucdo do nimero de ligagdes de hidrogénio simultaneas formadas entre o ligante 4 e o receptor
para as trés reproducgdes desse complexo.
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E interessante observar que a réplica 3 também foi a que produziu 0 maior ndmero de
ligacGes de hidrogénio simultaneas entre ligante e receptor (10 ligacdes), em dois momentos nos
20 ns iniciais da simulacdo, ao mesmo tempo em que produziu 0s menores valores em seus 20 ns
finais, mostrando que houve um desligamento do ligante ao longo da simulacéo, possivelmente
induzido pelo rearranjo do sitio ativo anteriormente descrito. E possivel inclusive acompanhar a
diminuicdo do numero de ligacGes de hidrogénio maximo formado nessa reproducéo ao longo da
trajetoria.

Porém, tdo interessante quanto isso € o fato de que ao longo dessa simulacdo as
alteracdes estruturais produziram uma maior organizacao de por¢fes importantes enzima, como
pode ser observado na Figura 70, que sobrepdem o primeiro e o ultimo frame da trajetdria gerada.

Pode-se observar, por exemplo, que a regido do laco helicoidal (em amarelo na figura)
passou de uma estrutura secundaria disforme para uma forma mais rica em hélices-a, que séo,
consequentemente mais estaveis, indicando que, apesar de haver uma menor interacdo com o
ligante, sua presenca induziu alteracBes conformacionais que agregam uma maior estabilidade
estrutural ao sistema, o que possivelmente acontece também nas condicdes experimentais.

Figura 70 — Sobreposicao do primeiro frame (estrutura clara) e do Ultimo (estrutura colorida) para a terceira réplica
do sistema enzima-ligante 4.

Em relacéo a ocupacéo dos residuos em ligacGes de hidrogénio, pode-se observar pela
Figura 71 que novamente as maiores ocupacdes pertence aos residuos Argl02 e His175, os dois
ganchos principais de interagéo entre a enzima e os ligantes, como ja foi observado anteriormente
para o substrato e produto.
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Figura 71— Ocupacdo dos residuos em ligagdo de hidrogénio com o acido gélico para cada réplica da simulagao
desse sistema.

Além destas, se destacam as interacdes estabelecidas pela Tyr217 com ocupacdo média
de 62 %, valor préximo do observado para o produto (64%) e da Phe211, cuja ocupacéo foi em
média de 53%, abaixo do observado para o produto (70%), no entanto, em todas as réplicas esses
residuos € capaz de interagir com duas ligac@es de hidrogénio — gracas a hidroxila extra do &cido
galico comparada com o 3,4-DHB — 0 que pode estar relacionado com a maior poténcia do acido
galico.

Assim como para o produto, a His144 atua em menos de 25% do tempo de trajetdria na
formacdo de ligacBes de hidrogénio, entretanto, conforme mostram os dados da réplica 2, esta
pode formar mais de uma ligacdo simultdnea com o inibidor, o que também pode ter relacdo com
a poténcia do composto, sobretudo diante do papel primordial que esse residuo detém no
mecanismo de catélise enzimatica.

A Tyr70 e o Trp35 apresentam ocupacao relevante em ligacdes de hidrogénio em apenas
uma das trés réplicas cada, indicando que esses detém um papel secundario ao menos nessa forma
de interacdo. Além disso, a reducdo observada na mobilidade da Tyr70 ndo aparenta estar
relacionada diretamente com sua interacdo com o ligante.

Na Figura 72 esta mostrada a evolucéo temporal da ocupacdo dos residuos em ligacoes
de hidrogénio ao longo da réplica 2, onde se observa que ao longo de toda a trajetoria os residuos
Argl102 e His175 mantém uma ocupacdo superior a 90%, em semelhanga ao que ocorre na
simulagdo com o produto. Em compensacdo, a interacdo com a Tyr217 se mostra mais
intermitente, ainda que se mantenha em um nivel superior a 50% em praticamente todos os
momentos.
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Figura 72 — Evolucdo temporal da ocupacao em ligacGes de hidrogénio ao longo da réplica 2 do complexo enzima-
ligante 4

Destacam-se ainda a interacdo com a Phe211, que apesar de inconstante, ocorre por meio
de duas ligacdes de hidrogénio simultaneas com o acido galico, ambas com ocupacao superior a
40%, bem como a interacdo com a His144, que também ocorre por meio de duas ligacdes, uma
das quais tem sua ocupacdo aumentada ao longo da simulacdo, atingindo 100% nos instantes
finais de simulacdo, dois comportamentos que ndo foram observados em nenhuma das simulac6es
com o produto.

Na Figura 73 esta mostrado o padrdo de ligacdes de hidrogénio dos frames de 97680 ps
(réplica 1, figura A) e 17020 ps (réplica 3, figura B), que correspondem aos valores maximos de
9 e 10 ligacbes de hidrogénio simultanea entre a enzima e o acido galico, respectivamente.

Pode-se observar que assim como para o produto e o substrato, a por¢éo carboxilica do
ligante forma duas ligac6es de hidrogénio com a Arg102, com caracteristicas de ponte salina e
uma com a Tyr217. No frame da réplica 3 ha também a formacao de ligacdo de hidrogénio entre
essa porcao e o Trp35.

A interacdo com o Trp35 também foi observada em algumas das reproducfes para
produto e substrato, ndo sendo, entretanto, téo frequente e perene quanto as outras duas interagdes
e sendo comumente substituida pela interagdo com Tyr70, o que ocorre frequentemente no
produto.

Isso mostra que tanto a interacdo com Tyr70 quanto com o Trp35 ndo detém fungdes
essenciais na poténcia dos ligantes, mas poderiam ser utilizados para aprimorar a seletividade dos
mesmos pela inser¢do de grupos capazes de interagir com ambos residuos simultanea e mais
frequentemente — o que poderia ser feito por uma reagéo de esterificagdo com um alcool de cadeia
curta, visto que essa porcao do sitio se mostra significativamente impedida.
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(A)

(B)

Figura 73 — Padrdo ligacGes de hidrogénio que ocorrem entre o ligante 4 e o sitio ativo enziméatico no frame de
97680 os da replica 1 (figura A) e de 17020 ps da réplica 3 (figura B) e que correspondem aos maximos de LHs
simultaneas de suas trajetdrias. As ligacOes estdo pontilhadas em verde.

Certamente determinante na acdo inibitoria, no entanto, sdo as interagcdes que ocorrem
com os grupos hidroxila do ligante e os residuos His144, His175, Lys200 e Phe211, esse ultimo
integrante do laco helicoidal. Pode-se observar que ha a formacdo de uma rede de ligacdes de
hidrogénio e que envolve inclusive a formacdo de duas liga¢6es de hidrogénio com a Phe211 e
possivelmente também duas com a His144, o que ndo é de facil ocorréncia com o produto e
provavelmente contribui para o potencial inibitério do acido galico (4.36 umol.L™?) ser quase 10
vezes maior do que o do produto (38 pmol.L™).

Assim como observado para o produto e diferindo dos resultados de docking (cf. Figura
34) a His175 atua formando uma ligacdo de hidrogénio com a hidroxila em posicao 3, a qual
mantem-se durante todas as simulacdes, como mostrado pela evolucdo temporal da ocupacao,
enquanto que a His144 prefere interagir com as hidroxilas 4 e 5, ao contréario do apontado por
docking, em que mostrou a interacdo deste residuo com a hidroxila em posicao 3.

Isso indica que, assim como para o produto, ao longo das simulagdes houve uma
alteracdo conformacional do sitio ativo induzida pela presenca dos ligantes levando os residuos
a orientacOes diferentes daquelas apresentadas na estrutura cristalografica e que certamente
impactam os resultados de docking e sua correlacdo com os dados experimentais.

119



5.2.5 Enzimaem complexo com ligantes 27 e 37

Em meio a baixa correlagdo observada entre os resultados de docking e os dados
experimentais, dois ligantes se destacaram em virtude de seus elevados desvios frente aos dados
de potencial inibitorio in vitro, que foram o ligante 27 (desvio de 49%) e especialmente o ligante
37, que apresentou um desvio de quase 70% sobretudo em razéo da superestimacdo das energias
de ligagéo pelo docking.

Para compreender as razdes de justificam esses desvios e racionalizar eventuais falhas
na metodologia de docking empregada, realizaram-se simulagdes de dindmica molecular desses
ligantes a partir de seus modos de ligagdo de menor energia apontados por docking e em duplicata
para cada sistema.

Novamente, primeira propriedade avaliada é o desvio quadratico das posi¢des atdbmicas
dos carbonos-a, que permite um acompanhamento geral das simulagdes e a verificagdo de que
um estado de equilibrio dindmico foi atingido, resultado que estd mostrado na Figura 74, para 0s
dois sistemas.

Pode-se observar que ha um aumento do RMSD nos primeiros 25 ns das simulagdes,
seguido de uma relativa estabilizacdo, sobretudo a partir da metade final, quando um patamar é
obtido, indicando que os sistemas passam a oscilar em torno de conformacdes de equilibrio.

Em média, se observa um RMSD de 0,1099 nm para o complexo com ligante 27 e de
0,1144 nm para o complexo com o ligante 37, na pratica 0 mesmo valor observado para as
simulagdes com o substrato e com produto, mostrando que esses ligantes ndo induzem alterac6es
estruturais significativas a enzima, o que é coerente com seu volume relativamente reduzido,
comparado ao acido gélico, por exemplo.
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Figura 74 — RMSD das posi¢des dos carbonos-a ao longo das simulagdes da enzima em complexo com ligante 27
(A) e em complexo com ligante 37 (B) e suas respectivas médias.

Essa constatacdo € comprovada pela analise acumulada de RMSD dos carbonos-a em
funcéo da fracdo de atomos considerada, gerada pelo MDLovoFit (Figura 75), em que se pode
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observar que, nas quatro simulacbes realizadas, mais de 96% dos carbonos-o. podem ser
alinhados, em média, com desvio quadratico médio inferior a 1,0 A.
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Figura 75 — RMSD acumulado em fung&o da fragdo de carbonos-a da estrutura considerada na analise para as duas
réplicas das simulagdes da enzima em complexo com os ligantes 27 e 37.

Através da sobreposicdo de 100 frames gerados para cada uma dessas trajetdrias e
coloridos de acordo com as mobilidades quadraticas médias dos residuos (Figura 76) pode-se
observar gue as maiores mobilidades ocorram com porcdes de alca da enzima, sobretudo a alca
B3-a3, que tem porgdes de RMSD elevado para os dois sistemas e em todas as simulagdes, sendo
relativamente maior para o complexo com o ligante 37.

Para o complexo com o ligante 27, ainda que haja uma reducdo de mobilidade dessa
alca, se observa uma maior movimentacdo de residuos proximos ao sitio ativo, inclusive do
préprio laco helicoidal, como ocorre na réplica 1.
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Figura 76 — Sobreposi¢do de 100 frames ao longo das trajetérias geradas para a enzima em complexos com o
ligante 27 (acima) e com o ligante 37 (abaixo). Em vermelho estdo destacados os residuos com RMSD dos
carbonos-o superiores a 1 A.

Essa constatagdo fica ainda mais evidente através da analise de RMSF dos residuos de
cada um desses sistemas, resultado que é mostrado na Figura 77, em que se pode observar que, a
excecdo das porgdes carbono e nitrogénio terminais, grande parte dos residuos desses sistemas
tem flutuagdes inferiores a 2,0 A. Para o complexo com o ligante 27, em média nenhum residuo
apresenta RMSF inferior a 3 A, ao passo em que para o ligante 37 apenas a al¢a p3-a3 ultrapassa
esse marco.

Convém lembrar que nas simulagdes com ligante anteriores apenas o complexo enzima-
produto apresentou residuos com flutuacéo superior a 3 A, nas demais, tanto da enzima com seu
substrato quanto em complexo com o ligante 4 por¢des importantes como o laco helicoidal
apresentaram valores de RMSF muito significativos, inclusive ultrapassando a marca de 4,0 A
com o acido gélico.
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Figura 77 — Flutuacdo quadratica média dos residuos ao longo das simulagdes da enzima em complexo com ligante
27 (A) e com ligante 37 (B) e respectivas médias.

Lembrando que a estrutura cristalografica, ponto de partida dessas simulacGes, € 0
complexo enzima-produto, os baixos valores de RMSF dos residuos nos complexos com 0s
ligantes 27 e com o 37 apenas mostram que o volume diminuto desses compostos ndo produz
alteracdes estruturais significativas no sitio ativo, da mesma maneira que o produto nao induz
mudancas uma vez que a estrutura cristalografica ja esta adaptada para o receber.

Esse resultado ¢ um forte indicativo de que as interacGes (ligacdes de hidrogénio,
interacdes hidrofdbicas, etc.) desses compostos com o receptor enzimatico ndo sédo as verdadeiras
responsaveis pelo elevado desvio observado entre os escores de docking e as energias livres
experimentais destes, mas sim € provavel que o docking ndo esteja penalizando o impedimento
estéreo do sitio na mesma intensidade que faz com os demais compostos, 0 que na pratica
subestima as energias de interacdo dos demais ligantes e produz a baixa correlacdo entre os dados
observada.

Especificamente para os residuos do sitio ativo (Apéndice D e Apéndice E ), observou-
se um RMSF médio de 0.0736 nm para o complexo com ligante 27 e de 0.0598 nm para o
complexo com o ligante 37, valores inferiores ao registrado tanto para o produto (0.0740 nm)
quanto para o acido galico (0.0795 nm). Para o ligante 37, inclusive, 0 RMSF médio do sitio ativo
foi inferior ao observado para o préprio substrato (0.0667 nm).

No caso do substrato, ainda que 0 RMSF médio dos residuos do sitio ativo seja pequeno
— gracas a interacdes fortes e efetivas — por¢des da enzima préximas ganharam mobilidade
induzidas pelo maior volume do substrato, enquanto que nessas simulages, a presenca do ligante
teve pouco ou nenhum efeito tanto no sitio ativo quando na estrutura de uma forma global.

Em relacdo as ligacGes de hidrogénio (Figura 78), pode-se observar que ocorrem, em
média, 1,28 ligacdes de hidrogénio entre a enzima e o ligante 27 e 5.68 ligagdes simultaneas com
o ligante 37.

O nimero méximo de liga¢Ges simultaneas foi observado em 7620 ps da réplica 2 para
o ligante 27 (5 ligagdes simulténeas) e em 61510 ps também na segunda réplica para o ligante
37, quando houve a formacdo de 9 ligagcdes de hidrogénio simultaneas.
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Figura 78 — Evolugdo temporal do nimero de liga¢des de hidrogénio simultaneas para cada réplica da simulacdo da
enzima em complexo com ligante 27 (superior, em azul) e em complexo com ligante 37 (inferior, em vermelho).

Facilmente se percebe que o ligante 27, em razdo do limitado nimero de grupos
hidroxilas e do posicionamento inadequado de seus doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio
é de fato incapaz de formar e manter um namero significativo dessas interagdes. Enquanto o
docking havia indicado a formacdo de 4 ligacGes de hidrogénio para esse residuo, percebe-se que
este forma, na pratica, menos de duas dessas ligacbes, em média, evidenciando mais uma das

formas com que o docking pode estar superestimando a energia de ligacdo desse composto.
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Figura 79 — Ocupacdo dos residuos em ligacGes de hidrogénio para as duas réplicas da simulagdo da enzima em
complexo com o ligante 37.
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Por outro lado, o ligante 37 forma entre 5 e 6 ligacdes de hidrogénio, em media, 0 que
estaria de acordo com o apontado por docking, ndo fosse a identidade dessas ligac6es, que sofre
uma alteracdo significativa ao longo da dinamica, como pode ser observado no padrdo de
ocupacao dos residuos em ligacdes de hidrogénio para esse sistema (Figura 79).

Em primeiro lugar, chama a atencdo que o ligante 37 ndo forma, em nenhuma das
reproducoes, ligacbes de hidrogénio com a Tyr217, ao contrario do observado para tanto para
substrato e produto quanto para o acido galico e contrariando, inclusive seus resultados docking.

E interessante notar também que os residuos com as maiores ocupagdes foram a Tyr70
e Phe211, os quais foram apontados para os demais ligantes como tendo um papel secundario na
interacdo com o sitio ativo. O docking inicial considerou em seu lugar a interagdo com a Tyr217
e com a His175.

Outro ponto importante e que merece destaque ¢ a reducdo da ocupacao da His175, que
para 0s demais inibidores nunca esteve abaixo de 90%, mas que para o ligante 37 chega a ser
reduzida para menos de 50%, como ocorre na réplica 2.

Como discutido anteriormente, a Hisl75 em conjunto com a Argl02 atua como as
principais ancoras dos ligantes no sitio ativo, sendo imprescindiveis na inibicdo enzimatica.
Portanto, ao mostrar que esse ligante ndo é eficiente na manutencdo simultanea dessas ligacdes,
os resultados de dindmica molecular reforcam que o docking superestimou a contribuicdo dessas
interacdes para a energia de ligacdo desse composto.

A ineficiéncia desse composto em se manter fixo e plenamente ancorado no sitio ativo
fica ainda mais evidente quando se observa a evolucdo temporal da ocupacdo em ligacbes de
hidrogénio (Figura 80), aqui mostrada para a réplica 2.

Pode-se perceber que a exce¢do da Tyr70, que permanece interagindo com o grupo
carboxilato do ligante ao longo de toda a simulacdo, os demais residuos sofrem alteracdo em sua
ocupacao, desde uma diminuicdo a troca dos atomos interagentes. Por exemplo, ha inicialmente
a formacdo de ligacbes de hidrogénio com a Hisl75 e a Phe211, porém, a partir de 65 ns, a
ocupacdo da Phe21l1 é drasticamente reduzida e acompanhada de um aumento abrupto da
ocupacao do Glul42. Da mesma maneira, ha nesse mesmo momento uma troca entre 0s grupos
do ligante que estdo interagindo com a His175, mostrando que o ligante sofre uma leve rotacédo
dentro do sitio ativo, o que evidencia a fraqueza de suas interagdes.

O glutamato-142, assim como o Glu253, compde o sitio de complexa¢do do cofator
magnésio. O fato da dindmica mostrar uma interagdo com a Glu142 enquanto o docking mostrou
a interacdo com a Glu253 mostra que houve um leve reposicionamento dos residuos ao longo da
dindmica, possivelmente induzido pela presenca e pelas interac6es do ligante.
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Figura 80 — Evolugdo temporal da ocupagdo dos residuos em ligacoes de hidrogénio para a réplica 2 do complexo
enzima-ligante37.

Quando se analisa o padrao de ligac6es de hidrogénio nos instantes finais das trajetdrias
desse complexo (Figura 81) percebe-se como o ligante é capaz de se movimentar dentro do sitio
ativo, produzindo padrdes de ligacdo significativamente diferentes entre os dois frames.

(A) “ (B)

Figura 81- LigacOes de hidrogénio formadas entre o ligante 37 e os residuos do sitio ativo no tltimo frame (100 ns)
daréplica 1 (A) e da réplica 2 (B) desse sistema. As ligacdes de hidrogénio estdo pontilhadas em verde

Chama a atengdo que, além de nunca haver a interagdo com a Tyr217 — ao contrério do
apontado por docking — para maximizar o nimero de interagbes das hidroxilas a porgéo
carboxilica do ligante acaba interagindo por apenas um de seus oxigénios e ndo com ambos, como
ocorre com os ligantes mais potentes, o que prejudica a fixacdo do ligante, permitindo essa
movimentacao ao longo do sitio ativo e que também evidencia como esse composto se liga de
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forma menos efetiva ao sitio ativo enzimatico e justifica a sua baixa poténcia inibitoria
experimental.

Para o ligante 27, observa-se que além do numero de ligacdes de hidrogénio apontado
pelo docking na estrutura cristalografica (4 interagdes) ser um evento muito raro (cf. Apéndice F
, aporcdo carboxilica do ligante — um ponto de fixacdo primordial no ancoramento dos inibidores
no sitio ativo — raramente interage por ligacdes de hidrogénio, como pode ser constatado na
Figura 82, em que estdo mostrados o padréo de ligacGes de hidrogénio para o ultimo frame, de
100 ns, de cada réplica desse sistema.

(A) (B)

Figura 82 - Ligagdes de hidrogénio entre o ligante 27 e o sitio ativo enzimatico no dltimo frame (100 ns) da réplica
1 (A) e da réplica 2 (B) desse sistema. As ligacGes de hidrogénio estdo pontilhadas em verde.

Pode-se observar que ha geralmente duas ligacGes formadas, uma com His144 e uma
com a porc¢ao peptidica da Phe211, essa Gltima que ndo estava presente no docking. Em seu lugar,
o0 docking considerou a formacdo de uma ligacdo com a His175, a qual ndo ocorre em nenhum
momento das trajetorias de dindmica, como pode ser constatado no grafico da ocupacdo dos
residuos em ligacdes de hidrogénio, mostrado no.

A evolucdo temporal da ocupacédo dos residuos em ligacGes de hidrogénio (Figura 83)
mostra que, em alguns breves momentos héa a interacdo do grupo carboxilico com a Arg102 para
formacédo de ligacdes de hidrogénio. Porém, percebe-se também que a fixacdo ineficiente desse
composto provoca frequentemente o rompimento ndo apenas desta, mas de todas as ligacdes de
hidrogénio entre a enzima e o ligante, mostrando como o0 mesmo interage fracamente e
evidenciando como o modo de ligagdo apontado por docking ndo condiz com a condi¢gdo mais
natural ou pelo menos mais frequente para essa interacao receptor-ligante, justificando o elevado
desvio observado entre os dados de docking e os resultados experimentais.
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Figura 83 — Temporal da ocupacdo dos residuos em ligac@es de hidrogénio com o ligante 27 na réplica 1 desse
sistema.

Outro ponto que deve ser destacado, ndo apenas para o ligante 27 como também para o
37, é que a torcdo do grupo carboxilico em relagdo ao plano do anel aromatico foi
significativamente reduzida na dindmica, sendo uma das principais razdes pelas quais 0 nimero
de ligacOes de hidrogénio entre o carboxilato dos ligantes e a enzima foi diminuido.

Esse resultado mostra como a conformacéo e os modos de ligagéo apontados por docking
para esses ligantes ndo correspondem a uma condicéo realistica, evidenciando, juntamente com
todas as razdes anteriormente descritas, como a metodologia de docking superestimou o nimero
e a intensidade das interagdes da enzima com esses ligantes, o que ao final se traduz em um
elevado desvio entre as energias livres de ligacdo desses compostos, inibidores ineficientes, e 0s
escores de docking.

5.2.6 Enzimaem complexo com ligantes 13 e 46

A excecdo dos ligantes até aqui avaliados, os ligantes 13 (4cido 7-metoxi-2-
benzofuranocarboxilico) e 46 (acido indol-2-carboxilico) foram o0s U(nicos compostos
relativamente potentes segundo os dados experimentais que ndo interagiram com o sitio ativo
segundo o docking.

Ainda que seja provavel que essa dificuldade de interagir com o sitio ativo esteja
relacionada ao volume relativamente maior desses compostos, que em fungdo dos impedimentos
estéreos provoca uma penalizagdo grande para os modos de ligagdo no sitio ativo, ndo se pode
descartar a priori que possa haver um a interagdo de natureza alostérica, em que esses ligantes se
ligam a regido de entrada do sitio, como discutido na segdo anterior. Essa possibilidade é
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reforcada pelo fato dos ligantes 13 e 46 serem também os mais distintos quimicamente dos
compostos de que coordenam ao sitio ativo.

Dessa forma, realizaram-se simulacdes de dinamica molecular desses compostos
partindo-se do modo de ligagdo “alostérico” apontado pelo docking. A manutencédo dos ligantes
coordenados nessa regido ao longo da dinamica pode entdo comprovar que ha interacfes
significativamente fortes atuando sobre os mesmos, sugerindo um sitio de ligacéo alostérico, ao
passo que seu desligamento e migracdo reforcaria a hipotese de que um sitio ativo da estrutura
cristalografica é demasiadamente restrito.

O primeiro ponto a ser destacado € que, ao contrario das simulacGes que partem de
ligantes no sitio ativo, 0 RMSD médio dessas simulac¢des foi muito mais elevado (Figura 84),
sendo 0,1312 nm para o complexo com ligante 13 e de 0.1560 nm para o complexo com ligante
46, valores comparaveis aos da enzima livre, e no caso do ligante 46, inclusive, superiores a essa,
que foi de 0,1323 nm.
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Figura 84 — Evolugdo temporal do RMSD dos carbonos-o em relagéo a estrutura inicial para as duas réplicas da
simulagdo da enzima em complexo com o ligante 13 (figura A) e em complexo com o ligante 46 (figura B) e
respectivas médias.

Pode-se observar que ha, para o ligante 13, um aumento constante do RMSD até
aproximadamente 75 ns, a partir de quando uma certa estabilizacdo é atingida, porém num padrédo
oscilatorio, evidenciando um sistema mais flexivel do que observado nas simulagdes anteriores.

Para o complexo com o ligante 46, observa-se uma evolu¢gdo do RMSD um pouco mais
drastica. Nos primeiros 5 ns hd um rapido incremento do desvio quadratico médio, que
ligeiramente se estabiliza, porém em torno de 20 ns ha um salto abrupto seguido por uma nova
estabilizacdo e o alcance de um patamar centrado em 0,14 nm, o qual se mantem relativamente
estavel.

Entretanto, em torno de 60 ns ocorre um novo incremento, a partir do qual o patamar
final é atingido, se mantendo estavel em torno de 0,22 nm até o final da trajetdria. Na verdade,
esses saltos mostram a ocorréncia de dois eventos importantes, o primeiro em 17 ns da réplica 2
e 0 segundo em 64 ns da réplica 1, que impactam a estabilidade global da enzima.

O incremento de mobilidade da enzima nesses sistemas, na comparacdo com as
simulagdes com os ligantes no sitio ativo pode ser comprovado por meio do RMSD acumulado
em funcdo da fracdo de carbonos-a considerada (Figura 85), em que se observa que, em meédia
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87% dos atomos do sistema enzima-ligante 13 e 88% dos do sistema enzima-ligante 46 podem
ser alinhados com menos de 1,0 A de desvio quadratico médio, enquanto que para as simulagdes
anteriores esses valores foram sempre superiores a 95%.
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— Complexo Ligante 46 R1
0.15 Complexo Ligante 46 R2 —_

RMSD {nm}
=
=

0.05

0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

Fragio de carbonos-alfa

Figura 85 — RMSD acumulado em fung&o da fragdo de carbonos-a consideradas na analise para cada réplica das
simulagdes da enzima em complexo com os ligantes 13 e 46.

Chama a atencdo, no entanto, que esses 12 a 13% dos residuos que sdo responsaveis pela
maior parte do RMSD se encontram principalmente no laco helicoidal e em outras regides
préximas do sitio ativo, como pode ser constatado na sobreposicdo de 100 frames ao longo de
cada uma dessas trajetorias (Figura 86) e na flutuacdo quadratica média de todos os residuos ao
longo das simulagdes, mostradas no Apéndice G .

Ainda que haja, como sempre, valores mais elevados de mobilidade para regides de
algas, como as alc¢as $2-a2 e f4-04, a regido proxima do sitio ativo e em especial o lago helicoidal
apresentou altissima mobilidade em todas as réplicas e em ambos os sistemas, em especial no
complexo com o ligante 46, em que essa regido chega a apresentar um RMSF superior a 0,7 nm,
superior aos observados para a enzima livre.

Por outro lado, ao contrario das simulacGes da enzima livre, em que diversas regides da
enzima apresentam alta mobilidade, incluindo algumas a-hélices e folhas-p, como hélice a2, nas
simulagdes dos ligantes 13 e 46 o incremento de mobilidade ocorre em regides bem mais
especificas, mostrando que apesar desses compostos ndo estarem auxiliando na manutencao da
estabilidade estrutural, como fazem os ligantes anteriormente estudados, também néo estdo
permitindo a evolucdo natural do sistema, portanto ha alguma interacdo com enzima.

Uma das hipéteses levantadas inicialmente foi a da existéncia de um sitio de ligacéo
alostérico na regido que corresponde a entrada do sitio ativo, como apontado por docking.
Tomando-se como referéncia o cofator magnesio, que em funcdo da complexacdo com 0s
glutamatos 142 e 253 se mantém praticamente imdvel ao longo das simulacdes, calculou-se a
distancia entre os ligantes e o0 Mg?*, resultado que esta mostrado na Figura 87, com o intuito de
se testar essa hipotese.
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Figura 86 - Sobreposicdo de 100 frames, em cada nanossegundos de trajetoria, para os sistemas enzima em
complexo com ligante 13 (acima) e enzima em complexo com ligante 46 (abaixo). Em vermelho estdo destacados
os residuos com RMSD superior a 1,0 A.

Pode-se observar para o ligante 13 (Figura 87A), que os sistemas partem de uma
distancia inicial de 1,2 nm, que chega a diminuir para menos de 1 nm para a réplica 1 até os 37
ns, quando ocorre o afastamento abrupto do ligante para uma distancia praticamente invariavel
em torno de 1,6 nm. Para a réplica 2, h4 uma variabilidade muito maior e mais abrupta dessa
distancia, que oscila entre 0,9 e 2,5 nm ao longo da trajetéria, mas que ao final aparenta se
estabilizar a mesma distancia que o observado ao final de réplica 1.
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Figura 87 - Distancia entre o cofator Magnésio e os ligantes 13 (figura A) e 46 (figura B) ao longo das trajetorias
para cada réplica das simulagdes.

Apesar de que nas duas reproducdes o ligante 13 terminar as duas reprodu¢fes a mesma
distancia do cofator Magnésio, ndo se encontra na mesma posi¢do, como pode ser constatado na
Figura 88, na qual estdo sobrepostas as estruturas do ligante no inicio e ao final de cada trajetoria.
Na réplica 1 a estrutura final se encontra muito distante do modo de ligacdo do docking, ao passo
em que para a segunda reproducdo hd uma maior proximidade, porém, adotando uma orientagdo
significativamente diferente da inicial.

Figura 88 - Sobreposicéo das estruturas inicial (em rosa) e ap6s 100 ns de simulacdo (em verde) do ligante 13 para a
réplicas 1 (figura A) e a réplica 2 (figura B).

Para o ligante 46 (Figura 87B) ha um comportamento ainda mais distinto entre as
réplicas, que também partem de uma distancia inicial de 1,2 nm.

Na réplica 1 ocorrem inicialmente uma aproximacao do ligante para menos de 1,0 nm
durante os 25 ns iniciais da dindmica, seguido de afastamento e reaproximacoes até que em 67
ns ocorre um distanciamento drastico para quase 6 nm de distancia do cofator Mg, o que €
formalmente fora da enzima. E essa saida rapida do ligante a responsavel pelo aumento do RMSD
dos carbonos-a observado nesse mesmo instante. Supreendentemente, entretanto, ha o retorno
do ligante, que chega ao final da trajetoria a uma distancia estavel de 0,9 nm.
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Na réplica 2, por outro lado, ha o afastamento do ligantes desde os primeiros
nanossegundos, seguida de uma breve reaproximacdo em torno de 15 ns, até que a partir de 17
ns — mesmo tempo em que ha um salto no RMSD dos carbonos-a — o ligante comeca a se afastar
completamente, atingindo distancias superiores a 7 nm a partir de 25 ns, tendo nesse momento
migrado para fora da enzima.

De forma analoga a replica 1 e igualmente surpreendente, ha o retorno o ligante a partir
da metade final de trajetoria, se mantendo a mesma distancia em que se encontrava no inicio,
com pequenas oscilagdes em torno de 1,0 nm até os 20 ns finais, quando ocorre uma aproximacao
ainda maior do ligante que chega a menos de 0,6 nm do magnésio em alguns momentos,
terminando a trajetoria a uma distancia de 0,9 nm tal qual observado para réplica 1.

Quando se observa o ultimo frame de cada réplica (Figura 89) em comparagdo com a
estrutura inicial, percebe-se que o ligante 46 termina as duas trajetdrias praticamente na mesma
posicao, ainda que elas tenham tido evolucBes temporais completamente diferentes.

Figura 89- Sobreposicéo das estruturas do ligante 46 no tempo inicial (em rosa) e ao final de 100 ns de simulag&o
(em azul) para a primeira (figura A) e a segunda réplica do sistema (figura B).

Esse modo final de ligacdo ndo corresponde mais a entrada do sitio, mas sim houve a
entrada do ligante, sua aproximacdo do magnésio e inclusive a interacdo com residuos
importantes do sitio ativo, como pode ser observado no grafico da ocupacdo dos residuos em
ligacGes de hidrogénio (Figura 90), em que se observa que ao final das duas reproducdes do
sistema comeca a haver a formacao de uma ligacéo de hidrogénio entre o inibidor 46 e a Arg102,
o principal residuo responsavel pelo ancoramento da porcdo carboxilica dos ligantes no sitio
ativo. Além disso, é interessante observar o aumento da ocupacdo da Argl02 em ligacGes de
hidrogénio ao longo das simulagdes, atingindo 100% ao final das mesmas.
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Figura 90 — Evolugéo temporal da ocupacgdo dos residuos em ligac6es de hidrogénio com o ligante 46, na primeira
(vermelho) e segunda reproducdo (azul).

Observando mais detalhadamente a orientacdo do ligante ao final da trajetoria da réplica
2 (Figura 91) percebe-se que ele chega a formar duas ligaces de hidrogénio simultaneas com a
Argl102, além de uma ligacdo com a Ser68. Porém, observa-se também que 0 composto nédo
encontra-se ainda completamente inserido do sitio ativo, possivelmente em razdo de nédo ter
havido tempo suficiente de simulacdo para que o ligante pudesse entrar por completo.

TR 70 98

Figura 91 - Ligagdes de hidrogénio entre a enzima e o ligante 46 ao final de 100 ns de simulagdo, mostrando que o
inibidor entra parcialmente no sitio ativo. As ligagdes de hidrogénio estdo pontilhadas em verde e 0s principais
residuos do sitio ativo encontram-se destacados.

Apesar de ligacbes de hidrogénio continuas e estaveis terem sido obtidas apenas ao final

das simulagdes, em meédia ocorre a formacéo de 1,13 ligagdes de hidrogénio para o composto 13

e de 0,61 ligacOes para o ligante 46, atingindo inclusive valores como 5 e até 6 ligagdes

simultaneas em alguns momentos das trajetorias, como pode ser constatado na Figura 92, em que

estd mostrada a evolucdo temporal do nimero de ligacGes de hidrogénio de cada ligante com a
enzima ao longo de cada reprodugéo.
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Figura 92 — Evolugdo temporal do nimero de ligagcdes de hidrogénio entre o ligante 13 (azul) e ligante 46
(vermelho) e o receptor, para cada réplica realizada.

Isso mostra que mesmo durante suas derivas ao redor da enzima os ligantes interagem
com o receptor, sendo os grandes responsaveis pelas alterac@es estruturais observadas em regides
especificas, como o laco helicoidal, sobretudo as que ocorram nas simulagdes com o ligante 46 e
que culminaram em uma abertura do sitio ativo, permitindo que esse composto o adentrasse,
ainda que ndo completamente em virtude do tempo de simulacdo insuficiente.

Esse resultado, em conjunto com as observacdes feitas para o ligante 13, permite afirmar
que os modos de ligacdo apontado por docking para esses ligantes sdo artificios criado pela
dificuldade de os ancorar no sitio ativo devido aos seus elevados volumes, o que causa um grande
impedimento estéreo e acaba penalizando 0 modo de ligacdo natural.

Convém salientar que esses dois compostos sdo inibidores potentes experimentalmente,
com valores de ICsp de 68,5 umol.Lt e 90,0 umol.L* para os ligantes 13 e 46, respectivamente.
Observar por meio da dinamica molecular que o composto 46 tende a se dirigir espontaneamente
para o sitio ativo, evidencia que hé coeréncia entre os resultados teéricos de dindmica e os dados
experimentais. E muito provavel que o ligante 13 também se dirigiria ao sitio ativo caso as
simulagdes fossem suficientemente longas, pois, tal qual o ligante 46, sua presenca também
produziu mudancas conformacionais na enzima, sobretudo na regido do sitio ativo.

Essas fortes alteragdes estruturais do receptor na presencga desses compostos mostram a
validade do modelo de encaixe induzido, que nesse caso se evidencia por meio da expansao e
abertura do sitio ativo induzida pela aproximacéo dos ligantes, a qual, no limite de simulacfes
suficientemente longas, propicia sua interacdo de maneira apropriada no sitio ativo.

Isso mostra o0 quanto estrutura cristalografica é limitada para racionalizar por meio de
docking os modos, padrdes de interacdo e principalmente as energias de ligagdo dos diversos
compostos estudados e evidencia como a flexibilidade do receptor necessita ser levada em conta
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para obtencdo de um modelo que permita uma melhor correlacéo entre os resultados e sobretudo
permita a predicdo minimamente confiavel do potencial de inibic¢ao in vitro de novos compostos
a partir de resultados puramente teoricos, o grande objetivo desse trabalho e a motivacao do
proximo passo, que é o ensemble docking a partir das diversas estruturas da enzima obtidas em
todas essas simulacdes de dindmica molecular.

5.3 ENSEMBLE DOCKING

A partir das trajetorias das simulagdes de dindmica molecular, diversas estruturas do
receptor foram selecionadas e gerou-se um conjunto (ou ensemble) dessas estruturas para novos
dockings.

Idealmente, essas estruturas abrangeriam diferentes conformacgdes que a enzima adota
em solucdo e sobretudo conformac6es que adota na presenca dos ligantes, os quais podem tornar
0 receptor mais propicio a interacdo na medida em que cada ligante produziria um espectro de
conformac0es ativas que séo por ele estabilizadas (selecdo conformacional) ou entdo induziria
conformagdes do receptor nunca seriam encontradas na sua auséncia (encaixe induzido).

Dessa forma, a ideia do principal ao se realizar o ensemble docking é selecionar, dentro
dessas inimeras conformacdes da enzima obtidas das simula¢des, aquela ou aquelas que melhor
encaixam aos ligantes e que corresponderiam aos estados biologicamente ativos. Para isso, se
realizam dockings com essas mdultiplas estruturas da proteina em busca daquelas que geram 0s
melhores escores ou que melhor correlacionam os escores de docking com os resultados
experimentais.

Conhecendo-se essas estruturas biologicamente ativas, é possivel ndo apenas se obter
um entendimento mais aprofundado do mecanismo de ligacdo — o que é imprescindivel no
desenho racional de inibidores mais eficientes - mas também utilizar o docking para estimar de
forma rapida e relativamente confidvel a poténcia inibit6ria de novos compostos, evitando assim
o dispéndio de tempo e de recursos na sintese e no teste de moléculas que ndo seriam
experimentalmente ativas, um processo denominado de triagem virtual.

Através das simulacdes de dindmica molecular é possivel se obter um grande nimero de
estruturas distintas do receptor enzimatico. Entretanto, realizar o docking dos 25 compostos
experimentalmente ativos para cada uma das conformacdes possiveis demandaria ndo apenas
muito tempo, mas também um volume gigantesco de recursos computacionais, sobretudo de
memdaria de armazenamento.

Além disso, é provavel que a maioria dessas estruturas apresentaria pouca diferenca
entre si, tendo um impacto negligenciavel sobre os resultados de docking quando comparado com
a estrutura inicial, isto porque as proteinas apresentam niveis de flexibilidade, que vao desde
rearranjos de cadeias laterais até movimentagcdes globais, e que ocorrem em uma grande
variedade de escalas de tempo e de distancias.

Assim, ndo sendo possivel “docar” todas as conformacbes geradas por dinamica
molecular, é necessaria uma estratégia para a selecdo das conformacg6es mais relevantes dentro
das trajetorias, de forma que se possa incorporar a flexibilidade da proteina sem comprometer
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sua eficiéncia do docking e sobretudo que possa incluir as estruturas mais relevantes
biologicamente, que corresponderiam as conformacoes ativas.

Diante disso, diversas estratégias foram avaliadas na selecdo dessas conformacdes e
construcdo do ensemble. A primeira foi a extracdo do Gltimo frame de cada trajetdria, o que
corresponde ao tempo de 120 ns para as simulacdes da enzima livre e solucdo e de 100 ns para
suas simulacGes em complexo com os ligantes.

Conforme detalhado na secdo anterior, ao final das trajetdrias os sistemas, em geral,
atingem conformacdes de equilibrio — 0 que pode ser comprovado por meio da analise temporal
do RMSD, que atinge um patamar ao final das simula¢des, com pouca oscilacdo em torno de um
valor médio — justificando a relevancia de se incluir a Gltima estrutura de cada trajetoria no
ensemble.

Na Tabela VII estdo mostrados os parametros da correlacdo linear entre os resultados
experimentais e os escores de docking obtidos com cada uma dessas estruturas finais. Os valores
obtidos pelo docking na estrutura cristalografica estdo mostrados como referéncia.

Tabela VII — Coeficientes de correlacdo de Pearson, coeficiente de determinagdo (COD), inclinagdo da reta
de correlagdo e erro quadratico médio (RMSE) entre as energias livres experimentais e os resultados de docking
com cada estrutura final gerada.

Estrutura R-Pearson COD Inclinagéo RMSE
Enzima + Ligante 37 R2 -0.2126 0.0452 -0.168 0.547
Enzima Livre S2 -0.0679 0.0046 -0.025 0.256
Enzima + Ligante 46 R1 -0.0637 0.0041 -0.041 0.452
Enzima + Ligante 13 R1 -0.0622 0.0039 -0.036 0.408
Enzima + Ligante 13 R2 0.0135 0.0002 0.009 0.466
Enzima Livre S3 0.0252 0.0006 0.018 0.494
Enzima + Produto R1 0.0330 0.0011 0.016 0.344
Enzima + Ligante 37 R1 0.1285 0.0165 0.094 0.515
Enzima Livre S4 0.1363 0.0186 0.078 0.403
Enzima Livre S1 0.1458 0.0213 0.083 0.398
Enzima + Substrato R3 0.2152 0.0463 0.170 0.548
Enzima + Ligante 27 R1 0.2155 0.0465 0.142 0.459
Enzima + Produto R3 0.2653 0.0704 0.357 0.921
Enzima + Ligante 04 R3 0.2812 0.0790 0.189 0.458
Enzima + Substrato R1 0.2922 0.0854 0.308 0.716
Enzima + Ligante 04 R1 0.3180 0.1011 0.270 0.572
Enzima + Produto R2 0.3187 0.1016 0.298 0.630
Enzima + Ligante 04 R2 0.3411 0.1163 0.327 0.641
Enzima + Ligante 46 R2 0.3502 0.1226 0.268 0.509
Enzima Inicial 0.3599 0.1295 0.364 0.671
Enzima + Ligante 27 R2 0.3753 0.1409 0.296 0.519
Enzima + Substrato R2 0.4125 0.1702 0.318 0.498

Pode-se observar que, dentro do conjunto de 21 estruturas avaliado, apenas duas foram
capazes de produzir resultados mais correlacionados com os dados experimentais do que a
estrutura cristalografica, a saber, a réplica 2 da simulacdo com o ligante 27 e a segunda réplica

137



da simulacdo com substrato. Esta Gltima permitiu um incremento no Rz de 0,13 para 0,17, porém
as custas de uma diminuicdo na inclinacéo da reta de correlagéo, indicando que embora o modelo
obtido consiga explicar melhor a relagédo existente entre dados, o faz comprometendo a precisao
dos resultados frente aos valores experimentais.

O fato da maioria das estruturas avaliadas apresentar coeficiente de correlacdo de
Pearson inferior ao da estrutura de partida revela que a escolha do Gltimo frame das trajetorias
ndo é adequada para a construcdo do ensemble, pois mesmo que ao final das simulacbes os
sistemas possam ser considerados estaveis, atingindo uma conformacéo global de equilibrio —
como demonstrado pela evolugédo temporal do RMSD dos carbonos-a, por exemplo — alteraces
estruturais instantaneas continuam ocorrendo, bem como ha o reposicionamos de porcoes
flexiveis e das proprias cadeias laterais as quais, em média, correspondem a uma estrutura
equilibrada.

Dessa forma, o frame final da trajetdria ndo corresponde necessariamente a estrutura
final equilibrada da simulacéo, e esta, por sua vez, também pode ndo corresponder a estrutura
biologicamente ativa, ndo sendo surpreendente que a selecdo arbitraria desse ponto acarrete em
baixos valores de correlacdo frente aos dados experimentais.

Apesar disso, se pode perceber alguns aspectos comuns entre as réplicas dos mesmos
sistemas, os quais permitem inferir sobre o comportamento médio final da enzima em cada
condicdo estudada. Um desses aspectos diz respeito as estruturas retiradas das simulacbes da
enzima sem ligante, as quais estdo dentre as 10 com os piores desempenhos, uma das quais
produziu, inclusive, uma anti-correlacdo com os dados experimentais.

Isso mostra que na auséncia de ligantes a enzima adota uma estrutura mais relaxada e
mais aberta — como verificado por meio das simulacdes de dindmica molecular — a qual é
adequada para facilmente receber ligantes, porém néo para interagir efetivamente com eles. Na
presenca do ligantes, entretanto, a correlacdo com os valores experimentais aumenta, indicando
que a interacdo com tais compostos conserva ou induz o sitio de ligagcdo em uma conformacéo
adequada ao seu encaixe.

Dessa forma se pode imaginar que, livre em solucdo, a enzima adota uma conformacéo
mais aberta justamente para permitir a entrada do substrato/ligantes na cavidade do sitio ativo. A
medida em que estes entram e comegcam a interagir com o sitio, provocam nele alteracGes
conformacionais que fortalecem as intera¢des ja formadas ao mesmo tempo em que possibilitam
que novas interagdes sejam realizadas.

E isso que se observa quando ligantes como o &cido galico, produto e especialmente o
substrato estdo presentes na estrutura, o que faz com que haja pouca alteracdo nos parametros
correlagdo quando comparados com a estrutura inicial ou até mesmo haja uma melhora nos
mesmaos, como ocorre na segunda réplica da simulagdo com substrato.

Frente a essa constatacdo, desenvolveu-se a segunda estratégia de selecdo de estruturas,
baseada explicitamente no modelo do encaixe induzido.

Esse modelo sugere gque os ligantes induzem alteracGes conformacionais nas por¢oes da
enzima com a qual interagem, as quais podem ser transmitidas as subunidades vizinhas, levando
a modificacdo de sua estrutura tridimensional. Essas modificacfes, de diferentes graus de
amplitude e complexidade, induzem o receptor a uma conformacdo que favoreca o
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reconhecimento e maximize as interacdes com os ligantes, as quais jamais seriam obtidas na
auséncia dos mesmos.

Assim, buscou-se nas trajetdrias as conformacdes da enzima gque maximizassem as
interacdes e que, portanto, deveriam corresponder a melhor estrutura para encaixe de cada um
dos ligantes simulados. Especificamente, buscou-se pelos frames em que houvesse a formacao
do maior numero de ligacdes de hidrogénio simultaneas entre a enzima e cada um dos compostos
estudados, ndo apenas por esse ser o tipo de interacdo receptor-ligante mais facilmente avaliada
por meio das ferramentas de simulacéo de dinamica molecular utilizadas, mas também porque a
presenca de grupos doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio aparenta ser essencial para a
atuacdo dos compostos como inibidores, mostrando o papel primordial que essas interacfes
detém no mecanismo de inibicdo enzimatica.

Na Tabela V111 estdo mostrados os parametros de qualidade e a inclinacao das curvas de
correlacdo entre os resultados de docking com cada uma dessas estruturas e os dados
experimentais.

Pode-se observar que, dentre as 17 estruturas geradas, praticamente a metade foi capaz
de produzir resultados com melhor correlacdo com os dados experimentais do que a estrutura de
partida, com destaque mais uma vez para as simulacdes com o substrato, para as quais se obteve
incremento nos parametros de qualidade e na inclinacdo da curva de correlacdo para as trés
reproducdes, e notadamente para a réplica 3, que produziu um R-Pearson de 0,47 e inclinacao de
0,42. Portanto, o modelo obtido ndo apenas explica melhor os dados experimentais como também
o faz com uma precisdo melhor do que a obtida pelo docking na estrutura cristalografica.

Tabela VIII — Coeficientes de correlagdo de Pearson, coeficiente de determinacdo (COD), inclinacdo da reta
de correlagdo e erro quadratico médio (RMSE) entre as energias livres experimentais e 0s resultados de docking
obtidos com a estruturas que maximizam o ndmero de ligagOes de hidrogénio simultaneas enzima-ligante.

Estrutura R-Pearson COD Inclinagéo RMSE
Enzima + Ligante 13 R1 0.0210 0.0004 0.012 0.413
Enzima + Ligante 46 R1 0.0367 0.0014 0.024 0.457
Enzima + Ligante 27 R1 0.0791 0.0063 0.039 0.349
Enzima + Ligante 27 R2 0.1077 0.0116 0.119 0.782
Enzima + Produto R3 0.1546 0.0239 0.142 0.644
Enzima + Ligante 13 R2 0.1645 0.0271 0.109 0.462
Enzima + Produto R1 0.2924 0.0855 0.258 0.601
Enzima + Ligante 46 R2 0.3177 0.1009 0.191 0.405
Enzima + Ligante 04 R3 0.3496 0.1222 0.356 0.678
Enzima Original 0.3599 0.1295 0.364 0.671
Enzima + Ligante 37 R1 0.3645 0.1329 0.514 0.933
Enzima + Substrato R2 0.3654 0.1335 0.653 1.182
Enzima + Produto R2 0.3669 0.1346 0.281 0.506
Enzima + Ligante 04 R2 0.3769 0.1420 0.503 0.878
Enzima + Ligante 37 R2 0.3827 0.1464 0.444 0.763
Enzima + Substrato R1 0.3828 0.1466 0.429 0.735
Enzima + Ligante 04 R1 0.4186 0.1752 0.397 0.612
Enzima + Substrato R3 0.4708 0.2216 0.421 0.560
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No sentido oposto, das estruturas que produziram os piores parametros de correlacao,
encontram-se aquelas que foram geradas nas simula¢es com os ligantes 13 e 46, que chegam a
apresentar coeficiente de determinacéo préximo de zero, como observado na primeira réplica de
cada um desses sistemas.

Convém lembrar que tais ligantes ndo puderam ser docados no sitio ativo da estrutura
cristalogréfica e que as simulacGes de dindmica molecular partem dos mesmos ligados fora do
sitio, havendo inclusive a saida de tais ligantes ao longo da simulacgéo, os quais estdo interagindo
na superficie enzimatica no momento em que ocorrem a formacao do nimero maximo de ligagdes
de hidrogénio simultaneas (Figura 93), o que justifica os baixos valores de correlacdo observados.

Figura 93- Complexos enzima-ligante 13 (figura A, com ligante em verde) e enzima-ligante 46 (figura B, com
ligante em rosa) nos tempos de 45440 ps e 45000 ps, respectivamente, momento em que ocorre a formagéo do
maior nimero de ligagGes de hidrogénio simultaneas com a enzima.

Apesar disso, no entanto, esses resultados reforcam como a presenca dos ligantes no
sitio ativo induz a ado¢do de conformacgfes mais propicias seu encaixe e interacdo com a enzima,
ao mesmo tempo em que reforca que na auséncia destes, essas conformacdes mais ativas
biologicamente ndo sdo alcancadas. Ao invés disso, quando os ligantes estdo fora do sitio ou
ausentes, se observa que ha a abertura do mesmo, porém com a diminuicdo de sua capacidade de
interac&o.

Por outro lado, essa abertura é o que efetivamente permite a entrada dos ligantes no sitio,
o0 que foi de fato observado nas simulacdes com esses compostos (cf. Figura 87), em que ha o
retorno dos ligantes e sua entrada no sitio ativo nos instantes finais das simulacdes.

Provavelmente o tempo de simulacdo ndo foi suficiente para que esses ligantes se
acomodassem plenamente no sitio ativo e pudessem ajusta-lo para maximizar suas interacoes,
motivo pelo qual as estruturas finais das simulagdes também n&o apresentaram resultados bem
correlacionados com os dados experimentais.

Estender as simulacdes desses compostos até que a estabilidade estrutural plena seja
atingida pode comprovar essa hipdtese e € uma das perspectivas futuras do presente estudo.

A terceira estratégia empregada na construcdo do ensemble de estruturas € baseada no
modelo de selecdo conformacional, segundo o qual proteinas em solugdo existem como um
conjunto de conférmeros diferentes, que correspondem a minimos em sua superficie de energia
potencial e cujas populagdes sdo determinadas pela distribuicdo de Boltzmann com base na
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diferenca de energia entre esses minimos. Nesse modelo, o ligante apresentaria uma afinidade
maior por uma dessas conformacoes, estabilizando-a através de suas interacGes e fazendo com
que sua frequéncia no conjunto aumente.

Dessa forma, gerou-se por meio do programa g_cluster do pacote Gromacs um conjunto
de conformacdes distintas da enzima para cada trajetoria de dindmica molecular, agrupadas por
meio do desvio quadratico médio das posicGes atbmicas de todos 0s carbonos-o ou apenas dos
residuos do sitio ativo, a fim de se amostrar tanto alteracdes conformacionais globais quanto
modificacdes especificas no sitio ativo.

Como as populacBes desses conjuntos de estruturas estdo relacionadas com sua
estabilidade energética e assumindo que a conformacéo nativa e as conformacdes biologicamente
ativas sdo pontos de minimo (globais ou locais) da superficie de energia potencial — sendo
inclusive estabilizadas pela interacdo com os ligantes — dentre 0s inUmeros conjuntos gerados
apenas 0s conjuntos mais populosos foram levados em consideracdo na composicao do docking.

Ainda assim, 168 estruturas distintas foram selecionadas dentro das 21 trajetorias
geradas, sendo 74 pela clusterizacdo por RMSD dos carbonos-a e 94 pela clusterizagdo por
RMSD do sitio ativo. Nas tabelas Tabela 1X e Tabela X estdo mostrados os parametros de
qualidade das curvas de correlacdo entre os resultados de docking e as energia livres de ligacao
experimentais, as quais correspondem a clusterizacdo por RMSD dos carbonos-a e do sitio ativo,
respectivamente. Apenas o0s sistemas com coeficiente de correlacdo de Pearson superior ao obtido
pelo docking na estrutura cristalografica sdo mostrados nas tabelas. Os resultados completos
podem ser observados nos Apéndice H eApéndice 1.

Tabela IX — Pardmetros de qualidade dos modelos de correlagdo linear entre as energias livres
experimentais e os resultados de docking com a estruturas principais obtidas pela clusterizagdo por RMSD dos

carbonos-a.

Estrutura R-Pearson COD Inclinacao RMSE
Enzima Inicial 0.3599 0.1295 0.364 0.671
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-1 0.3646 0.1330 0.273 0.495
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-52 0.3659 0.1339 0.383 0.692
Enzima + Ligante 13 R2 CLS-1 0.3728 0.1390 0.284 0.503
Enzima + Ligante 04 R2 CLS-255 0.3773 0.1423 0.390 0.680
Enzima + Substrato R1 CLS-446 0.3811 0.1452 0.364 0.628
Enzima + Substrato R1 CLS-1 0.3854 0.1486 0.339 0.576
Enzima + Ligante 27 R2 CLS-33 0.3909 0.1528 0.414 0.693
Enzima + Substrato R3 CLS-166 0.4006 0.1605 0.420 0.683
Enzima + Produto R3 CLS-1 0.4060 0.1648 0.506 0.809
Enzima + Ligante 46 R2 CLS-189 0.4234 0.1793 0.290 0.442
Enzima + Ligante 13 R2 CLS-415 0.4309 0.1857 0.245 0.365
Enzima + Ligante 37 R1 CLS-2 0.4386 0.1924 0.403 0.586

Nas duas metodologias de clusterizacéo avaliadas, cerca de 15% das estruturas produziu
resultados de docking com melhor correlagdo linear com os dados experimentais. Em media,
obteve-se um coeficiente de correlagdo de Pearson de 0,21 pela clusterizagdo por RMSD dos
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carbonos-a e de 0,20 para clusterizagdo por RMSD do sitio ativo, bem como uma inclinagao
média das retas de correlacdo de 0,19 e de 0,18 para cada metodologia, respectivamente.

A proximidade entre esses valores sugere que boa parte dos clusters principais gerados
sdo 0s mesmos nas duas metodologias, o que é coerente na medida em que alguns residuos do
sitio ativo, sobretudo da parede externa e do laco helicoidal estdo entre 0s que apresentam as
maiores mobilidades na maioria das simulacdes, tendo um impacto grande no RMSD total.
Portanto, ao se clusterizar através da mobilidade de todos os carbonos-o também se esta
clusterizando indiretamente pela mobilidade do sitio ativo, em fungo da contribuicéo expressiva
desses residuos tém na flexibilidade total.

A clusterizacdo por meio do RMSD do sitio ativo, no entanto, se mostra mais
interessante na medida em que pode capturar alteragdes pequenas, possivelmente rearranjos das
cadeias laterais dos amino&cidos, que acabam tendo um impacto significativo na capacidade de
ligacdo dos inibidores. Por essa razéo é que se obtém em média 4,3 clusters principais em cada
trajetdria aplicando-se essa metodologia, contra 3,4 da clusterizacdo pelo RMSD dos carbonos-a
e também o motivo de se obter os maiores valores de correlacdo de Pearson (0,53 e 0,52) para
estruturas extraidas através desse metodo.

Tabela X — Pardmetros de qualidade dos modelos de correlagdo linear entre as energias livres
experimentais e os resultados de docking com a estruturas principais obtidas pela clusterizacdo por RMSD do sitio

ativo.

Estrutura R-Pearson COD Inclinacéo RMSE
Enzima Inicial 0.3599 0.1295 0.364 0.671
Enzima + Produto R2 CLS-383 0.3650 0.1332 0.292 0.529
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-143 0.3665 0.1343 0.217 0.392
Enzima + Produto R1 CLS-654 0.3716 0.1381 0.386 0.685
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-55 0.3722 0.1385 0.279 0.494
Enzima + Substrato R2 CLS-18 0.3754 0.1410 0.461 0.809
Enzima + Produto R1 CLS-817 0.3757 0.1412 0.375 0.658
Enzima + Substrato R2 CLS-784 0.3773 0.1423 0.564 0.984
Enzima + Ligante 27 R2 CLS-6 0.3815 0.1455 0.596 1.026
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-203 0.3940 0.1553 0.324 0.537
Enzima + Produto R2 CLS-10 0.4064 0.1651 0.550 0.879
Enzima + Substrato R1 CLS-57 0.4108 0.1688 0.395 0.623
Enzima + Ligante 04 R2 CLS-19 0.4132 0.1707 0.361 0.565
Enzima + Ligante 04 R1 CLS-19 0.4151 0.1723 0.371 0.578
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-49 0.4369 0.1909 0.403 0.590
Enzima + Ligante 37 R1 CLS-103 0.5222 0.2727 0.345 0.400
Enzima + Ligante 27 R2 CLS-150 0.5302 0.2811 0.551 0.627

Novamente, os destaques negativos ocorrem para as simulagdes da enzima livre em
solucdo, como pode ser constatado na Tabela XI, em que s&o mostrados os valores médios dos
parametros de qualidade e a inclinacdo das curvas de correlagéo para cada sistema, avaliadas para
todas as estruturas obtidas pelas duas metodologias de clusterizacdo e sobre todas as réplicas.

Pode-se observar que o coeficiente de correlagdo e Pearson e o coeficiente de
determinacdo obtidos para enzima livre sdo proximos de zero, havendo para algumas estruturas
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até mesmo valores negativos de correlacdo (cf. Apéndice H e Apéndice 1), comprovando a
hipdtese de que na auséncia de ligantes que estabilizem o sitio ativo em uma conformacéo
adequada para interacdo, ha a perda da capacidade de ligacéo efetiva.

Por essa mesma razao os sistemas da enzima com ligantes 13 e 46 vém logo em seguida
na lista dos piores valores de correlagéo entre os resultados de docking e os dados experimentais,
visto que tais na maior parte do tempo simulado tais ligantes encontram-se fora do sitio de ligagédo
e em geral muito distantes desse.

Tabela XI - Valores médios dos parametros de qualidade e da inclinagdo das curvas de correlagao
considerando-se todas as estruturas geradas de cada sistema, em ordem crescente de correlacéo de Pearson.

Sistema R-Pearson COD Inclinag&o RMSE
Enzima Livre 0.0498 0.0228 0.031 0.422
Enzima + Ligante 46 0.1063 0.0347 0.068 0.415
Enzima + Ligante 13 0.1460 0.0401 0.097 0.452
Enzima + Ligante 37 0.1653 0.0593 0.142 0.646
Enzima + Ligante 27 0.2612 0.0865 0.248 0.584
Enzima + Produto 0.2991 0.0949 0.310 0.655
Enzima + Ligante 04 0.3049 0.0991 0.265 0.586
Enzima + Substrato 0.3282 0.1103 0.371 0.751

No sentido oposto, estdo as estruturas geradas pelas simulacGes da enzima com seu
substrato natural, seguidas pelas do ligante 04 (acido galico), que € composto experimentalmente
mais ativo e também é o composto que mais mimetiza o substrato, indicando que a inducgdo
conformacional que o substrato provoca no sitio ativo a fim de maximizar suas interacdes e que
culminam com sua conversdao a produto também é realizada pelo acido galico, porém ao
maximizar essas interacdes esse ligante induz a inibicdo enzimatica.

Outro ligante importante e que também atua como inibidor é o produto (ou ligante 05),
e que vem logo em sequéncia na lista das maiores correlacbes médias, seguida dos inibidores
menos potentes, ligantes 27 e 37.

Portanto, tirando-se os ligantes 13 e 46 que ndo se encontram apropriadamente ligados
no sitio ativo durante as simulac@es, a correlacdo de Pearson média de cada sistema respeita a
mesma ordem que a atividade inibitoria experimental, o que evidencia como os ligantes
produzem de fato alteracdes no sitio ativo que afetam sua capacidade de ligacdo e que impactam
a atividade inibitdria in vitro, alteracBes essas que devem ser levadas em consideragdo para a
compreensdo dos mecanismo de inibicdo enzimatica e sobretudo para o desenho de novos
compostos, melhores e plenamente efetivos como inibidores.

Ao todo, combinando-se as estruturas geradas pelas trés estratégias de clusterizacéo
empregadas, foi possivel selecionar 38 conformac6es que apresentaram um desempenho melhor
que a estrutura cristalografica na correlacdo entre os resultados de docking e os dados
experimentais (Tabela XI1I).
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Tabela XI1 — Parametros de qualidade e da inclinacdo das retas de correlacdo em ordem crescente de R-
Pearson para as estruturas com desempenho de docking superior a estrutura cristalografica geradas pelas trés
estratégias de clusterizacdo empregadas.

Estrutura R-Pearson COD Inclinagdo RMSE Ordem
Enzima + Ligante 27 R2 SA-150 0.5302 0.2811 0.551 0.627 1
Enzima + Ligante 37 R1 SA-103 0.5222 0.2727 0.345 0.400 2
Enzima + Substrato R3 LH 0.4708 0.2216 0.421 0.560 3
Enzima + Ligante 37 R1 CA-2 0.4386 0.1924 0.403 0.586 4
Enzima + Ligante 04 R3 SA-49 0.4369 0.1909 0.403 0.590 5
Enzima + Ligante 13 R2 CA-415 0.4309 0.1857 0.245 0.365 6
Enzima + Ligante 46 R2 CA-189 0.4234 0.1793 0.290 0.442 7
Enzima + Ligante 04 R1 LH 0.4186 0.1752 0.397 0.612 8
Enzima + Ligante 04 R1 SA-19 0.4151 0.1723 0.371 0.578 9
Enzima + Ligante 04 R2 SA-19 0.4132 0.1707 0.361 0.565 10
Enzima + Substrato R2 FN 0.4125 0.1702 0.318 0.498 11
Enzima + Substrato R1 SA-57 0.4108 0.1688 0.395 0.623 12
Enzima + Produto R2 SA-10 0.4064 0.1651 0.550 0.879 13
Enzima + Produto R3 CA-1 0.4060 0.1648 0.506 0.809 14
Enzima + Substrato R3 CA-166 0.4006 0.1605 0.420 0.683 15
Enzima + Ligante 04 R3 SA-203 0.3940 0.1553 0.324 0.537 16
Enzima + Ligante 27 R2 CA-33 0.3909 0.1528 0.414 0.693 17
Enzima + Substrato R1 CA-1 0.3854 0.1486 0.339 0.576 18
Enzima + Substrato R1 LH 0.3828 0.1466 0.429 0.735 19
Enzima + Ligante 37 R2 LH 0.3827 0.1464 0.444 0.763 20
Enzima + Ligante 27 R2 SA-6 0.3815 0.1455 0.596 1.026 21
Enzima + Substrato R1 CA-446 0.3811 0.1452 0.364 0.628 22
Enzima + Substrato R2 SA-784 0.3773 0.1423 0.564 0.984 24
Enzima + Ligante 04 R2 CA-255 0.3773 0.1423 0.390 0.680 23
Enzima + Ligante 04 R2 LH 0.3769 0.1420 0.503 0.878 25
Enzima + Produto R1 SA-817 0.3757 0.1412 0.375 0.658 26
Enzima + Substrato R2 SA-18 0.3754 0.1410 0.461 0.809 27
Enzima + Ligante 27 R2 FN 0.3753 0.1409 0.296 0.519 28
Enzima + Ligante 13 R2 CA-1 0.3728 0.1390 0.284 0.503 29
Enzima + Ligante 04 R3 SA-55 0.3722 0.1385 0.279 0.494 30
Enzima + Produto R1 SA-654 0.3716 0.1381 0.386 0.685 31
Enzima + Produto R2 LH 0.3669 0.1346 0.281 0.506 32
Enzima + Ligante 04 R3 SA-143 0.3665 0.1343 0.217 0.392 33
Enzima + Ligante 04 R3 CA-52 0.3659 0.1339 0.383 0.692 34
Enzima + Substrato R2 LH 0.3654 0.1335 0.653 1.182 35
Enzima + Produto R2 SA-383 0.3650 0.1332 0.292 0.529 36
Enzima + Ligante 04 R3 CA-1 0.3646 0.1330 0.273 0.495 37
Enzima + Ligante 37 R1 LH 0.3645 0.1329 0.514 0.933 38
Enzima Inicial 0.3599 0.1295 0.364 0.671 --

*SA = clusteriza¢do por RMSD do sitio ativo, CA = clusterizagdo por RMSD dos carbonos-o, FN =
estrutura do ultimo frame da respectiva trajetoria, LH = estrutura com maior nimero de ligag@es de hidrogénio
simultaneas enzima-ligante.
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Contrariando o resultado medio, entretanto, duas estruturas extraidas das simulac6es
enzima-ligante 13 e enzima-ligante 46 apresentaram a sexta e a sétima melhor correlagdo com os
dados experimentais, respectivamente. Uma andlise mais criteriosa mostra que essas duas
conformaces foram geradas ao final de suas trajetdrias, nos tempos de 97230 ps e de 97060 ps,
para as simulacdes com os ligantes 13 e 46, respectivamente, momento em que tais ligantes ja
haviam retornado e entrado, ainda que parcialmente, no sitio ativo.

Isso reforca como os ligantes afetam o sitio ativo e o induzem a adotar conformacdes
que favorecam e fortalecam suas interacdes, comprovando a validade do modelo de encaixe-
induzido e sua aplicabilidade no estudo da presente enzima, bem como mostra que sem o ligante
essas conformacBes mais ativas ndo seriam obtidas.

Além disso, isso comprova como a selecdo arbitraria do ultimo frame ndo é adequada
para amostrar a conformacéo da proteina ao final da simulacdo, uma vez que o docking com tais
estruturas produziu correlagcfes significativamente mais baixas (R-Pearson de 0.1645 e 0.3177
para os ligantes 13 e 46, respectivamente), mostrando que flutuacdes instantaneas podem fazer
com qgue a estrutura desse frame ndo condiga com a estrutura final equilibrada.

Outro aspecto interessante é que os dois melhores resultados de correlagcdo ocorrem com
estruturas geradas nas simulagdes com os ligantes 27 e 37, que ndo sdo inibidores
experimentalmente eficazes, mas que ainda assim produziram Rz de 0,28 e 0,27, respectivamente,
valores muito superiores ao observado para a estrutura inicial (R2 = 0,13).

E possivel que seja justamente a ineficacia desses compostos a responsavel pela maior
correlacdo entre os dados de docking e os resultados experimentais observadas para essas
estruturas, na medida em que ao nao interagirem tdo bem com os residuos do sitio ativo, também
ndo restringem sua movimentacdo de forma tdo intensa como fazem ligantes potentes como &cido
galico e préprio produto enzimatico.

Isso permite rearranjos das cadeias laterais dos aminoacidos do sitio, porém sem que
haja uma alteracdo tdo drastica da estrutura total do sitio ativo, como a observada nas simulacdes
da enzima livre e que culminam na perda da capacidade de ligacdo efetiva com os compostos.
Esses rearranjos possivelmente levam a um aumento momentaneo do volume da cavidade interna
do sitio ativo, permitindo o docking adequado dos ligantes e a reducdo da penalizacdo por
impedimentos estéreos.

Ou seja, esses ligantes pouco efetivos fazem com que para essas simulagdes haja uma
situacdo intermediaria entre a auséncia total de ligantes, com perda da capacidade de interacdo
do sitio, e 0 outro extremo que € a presenca de ligantes extremamente potentes, que constrangem
0 sitio e prejudicam os resultados de docking ao induzir conformacdes extremamente impedidas.

Essa situagdo, no entanto, € muito efémera, como comprova 0 RMSF dos carbonos-o
dessas simulacdes (cf. Figura 76), que mostram a reduzida mobilidade do sitio ativo para esses
sistemas, razdo pela qual poucas estruturas extraidas dessas trajetorias sdo realmente efetivas no
docking, produzindo os baixos valores medio de correlagdo mostrados na Tabela XI.

Aliés, provavelmente € a constri¢do do sitio ativo na presenca dos ligantes a responsavel
para que mais de 78% das estruturas obtidas das trajetdrias tenham um desempenho de docking
inferior ao obtido para a estrutura cristalografica.

Essa hipotese e reforcada pela observacao de que a presenca de ligantes mais volumosos
do que o produto, como o acido galico e o substrato levaram a um aumento na mobilidade do
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sitio ativo, como observado no comportamento do RMSD dos carbonos-a desses sistemas (c.f.
Figura 47e Figura 66), levando-os a romper parcialmente o estreitamento do sitio que havia na
estrutura cristalogréafica, diferentemente do que fazem os ligantes 27, 37 e o produto (cf. Figura
57Figura 76), o que faz com que desempenho médio de docking das estruturas geradas na
presenca do substrato e do ligante 04 sejam significativamente superiores as dos demais ligantes.

Lembrando que soma de um nimero suficientemente grande de interacGes de variaveis
aleatorias independentes tende a uma distribuicdo normal centrada no valor de equilibrio,
segundo o teorema do limite central, fez-se a média dos resultados de docking das estruturas que
produziram individualmente os melhores resultados de correlacdo frente aos dados
experimentais, adicionando-se uma a uma até que todas as 38 estruturas tenham sido
contabilizadas.

Na Figura 94 estd mostrado o grafico do coeficiente de Pearson e da inclinagéo da curva
de correlacdo em funcdo do nimero de estruturas adicionadas no calculo dessas médias. Pode-se
observa que tanto a correlacdo como a inclinacao da curva de correlacéo atingem o valor maximo
quando os resultados das duas melhores estruturas sdo somados, para 0s quais se obtém um R-
Pearson de 0,5834 e inclinacdo de 0,448.

A consequente inclusdo de mais estruturas tende a diminuir a correlacdo, até a sexta
estrutura ser adicionada, quando ha um novo incremento no coeficiente de Pearson, porém
acompanhando deste ocorre uma diminuicdo importante na inclinacdo da curva, indicando um
declinio da precisdo. De fato, se os resultados dessa estrutura sdo adicionados aos das duas
melhores obtém uma correlacdo de 0,6022, porém a inclinacdo da curva de correlacdo se reduz
para 0,380, reforcando que essa melhora do modelo esta de fato condicionada a perda de preciséo.
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Figura 94 — Coeficientes de correlacéo de Pearson e inclinagdo da curva de correlacéo entre a média dos resultados
de docking e as energias livres experimentais em funcdo do nimero de estruturas consideradas na composicéo da
média.

Além desse ponto, a inclusdo de mais estruturas ndo é capaz de incrementar nem a
correlacdo nem a inclinagdo da curva. Ainda que algumas, com a 17 e a 28 tenham conseguido
aumentar levemente o R-Pearson, esse valor jamais volta a superar o obtido para as duas
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melhores. Ao final, quando todas as 38 melhores estruturas sdo adicionadas no calculo das médias
obtém-se um coeficiente de correlacdo de 0.4699 e uma inclinacéo de 0.394.

Essas observacOes estdo em acordo com outros estudos de ensemble docking, que
mostram que conjuntos com algumas poucas conformac6es podem melhorar a correlacao frente
aos dados experimentais, enquanto que conjuntos maiores tendem a comprometer ndo apenas o
desempenho como também a precisdo dos modelos gerados. Essa diminuicdo de qualidade se
deve tanto a imprecisdo intrinseca das funcbes de escore implementadas nos programas de
docking quanto ao potencial de se gerar mais falsos positivos a medida em que o nimero de
conformac0es da proteina aumenta, sobretudo se estruturas ndo-nativas estdo sendo incluidas na
composicdo do ensemble 8384

Tabela X111 - Escores de docking e desvio percentual em relacdo aos valores experimentais dos dois
ensembles finais gerados a partir dos melhores resultados das estruturas individuais. Resultados em ordem
crescente de AG de ligacao experimental.

Ensemble 1 Ensemble 2
Ligante (I?(:(;I/er?c,).l) (kEZ(I:/On[‘IZI) Desvio (%) (kEZT/orrrugl) Desvio (%)

4 -7.36 -8.0 -8.7 -1.4 -0.6
7 -6.07 -6.8 -11.1 -6.4 -5.5
5 -6.07 -1.4 -21.7 -6.9 -13.5
22 -5.83 -6.3 -7.2 -5.9 -1.8
13 -5.72 -6.1 -5.8 -5.9 -3.6
1 -5.69 -6.7 -16.9 -6.1 -8.0
46 -5.55 -6.1 -8.9 -5.8 -5.0
6 -5.54 -6.0 -8.9 -5.9 -6.3
28 -5.44 -6.1 -11.5 -5.7 -5.3
9 -5.11 -6.2 -20.5 -5.9 -15.6
29 -5.02 -6.3 -25.6 -6.2 -22.9
32 -5.01 -6.5 -29.2 -6.2 -23.4
19 -4.95 -6.0 -20.1 -5.9 -19.1
36 -4.89 -6.3 -28.1 -5.9 -20.2
14 -4.86 -5.8 -18.3 -5.5 -13.8
35 -4.83 -6.1 -25.3 -5.6 -15.3
18 -4.74 -6.9 -45.5 -6.4 -34.9
48 -4.73 -5.6 -17.2 -5.5 -16.2
41 -4.68 -6.4 -35.6 -6.2 -32.8
27 -4.63 -6.6 -42.6 -6.1 -32.5
8 -4.61 -6.5 -41.1 -6.1 -33.2
47 -4.56 -6.0 -32.5 -5.9 -28.8
34 -4.49 -6.4 -41.8 -5.9 -30.9
37 -4.48 -6.9 -563.6 -6.6 -47.0
15 -4.21 -5.8 -36.6 -5.5 -29.9
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Diante disso, avaliou-se comparativamente os dois ensembles que produziram o0s
melhores resultados na comparagdo com os dados experimentais. O Ensemble 1 é composto por
duas estruturas obtidas pela clusterizacdo de sitio ativo, uma da simulacdo com o ligante 27
(cluster 150, réplica 2) e outra da simulacdo com o ligante 37 (cluster 103, réplica 1), as quais
geram individualmente coeficientes de correlacdo de 0.5302 e 0.5222, respectivamente, mas
combinadas esse valor chega a 0,5834.

O Ensemble 2, por sua vez, é composto por essas duas estruturas e pela sexta com melhor
desempenho individual (cluster 415 da simulacdo enzima-ligante 13, réplica 2), que foi obtida
pela clusterizacdo por RMSD dos carbonos-a. Individualmente essa estrutura gerou um R-
Pearson de 0.4309, entretanto sua inclusdo junto as estruturas do Ensemble 1 promoveu um
incremento no coeficiente de correlacdo, que passou para 0,6022.

Apesar dessa inclusao levar a uma diminui¢éo na inclinagéo da curva de correlagéo, que
passa de 0,448 no Ensemble 1 para 0.394 no Ensemble 2, o que formalmente indica uma perda
na precisdo do modelo, quando se avalia o desvio dos resultados de docking em relacdo aos
valores experimentais (Tabela XIII) obtém-se para o Ensemble 1 um desvio médio de 25%,
comparavel a estrutura inicial, que foi de 23%, enquanto para 0 Ensemble 2 esse desvio é reduzido
para pouco mais de 18%.

A melhora no coeficiente de correlacdo aliada a diminuicao do desvio percentual médio
frente aos valores experimentais motivou a escolha deste Ensemble como o0 modelo final. A curva
que correlaciona os resultados desse ensemble de estruturas com os dados experimentais esta
mostrada na Figura 95, enquanto que a curva obtida para o0 Ensemble 1 é mostrada no Apéndice
J.

®  Docking Inicial

4.5 ® Ensemble 2

—y = 0.3644x - 4.399 (r* = 0.1275)
y =0.3804x - 4.095 (r* = 0.3627)

-5.54

-6.0 -

-6.5

Escore de Docking (kcal/mol)

-7.5 -7.0 -6.5 -6.0 -5.5 -5.0 -4.5 -4.0
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Figura 95 — Relagdes entre os resultados de docking e os valores experimentais de energia livre de ligacdo e curva
de correlagdo obtidas para o Ensemble 2 (vermelho) em comparagdo com o obtido pelo docking na estrutura
cristalogréfica (preto).
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Observa-se na figura que a inclinagdo da curva de correlacdo do Ensemble 2 € muito
proxima daquela observada para a curva de correlacdo do docking na estrutura cristalografica,
ambas distantes do comportamento canonico, porém a dispersdo dos pontos no Ensemble 2 é
significativamente menor que para o docking inicial, por isso a melhora tdo significativa na
correlacdo entre as variaveis. Além disso, se percebe o deslocamento da curva de correlacéo do
Ensemble 2 em direcdo a curva candnica, o que se traduz na melhora do desvio em relacdo aos
valores experimentais na comparacao com o docking na estrutura cristalogréafica.

Quando se sobrepbem os modos de ligagdo de menor energia de cada ligante nas
estruturas que compdem esse ensemble (Figura 96) observa-se que apenas na estrutura extraida
da simulacdo com ligante 27 ha compostos que ficam fora do sitio ativo, e justamente 0s
compostos mais volumosos (13, 41, 46, 47 e 48). Para as demais simula¢cdes todos 0s compostos
foram docados adequadamente no sitio.

Figura 96 — Sobreposi¢do do modo de ligagdo de menor energia nas estruturas que compdem o Ensemble 2,
extraidas das simulagdes enzima-ligante 27 (A), enzima-ligante 37 (B) e enzima-ligante 13 (C). O cofator
magnésio estd destacado em verde.

Os modos de ligacdo de menor energia ndo sdo estritamente iguais para as trés estruturas
— possivelmente a razao pela qual a correlagdo é melhor combinando-se as trés estruturas do que
as considerando individualmente - porém tendem a ser muito parecidos, como pode ser
constatado na Figura 97, em que esta mostrado o melhor modo de ligagdo para o &cido galico
(ligante 04) no docking com as estruturas extraidas das simulagdes com os ligantes 27 e 37.

Chama a atencdo que esses modos de ligacdo sdo muito diferentes daqueles observados
pelo docking na estrutura cristalogréafica (cf. Figura 34) e também divergem do padrao principal
de interacOes verificado nas simula¢des de dindmica molecular desse composto, ndo havendo
mais, por exemplo, a formacao de ponte salina entre a Arg-102 e a porg¢éo carboxilica do ligante,
tampouco interacéo significativa de seus grupos hidroxila com a His175, que foram apontados
pelas dindmicas como as ancoras principais de complexacdo do ligante 04 no sitio ativo
enzimatico. Ao invés dessas se observam interacbes com os glutamatos 142 e 253, que fazem
parte do sitio de complexacdo do magnésio.
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(A)

Figura 97 - Modo de ligacdo de menor energia para o ligante 04 obtido por docking nas estruturas do Ensemble 2
obtidas das simulagdes com ligante 27 (A) e com o ligante 37 (B).

De forma analoga, os modos de ligacdo apontados para o produto divergem nao apenas
do observado por docking e nas simulagdes de dindmica molecular, mas também do préprio
resultado cristalogréfico (cf. Figura 27), novamente apontado interagdes importante com 0s
glutamatos, bem como a atuacéo da Arg102 na interagcdo com 0s grupos hidroxila e ndo mais com
a porc¢do carboxilica do ligante, como pode ser constatado na Figura 98.

(A)

Figura 98 — Modo de ligacdo de menor energia para o produto segundo docking nas estruturas do Ensemble 2
obtidas das simulag¢fes com ligante 13 (A) e com o ligante 37 (B)

Isso indica que tais estruturas ndo correspondem ao melhor modo de ligacdo possivel
para esses ligantes, mas sim sdo conformacdes capazes de receber e de ligar relativamente bem
todos os ligantes experimentalmente ativos, motivo pelo qual se consegue boa correlacéo entre
0s resultados experimentais e tedricos, porém com baixa precisdo. Ou seja, sdo estruturas mais
versateis e certamente com um sitio ativo menos restrito, 0 que se constata pelo afastamento
apresentado por residuos como a Argl02, Phel04, Hisl75 e Phe255 em comparagdo com a
estrutura de partida (cf. Figura 27).

E possivel que tais estruturas correspondam a um minimo energético local comum a
todos os ligantes, o qual pode evoluir para o0 minimo global de cada complexo no qual interac6es
receptor-ligantes seriam maximizadas pela inducao de alteragdes conformacionais no sitio ativo
que as favorecem. Diante disso € possivel que estrutura cristalografica, na qual o produto
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encontra-se complexado ao sitio ativo, seja 0 minimo ou esteja perto do minimo energético global
desse complexo, razdo pela qual esse modo de ligacdo se mantém inalterado ao longo das
simulacgdes de dindamica molecular.

Por sua similaridade estrutural com o produto, ligantes com o &cido galico e o préprio
substrato possivelmente tem 0s minimos energético globais de seus complexos muito proximos
ao minimo do produto, por isso os padrdes de interaces desses compostos sdo muito semelhantes
entre si.

Por outro lado, compostos mais volumosos ou que detém pouca similaridade estrutural
esses analogos de acido 3,4-dihidroxibenzoico, como os indoles e benzofuranos nao puderam ser
adequadamemte docados no sitio ativo cristalografico pois provavelmente os minimos
energéticos absolutos de seus complexos ndo correspondem ao minimo cristalografico, motivo
que leva a baixa correlacdo entre os resultados de docking na estrutura inicial e os valores
experimentais de energia livre de ligacao.

Na estruturas do Ensemble 2, entretanto, tais compostos conseguem ser adequadamente
ligados, como pode ser observado na figura Figura 99, que mostra como os modos de ligacédo de
menor energia dos ligantes 13 e 46, que sdo o quinto e o sétimo inibidores mais ativos, em uma
das estruturas desse Ensemble.

(A) (B)

Figura 99 — Modo de ligacdo de menor energia para o ligante 13 (A) e o ligante 46 (B) segundo docking nas
estruturas do Ensemble 2 obtida a partir da simulagdo com o ligante 37.

Observa-se na figura que o padréo de interacdo desses dois compostos na estrutura €
muito semelhante, com interacdes importantes entre seus grupos carboxilicos e residuos como a
Argl102 e a Tyr70, com as quais ha formacédo de ligacdes de hidrogénio, bem como contatos
hidrofobicos com residuos como a Phel04 e a Phe255, com capacidade de produzirem
empilhamentos m-n e até mesmo formar uma gaiola aromatica ao redor desses ligantes.

Essas interacdes, entretanto, provavelmente serdo plenamente observadas apenas
quando tais complexos convergirem para seus minimos globais, hipdtese que pode e seré testada
como uma etapa futura do presente trabalho, por meio da realizagcdo de novas simulacdes de
dindmica molecular partindo-se dos complexos nas estruturas do Ensemble 2, e verificando-se se

0s complexos com os analogos de 3,4-DHB e com ele proprio evoluem para o0 modo de ligacao
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cristalografico, bem como se os demais ligantes séo capaz de alterar o sitio ativo a partir dessa
conformacdo inicial a fim de maximizar suas intera¢cbes com a enzima.

Por outro lado, 0 modelo que correlaciona as energias livres de ligacédo e os resultados
de docking obtido a partir desse Ensemble, ja é suficiente para estimar com relativa confiabiliade
a poténcia inibitoria in vitro de novos compostos e realizar a triagem virtual de bibliotecas de
moléculas em busca de novos hits, sobretudo quando o modelo é construido a partir dos 10
ligantes com maior atividade experimental (Figura 100), para o qual se obtém um coeficiente de
correlacdo de Pearson de 0,9031, inclinacdo da curva de 0,80, RMSE de 0,25 kcal/mol e um
coeficiente de determinacéo de 0,8157. Quando se correlaciona os dados desses mesmos ligantes
com os resultados de docking na estrutura cristalografica se obtém um R2 de 0,5683 e um R-
Pearson de 0,7538 com RMSE de 0,55 kcal/mol, evidenciando a melhora gerada por se incluir a
flexibilidade do receptor no docking.
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Figura 100 — Relaces entre os resultados de docking e os valores experimentais de energia livre de ligacdo e
curva de correlagdo obtidas para o Ensemble 2 (vermelho) em comparagdo com o obtido pelo docking na estrutura
cristalogréfica (preto) considerando-se os 10 ligantes mais ativos experimentalmente na construcéo do modelo.

A construgcdo do modelo a partir dos 10 inibidores mais ativos, cujos potenciais
inibitorios em termos de ICso variam entre 4,36 umol.L™ e 191 pmol.L?, é adequada na medida
em que a triagem virtual se destina a encontrar compostos ou testar moléculas desenhados
racionalmente que sejam inibidores comparaveis ou, se possivel, melhores que o &cido galico.
Assim, compostos que apresentem ICso tedrico superior 200 pumol.L™ seriam descartados, de
qualquer maneira, ndo sendo, portanto, necessario incluir na construcdo do modelo os compostos
com concentracao inibitdria superior a este limite.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O surgimento de cepas bacterianas super-resistentes e capazes de trocar facilmente essa
resisténcia entre si por meio de plasmideos, e sobretudo a descoberta recente de bactérias capazes
de resistir a todos os antibiodticos atualmente disponiveis alertam para a necessidade de maiores
investimentos na pesquisa e no desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas, focadas
sobretudo na busca de novos alvos para a acdo desses farmacos a fim de burlar as defesas
bacterianas.

Dentre 0s microrganismos que se destacam, ndo apenas por ja se ter encontrado cepas
resistente aos principais antibiéticos, mas também por sua elevada viruléncia e alta letalidade esta
o Bacillus anthracis, a agente etiol6gico do antraz, uma doenca conhecida desde os tempos
biblicos e que produz um quadro infeccioso agudo e extremamente grave, com uma taxa de
mortalidade superior a 90% em sua forma respiratoria.

N&o bastasse a alta letalidade, em condicGes adversas a sua sobrevivéncia o B. anthracis
produz esporos facilmente dispersaveis no ambiente e capazes de resistir a agentes fisicos e
quimicos e de se manterem vidveis por varios anos. Assim, & medida em que 0 aquecimento
global se intensifica, esporos de antraz presos no gelo em regides polares e subpolares estdo sendo
liberados e surtos da doenga — que pensava-se estar controlada — estdo voltando a ocorrer. Além
disso, esses esporos também conferem ao B. anthracis um grande potencial como arma biol6gica
e agente de bioterrorismo, proposito para o qual ja foi utilizando em 2001, nos Estados Unidos.

Uma das estratégias mais promissoras que surgiram recentemente na busca de novas
terapias antimicrobianas € a inibicdo dos mecanismos bioquimicos de aquisi¢cdo de nutrientes
pelas bactérias, sendo a aquisicao de ferro um dos alvos principais. No Bacillus anthracis essa
aquisicdo é mediada pelos sider6foros bacilobactina e petrobactina, sendo este ultimo essencial
para o estabelecimento pleno de viruléncia no hospedeiro.

A recente descoberta do mecanismo de biossintese da petrobactina e a constatagdo que
a enzima AsbF, uma deidroshikimato desidratase, detétm um papel fundamental nesse
mecanismo, aliadas a elucidacdo da estrutura cristalografica dessa enzima langcaram os alicerces
para utilizacdo da AsbF como alvo de novas terapias anti-antraz, sobretudo porque essa rota é
Unica e ndo tem analoga em organismos superiores.

Dessa forma, nesse trabalho aplicou-se as metodologias computacionais de docking
molecular e simulacdo de dindmica molecular no estudo da interacdo de 25 compostos com agédo
inibitéria experimental conhecida contra a AsbF, a fim de se compreender os padrdes de ligacdo
responsavel pela atividade dessas moléculas, tanto de forma estatica quanto dinamica, e de se
agregar informacgdes a respeito dos mecanismos de inibicdo enzimatica com foco no
desenvolvimento racional de compostos com maiores atividades e seletividades e com potencial
real de aplicacdo como antibioticos contra antraz.

O docking na estrutura cristalografica, realizado com o programa AutoDock Vina, foi
capaz de reproduzir o modo de ligacdo do acido 3,4-dihidroxibenzoico — o produto da reagdo
enzimatica — tal qual observado na estrutura experimental, com um RMSD de 2,2 A, valor
proximo da resolucdo da estrutura cristalogréfica, indicando que a metodologia de docking
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utilizada é adequada para a predi¢cdo, a0 menos qualitativa, das interacdes receptor-ligante nesse
sistema.

O docking do substrato mostrou esse composto em interacdo com residuos importantes
do sitio ativo como a Argl02 e a Hisl44, com as quais forma ligagbes de hidrogénio, em
concordancia com as observac6es de Pfleger e colaboradores (2008), de que enzimas mutantes
em que esse ligantes sdo trocados por alanina sdo completamente inativas. Além dessas, ocorre a
formacéo de ligacOes e hidrogénio com os residuos Tyr217 e com o esqueleto polipeptidico da
Phe211.

A comparacéo entre os modos de ligacdo do substrato e do ligante permitiu inferir que
0 mecanismo, tal como sugerido por Pfleger, envolve o ataque nucleofilico da Hisl44 ao
hidrogénio axial do carbono C4 do substrato, formando a segunda insaturacdo do anel aromatico.
A etapa seguinte, entretanto, possivelmente envolve a acdo da Tyr217 que, atuando como base,
abstrai um dos hidrogénios na posi¢cdo C6 (possivelmente o equatorial, num mecanismo de
eliminacdo E1cB), o que justificaria 0 comportamento 6timo da enzima em condicdes basicas
(pH 8.5), com a consequente expulsao de agua assistida pela ligacéo de hidrogénio com a Phe211,
completando a aromatizacdo do anel.

Evidentemente, nenhum método computacional baseado puramente em mecéanica
molecular (MM) — que, em geral, despreza a natureza quantica (QM) das ligagcdes quimicas, bem
como a quebra e formacéo de ligagdes — muito menos o docking é adequado para investigar o
mecanismo de acdo enzimatica. Por essa razdo, a investigacdo desse processo por métodos
hibridos QM/MM, partindo dos resultados aqui expostos, € uma das perspectivas futuras desse
trabalho.

Quantitativamente, os escores de docking apresentaram um desvio da ordem de 23%,
em média, em relacdo aos valores de energia livre experimentais, com destaque para os ligantes
27 e 37, falsos positivos com desvios de 49% e de 67%, respectivamente.

Para o docking restrito ao sitio ativo, obteve-se um coeficiente de correlacdo de Pearson
positivo de 0,360 e um R2 de 0,1295 entre os resultados teéricos e os dados experimentais,
indicando que o modelo linear obtido expressa a tendéncia experimental, porém néo é adequado
para a predicdo da energia livre de ligacdo.

Quanto aos modos de ligacéo, todos os ligantes com esqueleto estrutural semelhantes ao
3,4-DHBA foram docados adequadamente no sitio ativo enzimético, com o qual formam
frequentemente ligacGes de hidrogénio com os residuos His144, His175, Tyr217 e Arg102, essa
Gltima com caracteristicas de ponte salina. Esse é o caso, por exemplo do ligante 04 (acido
galico), o experimentalmente mais ativo, que ainda forma ligacdo de hidrogénio com a Phe211
(esqueleto) e possiveis interagdes - T com a Phe255 e com a propria His144. Entretanto, nao foi
possivel estabelecer um padrdo claro entre 0 nimero de interagcdes a atividade inibitoria dos
ligantes.

Ligantes mais volumosos, tais como os indolcarboxilatos (e.g. ligante 46) e
benzofuranocarboxilatos (e.g. ligante 13) ndo foram docados adequadamente no sitio ativo
cristalografico, mas sim permaneceram em interagéo no canal de entrada do mesmo, sugerindo a
existéncia de um modo de ligacdo de natureza alostérica ou entdo que o volume reduzido do sitio
impede o docking adequado dos mesmo por impedimentos estéreos, hipotese de foi avaliada por
meio da simulacédo de dindmica molecular.
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Com base nesses resultados, fez-se simulacGes de dinamica molecular da enzima livre
(sem ligante) e em complexo com substrato, produto e com os inibidores 04 (o mais potente), 27
e 37 (os falsos positivos), bem como os ligantes 13 e 46, compostos significativamente ativos,
mas que apresentaram esses modos de ligagao “alostéricos”.

Em linhas gerais, se observou que mesmo para as simulacGes da enzima livre, a estrutura
se mantém significativamente estavel, com um RMSD médio dos carbonos-a. de cerca de 0,13
nm, valor que se torna ainda menor quando ha ligantes no sitio ativo (RMSD médio de 0.11 nm).

Além disso, em todas as simulacdes foi possivel alinhar mais de 85% do carbonos-a a
um RMSD inferior a 1 A, o que a demonstra a grande rigidez estrutural intrinseca dessa proteina,
relacionada a sua forma de barril, composta por um conjunto de folhas-p internas cercada de
hélices-a externas que sdo unidas por algas de 10 a 15 residuos.

Em geral, sdo essas regides de alca que compBem a maior parte da mobilidade
observadas, bem como o laco helicoidal, uma regido que une a folha 7 a hélice a7 e que também
forma uma pequena hélice, funcionando como “tampa” para o sitio ativo e compondo parte de
sua parede externa e canal de entrada, além de agregar residuos importantes como Phe211,
Pro213 e Tyr217.

Em média, essa regido apresentou RMSF de 0.2 nm para o produto, 0.3 nm para o
substrato, 0.4 nm para o ligante 4, mostrando que sua mobilidade esta relacionada com o aumento
do volume do ligante, indicando que a presenca de ligantes maiores que o cristalografico
(produto) promove um alargamento do sitio. Por essa razdo, os ligantes 27 (com apenas um grupo
OH) e 0 37 (com dois grupos OH, assim como o produto) causam pouca alteracdo nessa porcao,
produzindo RMSF abaixo de 0.2 nm.

Isso evidencia que a estrutura do sitio cristalografico € muito restrita devido a forte
interacdo com o produto enzimatico — que atua como um inibidor relativamente potente, segundo
os dados experimentais — 0 que fez com que os ligantes mais volumosos ndo possam ser docados
adequadamente no sitio ativo, produzindo o grande desvio observado entre os resultados de
docking e as energias livres de ligacdo experimentais.

Essa observacédo é comprovada pelas simulag6es dos ligantes 13 e 46, significativamente
mais volumosos que os demais, e que ndo permanecem ligando a entrada do sitio ativo, como
inicialmente proposto (existéncia de um sitio de ligagdo “alostérico” na entrada do sitio principal)
mas sim se desligam da proteina ao longo da trajetoria.

Durante esse desligamento, esses compostos interagem com residuos da superficie
enzimatica, provocando alteracdes estruturais significativas (RMSD médio dos carbonos-a de
0.13 nm parao ligante 13 e de 0.16 nm para o ligante 46), sobretudo no laco helicoidal, que chega
a apresentar RMSF superior a 0.7 nm. Essas alterac6es levam a abertura do sitio ativo e permitem
o retorno desses ligantes para dentro dele, evidenciando como o tamanho restrito do sitio
cristalografico impediu seu encaixe no docking inicial e mostrando como ligantes podem de fato
induzir a alteragGes conformacionais para otimizar e intensificar suas interacdes com a enzima.

Possivelmente, os tempos de simulacdo ndo foram suficientes para permitir a entrada e
0 encaixe completos desses ligantes no sitio, de modo que estender essas simulagfes para
comprovar se 0s mesmo poderdo ser encaixados completamente na cavidade é uma das
perspectivas desse trabalho, avaliando-se os padrdes de interagdo e eventualmente até mesmo
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estimando a energia livre de ligagdo por meio do Potencial de Forca Média com umbrella
sampling a partir dessas trajetorias.

A atividade inibitoria, por sua vez, aparenta estar relacionada nao apenas com o numero
de interacGes, especialmente ligacbes de hidrogénio, formadas entre o ligante e residuos do sitio
ativo, mas sobretudo com a identidade dessas interacdes.

E imprescindivel que os inibidores formem ligacéo de hidrogénio com a His175 e com
a Arg102, que sdo as duas ancoras principais para a fixacao de ligantes no sitio ativo enzimatico,
a primeira relacionada com a complexacgédo de grupos hidroxila na posi¢do 3 do anel aromatico
dos inibidores, enquanto que a Arg102 atuando na complexacéo e estabilizacdo eletrostatica do
grupo carboxilato.

E a impossibilidade de formar essas duas ligagdes de hidrogénio simultaneamente que
tornam o ligante 37 um inibidor pouco eficaz, ainda que esse possa fazer em média 5,7 ligacbes
de hidrogénio simultaneas, mais do que o acido galico (4,5 ligacdes), produto (4,8 ligacdes) e o
proprio substrato (5,0 ligacdes).

A importancia desses dois residuos se comprova pelos resultados experimentais de
mutagénese sitio especifica, nos quais a substituicdo da His175 e da Arg102 por alanina produz
enzimas mutantes totalmente inativas, tal como ocorre com a mutacdo da His144. Os resultados
tedricos indicam, entretanto, que importancia desses residuos estd relacionada com a
complexacdo e posicionamento adequado do substrato para interacdo, ao invés de participacao
no mecanismo enzimatico, como é o caso da His144 e da Tyr217.

Além da interacdo simultdnea com a Hisl75 e a Argl02, a formacdo de ligacdo de
hidrogénio com a His144 aparenta ser determinante para a poténcia dos inibidores, mantendo-se
ocupada em ligac6es de hidrogénio por cerca de 20% do tempo de simulacdo para o produto e o
acido galico, entretanto, com possibilidade de formacdo de duas ligacbes de hidrogénio
simultaneas com o inibidor mais potente, com o qual intensifica sua ocupa¢do ao longo da
simulacéo.

Destaca-se ainda, a formacdo de duas ligacbes de hidrogénio simultaneas com o
esqueleto peptidico da Phe211, que ocorre com o acido galico, mas ndo com o produto, que pode
formar apenas uma dessas liga¢des, contribuindo para a maior poténcia do acido galico como
inibidor quando comparado ao produto.

A formacdo de outras ligacbes de hidrogénio com residuos como o Trp35, Tyr70 e
Tyr217 ndo aparenta ser determinante para o potencial inibitorio dos ligantes, mas é um recurso
que pode ser explorado no desenho de novos inibidores, visando uma melhora na seletividade e
eventualmente tendo um efeito sinérgico sobre afinidade receptor-ligante, aumentando-a.

De fato, é a formacdo dessa rede de ligacdes de hidrogénio estaveis e sobretudo
constantes com esses residuos principais o que distingue os inibidores muito ativos dos falsos
positivos de docking, que formam poucas ligac6es (caso do ligante 27) ou muitas ligacdes labeis
(caso do ligante 37).

Isso mostra que a metodologia de docking superestima a interacdo desses ligantes, ou
em outras palavras, “forca” algumas interagdes, ao permitir tor¢des inadequadas de algumas
ligacGes, como, por exemplo, a que resulta na perda de planaridade entre o grupo carboxilico e o
anel aromatico, o que ndo é energeticamente favoravel na realidade em funcéo da ressonancia e
deslocalizag&o eletronica entre esses grupos.
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Além disso, esses falsos positivos sao ligantes relativamente pequenos e estruturalmente
muito similares ao produto, sendo melhores encaixados pelo docking no sitio ativo cristalografico
do que os demais ligantes, pois se adequam melhor a “férma” criada pelo produto enquanto os
demais recebem uma penalizacdo energética maior por colisdes estéricas nesse sitio de ligacao
restrito — alguns nem mesmo cabendo nesse sitio — 0 que gera o elevado desvio e baixa correlacéo
dos resultados de docking frente aos dados experimentais.

Diante disso, a fim de se aprimorar os resultados de docking e de se incluir a flexibilidade
natural do receptor, fez-se o ensemble docking com cerca de 200 estruturas extraidas das
simulacgdes de dindmica molecular, com diferentes estratégias de geracao do ensemble.

Comparando-se os parametros de qualidade das curvas de correlacdo entre os dados
experimentais e os resultados do docking dos 25 compostos em cada uma dessas conformacdes,
mostrou que construir o ensemble pela escolha arbitraria do ultimo frame das trajetorias pois
ainda que os sistemas estejam equilibrados, altera¢fes estruturais instantaneas levam a estrutura
obtida a se desviar da conformacao nativa, prejudicando os resultados de docking, visto que
apenas 10% das estruturas assim geradas conseguiram produzir modelos lineares de correlacado
superiores aos da estrutura de partida.

A escolha das estruturas em que ocorrem a formacdo do maior nimero de ligacdes de
hidrogénio simultaneas — em concordancia com o modelo de encaixe-induzido — foi mais
eficiente, com cerca de 50% das estruturas obtidas gerando parametros de qualidade superiores
na correlacao dos escores de docking com os dados experimentais.

A estratégia exaustiva, de selecdo das estruturas mais relevantes através da clusterizacédo
completa das trajetorias por RMSD dos carbonos-a ¢ RMSD do sitio ativo, se mostrou menos
eficiente, na medida em que apenas 15% das estruturas produziram parametros de qualidade de
correlacdo superiores ao cristalografico, porém permitiu a obtencdo das melhores estruturas, com
coeficientes de correlacdo de Pearson de 0,53 e de 0,52, obtidas das simulagdes com os ligantes
27 e 37, respectivamente.

Esses ligantes, por ndo interagirem de forma tdo efetiva com o sitio ativo, a0 mesmo
tempo em que também ndo alteram de forma tdo dréstica sua estrutura como ligantes muito
volumosos ou a auséncia total de ligantes, possivelmente permitem rearranjos das cadeias laterais
dos aminoécidos do sitio, possibilitando o encaixe adequado de todos, ou quase todos os ligantes
por docking e levando a melhora de correlacdo observada.

Os modos de ligacdo observados pelo docking nessas estruturas, semelhantes entre si,
porém diferentes dos apontados pelo docking na estrutura cristalografica sugerem que essas
conformaces correspondem a minimos energéticos locais, suficientemente amplos para receber
todos os ligantes e suficientemente estaveis para ter uma populacao significativa em solugdo, mas
ndo a melhor conformacéo possivel para cada ligante.

Assim, é possivel que a partir dessas estruturas cada ligante induza o sitio a uma
conformagédo que favoreca sua ligagcdo, maximizando e intensificando suas interagdes, cada um
evoluindo para um minimo global distinto a partir dessa estrutura comum.

A verificacdo dessa hipotese também € uma das perspectivas futuras desse trabalho, e
sera feita por meio de novas simulagdes dos principais ligantes, partindo-se dos modos de ligacao
apontado pelo docking nessas estruturas e verificando-se a evolucdo de suas interacGes e da
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estrutura do sitio, sobretudo para o substrato, produto e &cido géalico, cujo modo de ligacdo mais
provavel ja é conhecido.

Finalmente, foi possivel gerar um ensemble composto por trés estruturas e que
correlaciona de forma significativamente mais adequada as energias livres experimentais com a
média dos escores de docking nessas estruturas.

Considerando-se todos os ligantes, foi possivel aprimorar o coeficiente de correlagao de
Person de 0,36 na estrutura inicial para 0,60, bem como passar de um coeficiente de determinacéo
0,13 para 0,36 com significativa reducdo no desvio percentual entre os dois conjuntos de dados.
Quando o nimero de ligantes é reduzido para os 10 mais ativo, a correlacdo aumenta para 0,90,
com R2 de 0,82, inclinacdo da curva de correlacdo de 0,8, e, portanto, muito proximo do ideal
que € o valor unitario, com reducéo significativa do erro quadratico médio (0,25 kcal/mol).

Assim, com base em todas as conclusfes aqui descritas, novas moléculas estdo sendo
desenhadas em busca de maior seletividade e poténcia na inibicdo de deidroshikimato desidratase,
as quais serdo testadas por meio de docking nesse ensemble de estruturas e terdo seus potenciais
inibitdrios avaliados por meios desses modelos de correlacdo linear obtidos.

Através disso espera-se guiar a sintese de novos compostos com potencial a¢éo in vitro
na inibicdo dessa enzima e potencial aplicacdo in vivo contra o Bacillus anthracis, auxiliando no
desenvolvimento de uma nova terapia contra esse patdgeno extremamente ameacador e mortal,
que ja ceifou muitas vidas no passado e podera voltar a ceifar se nada for feito para deté-lo.
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APENDICES E ANEXOS

Apéndice A - Estrutura quimica e codigos adotados para os potenciais inibidores estudados
experimentalmente na inibicdo de deidroshikimato desidratase de B. anthracis.
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Apéndice A Cont. - Estrutura quimica e codigos adotados para 0s potenciais inibidores
estudados experimentalmente na inibicdo de deidroshikimato desidratase de B. anthracis.
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Apéndice A Cont. - Estrutura quimica e codigos adotados para 0s potenciais inibidores
estudados experimentalmente na inibicdo de deidroshikimato desidratase de B. anthracis.
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Apéndice B - Parametros detalhados aplicados nas etapas de producéo das trajetorias de

cpp = /usr/bin/cpp
constraints = all-bonds
integrator = md
tinit=0

dt =0.002

nsteps = 50000000 ; total 100ns.
nstcomm = 10

nstxout = 5000
nstvout =0

nstfout = 0

nstlog = 500
nstenergy = 100
energygrps = Protein SOL LIG MG NA CL
nstlist = 10

ns_type = grid
rlist=1.3
coulombtype = PME
rcoulomb = 1.3
vdwtype = cut-off
rvdw = 1.3
fourierspacing = 0.12
fourier_nx=0
fourier ny =0
fourier_nz=0
pme_order = 4
ewald_rtol = 1e-5
optimize_fft = yes

dindmica molecular

; V-rescale temperature coupling is on three groups

Tcoupl = V-rescale

tau t=0.10.10.10.10.10.1
tc_grps = Protein SOL LIG MG NA CL
ref_t =303 303 303 303 303 303

; Pressure coupling is on

Pcoupl = parrinello-rahman
pcoupltype = isotropic

tau p=0.5

compressibility = 4.5e-5

ref p=1.0

; Generate velocites is on at 303 K.
gen_vel = yes

gen_temp = 303.0

gen_seed = 173529
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Apéndice C - Identidade dos clusters principais gerados considerando-se o0s carbonos-
o (CA) e os residuos do sitio ativo (SA) na construcao da matriz de RMSD.

Sistema

Clusters Principais CA

Clusters Principais SA

Enzima Livre S1
Enzima Livre S1
Enzima Livre S1
Enzima Livre S1
Enzima + Substrato R1
Enzima + Substrato R2
Enzima + Substrato R3
Enzima + Produto R1
Enzima + Produto R2
Enzima + Produto R3
Enzima + Ligante 04 R1
Enzima + Ligante 04 R2
Enzima + Ligante 04 R3
Enzima + Ligante 13 R1
Enzima + Ligante 13 R2
Enzima + Ligante 27 R1
Enzima + Ligante 27 R2
Enzima + Ligante 37 R1
Enzima + Ligante 37 R2
Enzima + Ligante 46 R1
Enzima + Ligante 46 R2

109, 627, 1205
1, 413, 593, 870
54, 541, 836, 948
1, 85,424
1, 446, 582
1,139, 233, 613, 671, 702
2,166
1,64
71, 186
1, 258, 727
149, 344, 664, 794, 917, 995
1, 158, 255, 342
1,52, 167, 252, 287
1,100, 274, 628
1,199, 314, 415
1,219
33, 387
2,56
1, 116, 183
1, 258, 386, 607, 745
1,75, 189

6, 20, 81, 408, 461
25, 321, 802, 973
1,125, 264
1,52, 366
57, 144, 268, 431, 600, 649
18, 141, 764, 784
43, 59
164, 187, 499, 654, 657, 817
10, 25, 383, 1440, 1682
11, 772, 830, 1156
19, 284, 1014
19, 119
49, 55, 143, 203, 474, 613
25, 40, 94, 194, 232
3,9, 13, 31, 205, 264, 329, 375
6, 192, 212
6, 34, 150
58, 103, 304, 314
21, 211, 340, 364
14, 91, 512, 866, 903
10, 74, 159, 329, 429, 511, 648

169



Apéndice D - Flutuacdo quadratica média dos residuos do sitio ativo para o complexo enzima-
ligante 37. Valor médio das duas réplicas.
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Apéndice E - Flutuacdo quadratica média dos residuos do sitio ativo para o complexo
enzima-ligante 37. Valor médio das duas réplicas.
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RMSF (nm)

Apéndice F - Ocupacdo dos residuos em ligagdes de hidrogénio para as duas réplicas da
simulacéo da enzima em complexo com o ligante 27.
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Apéndice G - Flutuacdo quadratica média dos residuos ao longo das simulagdes da
enzima em complexo com ligante 13 (A) e com ligante 46 (B) e respectivas médias.

0.8+

0.6

-~ Réplica 1 (A) b == Réplica 1 (B)
- Réplica 2 -+~ Réplica 2
— Média 2.8 — Média

2.6

2.4 4

T L S B e e LA B e B e e e R R S HR A B B B e S A B B e

I I I
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275
Niimero do Residuo Niimero do Residuo

171



Apéndice H - Parametros da correlacao linear entre as energias livres experimentais e 0s
resultados de docking com a estruturas principais obtidas pela clusterizagcdo por RMSD dos
Carbonos-a, em ordem crescente de coeficiente de correlacdo de Pearson.

Estrutura R-Pearson COD Inclinacéo RMSE
Enzima Livre S3 CLS-836 -0.2204 0.0486 -0.136 0.428
Enzima + Ligante 46 R1 CLS-607 -0.0464 0.0022 -0.024 0.371
Enzima + Ligante 46 R2 CLS-1 -0.0422 0.0018 -0.026 0.430
Enzima + Ligante 13 R2 CLS-199 -0.0242 0.0006 -0.015 0.440
Enzima Livre S3 CLS-948 -0.0138 0.0002 -0.010 0.498
Enzima Livre S2 CLS-1 -0.0109 0.0001 -0.007 0.482
Enzima Livre S3 CLS-54 -0.0076 0.0001 -0.005 0.422
Enzima + Ligante 37 R2 CLS-183 -0.0063 0.0000 -0.007 0.768
Enzima Livre S2 CLS-870 -0.0061 0.0000 -0.004 0.431
Enzima + Ligante 13 R1 CLS-1 0.0144 0.0002 0.012 0.578
Enzima + Ligante 46 R1 CLS-386 0.0181 0.0003 0.010 0.394
Enzima Livre S4 CLS-85 0.0354 0.0013 0.026 0.524
Enzima Livre S3 CLS-541 0.0455 0.0021 0.024 0.370
Enzima + Ligante 37 R2 CLS-1 0.0594 0.0035 0.080 0.962
Enzima Livre S1 CLS-627 0.0686 0.0047 0.050 0.519
Enzima + Ligante 37 R1 CLS-56 0.0693 0.0048 0.046 0.468
Enzima + Ligante 27 R1 CLS-219 0.0775 0.0060 0.060 0.545
Enzima + Ligante 13 R1 CLS-628 0.0893 0.0080 0.052 0.413
Enzima + Ligante 13 R1 CLS-100 0.1008 0.0102 0.054 0.379
Enzima Livre S2 CLS-413 0.1104 0.0122 0.059 0.375
Enzima + Ligante 46 R2 CLS-75 0.1114 0.0124 0.064 0.406
Enzima + Ligante 04 R2 CLS-1 0.1225 0.0150 0.073 0.419
Enzima Livre S1 CLS-109 0.1234 0.0152 0.074 0.423
Enzima + Ligante 27 R1 CLS-1 0.1493 0.0223 0.117 0.552
Enzima Livre S4 CLS-424 0.1542 0.0238 0.070 0.319
Enzima + Ligante 46 R1 CLS-745 0.1561 0.0244 0.084 0.376
Enzima + Ligante 13 R1 CLS-274 0.1768 0.0313 0.128 0.504
Enzima + Ligante 04 R1 CLS-149 0.1794 0.0322 0.171 0.668
Enzima + Ligante 04 R1 CLS-917 0.1797 0.0323 0.167 0.651
Enzima + Ligante 46 R1 CLS-258 0.1858 0.0345 0.117 0.439
Enzima + Substrato R3 CLS-2 0.1865 0.0348 0.142 0.530
Enzima Livre S4 CLS-1 0.2118 0.0449 0.105 0.343
Enzima + Ligante 04 R1 CLS-344 0.2334 0.0545 0.277 0.820
Enzima + Produto R1 CLS-1 0.2355 0.0555 0.315 0.923
Enzima + Ligante 46 R1 CLS-1 0.2392 0.0572 0.162 0.467
Enzima + Produto R2 CLS-186 0.2397 0.0575 0.202 0.581
Enzima + Ligante 27 R2 CLS-387 0.2438 0.0594 0.163 0.460
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-252 0.2515 0.0633 0.163 0.446
Enzima + Ligante 04 R1 CLS-995 0.2629 0.0691 0.182 0.475
Enzima + Produto R2 CLS-71 0.2638 0.0696 0.169 0.439
Enzima Livre S2 CLS-593 0.2691 0.0724 0.104 0.264
Enzima + Ligante 37 R2 CLS-116 0.2701 0.0730 0.326 0.827
Enzima + Substrato R2 CLS-671 0.2795 0.0781 0.291 0.711
Enzima + Ligante 04 R2 CLS-342 0.2817 0.0793 0.290 0.701
Enzima + Ligante 04 R1 CLS-664 0.2840 0.0807 0.350 0.841
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-167 0.2924 0.0855 0.173 0.402
Enzima + Substrato R2 CLS-139 0.2946 0.0868 0.268 0.618
Enzima + Produto R1 CLS-64 0.2949 0.0870 0.281 0.647
Enzima + Ligante 04 R2 CLS-158 0.2996 0.0898 0.255 0.576
Enzima + Ligante 04 R1 CLS-794 0.3042 0.0926 0.371 0.827
Enzima + Substrato R2 CLS-702 0.3101 0.0962 0.476 1.038
Enzima + Substrato R2 CLS-613 0.3107 0.0965 0.392 0.853
Enzima + Substrato R2 CLS-1 0.3130 0.0980 0.322 0.694
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Apéndice H cont. — Pardmetros da correlacdo linear entre as energias livres experimentais € 0s
resultados de docking com a estruturas principais obtidas pela clusterizagdo por RMSD dos Carbonos-a,
em ordem crescente de coeficiente de correlacdo de Pearson.

Estrutura R-Pearson COD Inclinacdo RMSE
Enzima + Ligante 13 R2 CLS-314 0.3140 0.0986 0.202 0.434
Enzima Livre S1 CLS-1205 0.3210 0.1030 0.235 0.492
Enzima + Produto R3 CLS-258 0.3266 0.1067 0.611 0.611
Enzima + Substrato R1 CLS-582 0.3325 0.1105 0.472 0.952
Enzima + Produto R3 CLS-727 0.3446 0.1187 0.459 0.888
Enzima + Substrato R2 CLS-233 0.3451 0.1191 0.418 0.809
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-287 0.3524 0.1242 0.243 0.459
Enzima Inicial 0.3599 0.1295 0.364 0.671
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-1 0.3646 0.1330 0.273 0.495
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-52 0.3659 0.1339 0.383 0.692
Enzima + Ligante 13 R2 CLS-1 0.3728 0.1390 0.284 0.503
Enzima + Ligante 04 R2 CLS-255 0.3773 0.1423 0.390 0.680
Enzima + Substrato R1 CLS-446 0.3811 0.1452 0.364 0.628
Enzima + Substrato R1 CLS-1 0.3854 0.1486 0.339 0.576
Enzima + Ligante 27 R2 CLS-33 0.3909 0.1528 0.414 0.693
Enzima + Substrato R3 CLS-166 0.4006 0.1605 0.420 0.683
Enzima + Produto R3 CLS-1 0.4060 0.1648 0.506 0.809
Enzima + Ligante 46 R2 CLS-189 0.4234 0.1793 0.290 0.442
Enzima + Ligante 13 R2 CLS-415 0.4309 0.1857 0.245 0.365
Enzima + Ligante 37 R1 CLS-2 0.4386 0.1924 0.403 0.586

173



Apéndice | — Pardmetros da correlacéo linear entre as energias livres experimentais e 0s
resultados de docking com a estruturas principais obtidas por clusterizagdo por RMSD do sitio

ativo.

Estrutura R-Pearson COD Inclinacdo RMSE
Enzima Livre S2 CLS-802 -0.2324 0.0540 -0.098 0.290
Enzima Livre S1 CLS-6 -0.2297 0.0528 -0.158 0.476
Enzima + Ligante 37 R2 CLS-211 -0.1626 0.0265 -0.128 0.551
Enzima + Ligante 46 R1 CLS-903 -0.1534 0.0235 -0.095 0.434
Enzima + Ligante 46 R1 CLS-512 -0.1261 0.0159 -0.076 0.427
Enzima Livre S2 CLS-973 -0.0717 0.0051 -0.028 0.272
Enzima Livre S1 CLS-461 -0.0664 0.0044 -0.054 0.571
Enzima + Ligante 46 R2 CLS-429 -0.0462 0.0021 -0.029 0.441
Enzima Livre S1 CLS-20 -0.0442 0.0020 -0.027 0.439
Enzima + Ligante 13 R1 CLS-25 -0.0368 0.0014 -0.017 0.327
Enzima + Ligante 46 R2 CLS-159 -0.0163 0.0003 -0.008 0.334
Enzima + Ligante 13 R1 CLS-40 -0.0088 0.0001 -0.005 0.415
Enzima Livre S3 CLS-264 -0.0020 0.0000 -0.001 0.347
Enzima + Ligante 13 R2 CLS-9 -0.0013 0.0000 -0.001 0.581
Enzima Livre S4 CLS-52 0.0156 0.0002 0.011 0.492
Enzima Livre S2 CLS-321 0.0165 0.0003 0.009 0.398
Enzima + Ligante 46 R2 CLS-329 0.0188 0.0004 0.010 0.393
Enzima + Ligante 13 R1 CLS-194 0.0192 0.0004 0.014 0.520
Enzima + Ligante 46 R1 CLS-866 0.0252 0.0006 0.012 0.334
Enzima + Ligante 13 R1 CLS-94 0.0252 0.0006 0.014 0.391
Enzima + Ligante 37 R2 CLS-340 0.0256 0.0007 0.030 0.825
Enzima Livre S3 CLS-125 0.0288 0.0008 0.014 0.356
Enzima Livre S4 CLS-366 0.0307 0.0009 0.015 0.340
Enzima Livre S4 CLS-1 0.0581 0.0034 0.045 0.551
Enzima + Ligante 13 R2 CLS-31 0.0880 0.0077 0.046 0.368
Enzima + Ligante 37 R1 CLS-304 0.1065 0.0114 0.107 0.711
Enzima + Ligante 27 R1 CLS-6 0.1099 0.0121 0.082 0.527
Enzima + Produto R3 CLS-11 0.1143 0.0131 0.101 0.625
Enzima + Ligante 13 R2 CLS-375 0.1159 0.0134 0.078 0.477
Enzima Livre S3 CLS-1 0.1287 0.0166 0.062 0.337
Enzima + Ligante 46 R2 CLS-511 0.1296 0.0168 0.085 0.464
Enzima + Ligante 37 R2 CLS-21 0.1324 0.0175 0.157 0.834
Enzima + Ligante 13 R1 CLS-232 0.1430 0.0205 0.091 0.447
Enzima + Produto R2 CLS-1682 0.1520 0.0231 0.141 0.650
Enzima Livre S1 CLS-81 0.1617 0.0261 0.102 0.444
Enzima + Ligante 37 R1 CLS-58 0.1630 0.0266 0.119 0.511
Enzima + Ligante 13 R2 CLS-329 0.1638 0.0268 0.108 0.460
Enzima + Ligante 27 R1 CLS-192 0.1683 0.0283 0.118 0.491
Enzima + Ligante 46 R1 CLS-91 0.1880 0.0354 0.100 0.373
Enzima + Ligante 46 R2 CLS-10 0.1954 0.0382 0.141 0.501
Enzima + Ligante 13 R2 CLS-264 0.2172 0.0472 0.153 0.489
Enzima + Produto R1 CLS-499 0.2202 0.0485 0.193 0.608
Enzima + Ligante 04 R1 CLS-1014 0.2402 0.0577 0.235 0.676
Enzima Livre S1 CLS-408 0.2443 0.0597 0.175 0.495
Enzima + Ligante 04 R1 CLS-284 0.2445 0.0598 0.312 0.878
Enzima + Ligante 37 R2 CLS-364 0.2477 0.0614 0.165 0.457
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-474 0.2697 0.0727 0.163 0.414
Enzima + Produto R3 CLS-772 0.2699 0.0728 0.230 0.584
Enzima + Substrato R3 CLS-59 0.2706 0.0732 0.255 0.644
Enzima + Produto R2 CLS-25 0.2710 0.0734 0.253 0.638
Enzima + Produto R1 CLS-657 0.2712 0.0735 0.218 0.549
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Apéndice | cont. — Pardmetros da correlacao linear entre as energias livres experimentais e 0S
resultados de docking com a estruturas principais obtidas pela clusterizagdo por RMSD do sitio
ativo, classificados segundo R-Pearson.

Estrutura R-Pearson COD Inclinacéo RMSE
Enzima + Ligante 27 R2 CLS-34 0.2736 0.0748 0.181 0.452
Enzima + Substrato R2 CLS-141 0.2812 0.0791 0.340 0.826
Enzima + Ligante 37 R1 CLS-314 0.2828 0.0800 0.205 0.494
Enzima + Ligante 46 R2 CLS-74 0.2839 0.0806 0.210 0.505
Enzima + Ligante 13 R2 CLS-3 0.2849 0.0812 0.202 0.484
Enzima + Substrato R1 CLS-144 0.2857 0.0816 0.197 0.470
Enzima + Substrato R3 CLS-43 0.2857 0.0816 0.270 0.643
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-613 0.2862 0.0819 0.201 0.478
Enzima + Ligante 27 R1 CLS-212 0.2866 0.0822 0.195 0.464
Enzima + Ligante 13 R2 CLS-205 0.2887 0.0834 0.190 0.448
Enzima + Ligante 46 R2 CLS-648 0.2907 0.0845 0.172 0.402
Enzima + Ligante 46 R1 CLS-14 0.2908 0.0845 0.158 0.368
Enzima + Ligante 13 R2 CLS-13 0.2926 0.0856 0.206 0.479
Enzima + Produto R3 CLS-1156 0.3139 0.0985 0.372 0.799
Enzima + Substrato R1 CLS-431 0.3148 0.0991 0.376 0.806
Enzima + Produto R1 CLS-164 0.3162 0.1000 0.193 0.412
Enzima + Produto R2 CLS-1440 0.3215 0.1034 0.303 0.634
Enzima Livre S2 CLS-25 0.3257 0.1061 0.254 0.524
Enzima + Ligante 04 R2 CLS-119 0.3387 0.1147 0.251 0.495
Enzima + Substrato R2 CLS-764 0.3401 0.1157 0.595 1.168
Enzima + Produto R3 CLS-830 0.3438 0.1182 0.293 0.568
Enzima + Substrato R1 CLS-649 0.3525 0.1243 0.407 0.767
Enzima + Substrato R1 CLS-600 0.3548 0.1259 0.386 0.723
Enzima + Produto R1 CLS-187 0.3559 0.1266 0.369 0.689
Enzima + Substrato R1 CLS-268 0.3596 0.1293 0.387 0.714
Enzima Inicial 0.3599 0.1295 0.364 0.671
Enzima + Produto R2 CLS-383 0.3650 0.1332 0.292 0.529
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-143 0.3665 0.1343 0.217 0.392
Enzima + Produto R1 CLS-654 0.3716 0.1381 0.386 0.685
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-55 0.3722 0.1385 0.279 0.494
Enzima + Substrato R2 CLS-18 0.3754 0.1410 0.461 0.809
Enzima + Produto R1 CLS-817 0.3757 0.1412 0.375 0.658
Enzima + Substrato R2 CLS-784 0.3773 0.1423 0.564 0.984
Enzima + Ligante 27 R2 CLS-6 0.3815 0.1455 0.596 1.026
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-203 0.3940 0.1553 0.324 0.537
Enzima + Produto R2 CLS-10 0.4064 0.1651 0.550 0.879
Enzima + Substrato R1 CLS-57 0.4108 0.1688 0.395 0.623
Enzima + Ligante 04 R2 CLS-19 0.4132 0.1707 0.361 0.565
Enzima + Ligante 04 R1 CLS-19 0.4151 0.1723 0.371 0.578
Enzima + Ligante 04 R3 CLS-49 0.4369 0.1909 0.403 0.590
Enzima + Ligante 37 R1 CLS-103 0.5222 0.2727 0.345 0.400
Enzima + Ligante 27 R2 CLS-150 0.5302 0.2811 0.551 0.627
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Apéndice J

comparacdo com o obtido pelo docking na estrutura cristalografica (preto).

&
]

- Relagdes entre os resultados de docking e os valores experimentais de
energia livre de ligagéo e curva de correlagdo obtidas para o Ensemble 1 (vermelho) em
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