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RESUMO

A Esquistossomose é uma doenca negligenciada causada por parasitas do género
Schistosoma. Segundo a Oganizacao Mundial da Satde, mais de 200 milhdes de pessoas no
mundo estao infectadas, sendo de 4 a 6 milhoes de pessoas somente no Brasil. A principal
forma de tratamento da doenca é o uso do medicamento praziquantel, porém, hé relatos na
literatura de resisténcia do parasita ao medicamento. Tal situacao levantou a necessidade
pela busca de novos alvos moleculares e novos medicamentos para o tratamento da doenca.
Um grupo de proteinas apresentadas como potenciais alvos moleculares de esquistomicidas
é o das NTPDases. Estas enzimas hidrolisam nucleotideos di e trifosfatados (e.g. ADP
e ATP) em presenca de cations bivalentes, e estdo descritas em diferentes organismos.
No parasita Schistosoma mansoni foi descrita uma isoforma de NTPDase ancorada na
membrana plasmatica das células do tegumento do verme adulto e conhecida como
SmATPDasel ou Sml. Segundo a literatura, esta isoforma é a segunda proteina mais
expressa no tegumento dos vermes adultos. Devido a localizagao e a importancia dos
nucleotideos di e trifosfatos na ativacao hemostatica e de células do sistema imunoléogico,
foi sugerido que a Sml estaria envolvida na regulacao das concentragoes de nucleotideos
em torno do parasita, o que contribuiria com sua evasao. Baseado nos pressupostos acima,
tem sido proposto o uso da Sm1 como possivel alvo molecular de novos esquistomicidas.
Nos mamiferos foram descritas oito isoformas de NTPDases. A isoforma 1 de humanos
(HsNTPDasel), mais conhecida como CD39, esta presente nas células do endotélio dos
vasos sanguineos, sendo responsavel pela regulagao das concentragoes extracelulares de
ATP e ADP. No presente trabalho, apresentamos os modelos 3D da Sml e CD39,
construidos por meio da técnica de modelagem por homologia. Devido a semelhanca
da estrutura 3D de ambos os modelos, foi necessario realizar uma analise estrutural
comparativa entre as duas enzimas, por meio de simulagoes de dinamica molecular e
estudos de docking receptor-ligante. Predicao de cavidades foram feitas no modelo da Sm1
a fim de detectar cavidades diferentes do sitio-ativo que pudessem ser usadas em estudos
de docking. Dessa etapa resultou a selegao de duas cavidades, o sitio-ativo e um sitio
alternativo. Em seguida foram realizadas simulacoes de dinamica molecular envolvendo
os modelos da Sm1 e CD39, e os moldes PDB3ZX3 e PDB3CJA. Para cada modelo foram

feitas duas simulagdes, uma com a presenca do ANP (anélogo do ATP) no sitio-ativo e uma



na auséncia do ANP. Em todas as quatro simulagoes os modelos estao acoplados a uma
membrana do tipo POPC, e o tempo de simulagao foi de 32ns. Para os moldes o tempo de
simulacao foi 40ns. As simulagoes mostraram que a regiao do sitio alternativo apresentou,
no modelo da Sm1 sem o ligante, mudancas na conformagao que nao foram observadas
na Sml com ligante e nas duas simulagoes envolvendo o modelo da CD39. Isso sugere
que o ligante contribui na estabilizacao da estrutura da Sml e CD39. Também foram
feitas analises de drogabilidade e de agrupamento das conformacoes geradas ao longo das
simulagoes envolvendo os modelos. Para as analises de agrupamento foi proposto o uso da
metodologia GLCM, juntamente com o algoritmo K-means. Essas anéalises tinham como
objetivo selecionar conformacgoes das trajetorias que pudessem ser usadas nos estudos de
docking. Para os estudos de docking foram analisadas a afinidade de trés ligantes (ANP,
ARL67153 e praziquantel) no sitio ativo e no sitio alternativo, de ambas as enzimas. Para
o sitio ativo, os melhores resultados foram obtidos com os ligantes ANP e ARL67153, em
todas as simulagoes. Foi observado que o ARL67153 apresentou resultados similares com
os do ANP. No sitio alternativo os melhores resultados foram obtidos com as conformacoes
da simulagao da Sm1 sem o ANP no sitio ativo, sendo que na CD39 nenhum dos ligantes
foram atracados dentro do sitio. Com relacao ao praziquantel, os melhores resultados
foram observados no sitio ativo da Sm1 e CD39. E possivel concluir que o sitio alternativo
da Sm1 é uma regiao que pode ser usada para o atracamento de possiveis inibidores dessa

enzima.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Esquistossomose. Ecto-NTPDases.
SmATPDasel. CD39. Modelagem Comparativa.  Dinamica Molecular.  Docking

receptor-ligante.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected disease caused by parasites of the genus Schistosoma.
According to the World Health Organization, over 200 million people worldwide were
infected, and 4 to 6 million people only in Brazil. The main treatment is the use of the drug
praziquantel, but there are reports in the literature suggesting the parasite’s resistance
to praziquantel. This situation raised the need for search new molecular targets and new
drugs for treating this disease. A group of proteins as potential targets is NTPDase. These
enzymes hydrolyse nucleotides (e.g., ADP and ATP) in the presence of bivalent cations,
and they are described in different organisms. In the parasite Schistosoma mansoni, an
isoform of NTPDase, named SmATPDasel or Sml, was described as a protein anchored
in the plasma membrane of cells in the seed coat of the adult worm. According to the
literature, this isoform is the most expressed enzyme in the tegument of adult worms.
Due to the location and importance of nucleotide triphosphates in the hemostatic and
activation of immune cells, Sm1 has been suggested to be involved in the regulation of
nucleotide concentrations around the parasite, which could be a mechanism of immune
evasion in schistosomiasis. Based on the above assumptions, it has been proposed the
use of Sm1 as a possible target for new schistosomicide drugs. In mammals have been
described eight isoforms. Isoform 1 of human NTPDase (HsNTPDasel), also known as
CDa39, is present in the endothelial cells of blood vessels, and it is responsible for the
regulation of extracellular concentrations of ATP and ADP. In this paper, we present
3D models of Sm1 and CD39, constructed by homology modeling technique. Due to the
similarity of 3D structures of both models, it was necessary to perform a comparative
structural analysis of both enzymes by molecular dynamics simulations and and receptor-
ligand docking. Cavities prediction were made in Sml’s model and two cavities were
selected, the active site and an alternative binding site proposed in this work. After,
it was performed molecular dynamics simulations involving models of Sm1 and CD39,
and PDB3ZX3 and PDB3CJA templates. Two simulations were performed for each
model, one in the presence of ANP (ATP analog) in the active-site and other in the
absence. In models’ simulations, structures were coupled to a POPC membrane, and the
simulation time was 32ns. Simulation time for templates was 40ns. Simulations showed

that the alternative site in Sm1 without ANP presented conformational changes which



were not observed in simulations of CD39 and Sm1l with ANP. This suggests that the
presence of ligand in the active site contributes in stabilizing the structure of Sm1 and
CD39. Druggability and clustering analysis were performed with conformations generated
through simulations. In this work, we proposed the use of GLCM methodology with K-
means algorithm for clustering analysis, aiming to select conformations from trajectories
that could be used in receptor-ligand docking. We analyzed the affinity of three ligands
(ANP, ARL67153 and praziquantel) in the active site and in the alternative site of Sm1 and
CD39 enzymes. The best results for active site were obtained with ANP and ARL67153
ligands, in all simulations. For alternative site, the best results were obtained with
conformations from the simulation of Sm1 without ANP in the active site. For CD39’s
simulations, none of the ligands were docked within the cavity of alternative site. With
regard to praziquantel, the best results were observed in the active site of Sm1 and CD39.
It is possible to conclude that the alternative site of Sm1 is a region which can be used

for docking of possible inhibitors of this enzyme.

Keywords: Schistosoma mansoni. Schistosomiasis. Ecto-NTPDases. SmATPDasel.

CD39. Comparative Modeling. Molecular Dynamics. Ligand-receptor Docking.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esquistossomose

A esquistossomose é uma doenca parasitidria causada por helmintos do género
Schistosoma, sendo considerada pela Organizacao Mundial da Satde uma doenca
neglicenciada (COLLEY; SECOR, 2007). Esta doenga ocorre predominantemente em
paises tropicais da Africa, Sudeste Asiatico, América do Sul, Oriente Médio e Caribe
(GRYSEELS et al., 2006). Estima-se que em 2009, havia nessas regioes 239 milhoes
de pessoas infectadas pelo parasito (KING et al., 2011), com aproximadamente 300 mil
mortes anuais (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2015). No Brasil, estima-se que
25 milhoes de pessoas vivam em areas endémicas, sendo que de 4 a 6 milhoes estao
infectadas (LEAL et al., 2012).

As principais espécies que parasitam o homem sao o S. mansoni, S. haematobium, S.
japonicum, S. mekongi e S. intercalatum. FEnquanto que as espécies S. japonicum e S.
mekongi sdo encontradas na Asia, as espécies S. haemotabium e S. intercalatum ocorrem
na Africa. A espécie S. mansoni ocorre na Africa e nas Américas, sendo a responsével
pela esquistossomose no Brasil (GRYSEELS et al., 2006). A figura 1.1 mostra o mapa
com a distribuicao nos continentes das espécies de Schistosoma que parasitam o homem.

O ciclo de vida do parasito envolve cinco fases (ovo, miracidio, cercaria,
esquistossdmulo e adulto) e dois hospedeiros (intermediario e definitivo) (GRYSEELS
et al., 2006). O primeiro hospedeiro é um caramujo do género Biomphalaria. Existem
no Brasil trés espécies de caramujos que sao hospedeiros naturais, o B. glabrata, B.
tenagophila e B. straminea (BRASIL, 1995). E no caramujo que o parasito evolui da
fase miracidio para cercaria sendo, portanto, o hospedeiro intermediario e indispensavel
no ciclo de vida do parasito. A cercaria é a forma infectante, vivendo livremente na agua.

Quando em contato com a pele ou mucosa humana, a cercaria é capaz de penetrar
ativamente sendo transportada pela corrente sanguinea até os vasos do sistema porta-
hepético (PEARCE; MACDONALD, 2002). No homem, o parasito evolui para a forma
esquistossomulo e depois adulto. Um homem infectado (hospedeiro definitivo) passa a

excretar os ovos do parasito adulto através das fezes e urina (GRYSEELS et al., 2006),
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Figura 1.1: Mapa com a distribuigao das espécies de Schistosoma no mundo. (Fonte:
Gryseels et al, 2000) .

que permanecem viaveis no meio ambiente por até 7 dias. Quando em contato com a agua,
dos ovos sao liberados os miracidios que poderao infectar novos caramujos. A figura 1.2
mostra um resumo do ciclo de vida do Schistosoma.

A esquistossomose mansoni apresenta uma fase aguda e outra cronica (GRYSEELS
et al., 2006). A fase aguda, também conhecida como febre de Katayama, caracteriza-se
pela perda de peso, dores abdominais, diarreia e hepatoesplenomegalia (GRYSEELS et
al., 2006). J&a a fase cronica caracteriza-se por ser uma fase onde os parasitos adultos
comegam a produzir os ovos. Esses ovos sao transportados pela corrente sanguinea para
os pulmées, bago e figado (GRYSEELS et al., 2006). Enzimas proteoliticas liberadas
pelos ovos estimulam uma resposta imunologica onde células T, macrofagos e eosindfilos
se concentram ao redor dos ovos, causando uma reacao inflamatéria granulomatosa
(PEARCE; MACDONALD, 2002). A fase cronica pode apresentar-se de forma branda
com sintomas como perda de apetite e diarreia. Também pode ser assintomatica ou
pode se apresentar de forma mais grave caracterizada por hepatoesplenomegalia, cirrose
e hemorragias (GRYSEELS et al., 2006).

Atualmente, a principal forma de tratamento da esquistossomose é a farmacoterapia,
sendo o praziquantel a droga mais aplicada no tratamento. Esse farmaco atua sobre o
parasito adulto provocando um influxo de Ca*? através da membrana do tegumento o que
leva a uma paralisia da contracao muscular, sendo os canais de céalcio do tegumento os

provaveis alvos do praziquantel (DOENHOFF; CIOLIL; UTZINGER, 2008). Entretanto, ja
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Figura 1.2: Ciclo de vida do Schistosoma. A- parasito adulto, B- ovos, C- miracidio, D-
caramujo, E- cercaria. (Fonte: Gryseels et al, 2006) .

foram relatados na literatura casos onde o tratamento com o praziquantel nao apresentou
efeito sobre o parasito e que esses casos sao crescentes. Esses fatos seriam indicios da
ocorréncia de cepas resistentes ao praziquantel (DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008).

Em 2007, Colley e Secor propuseram uma agenda de pesquisa sobre a esquistossomose
conhecida como “A Schistosomiasis Research Agendd” (COLLEY; SECOR, 2007). Nela,
os autores apresentam um conjunto de iniciativas que vao desde pesquisa basica sobre
a doenca e o parasito, até medidas de satide piiblica. Uma dessas iniciativas seria
a identificacao de proteinas do parasito que possam ser alvos de novos candidatos a

esquistossomicidas (COLLEY; SECOR, 2007).

1.2 As Ecto-Nucleosideo Trifosfato Difosfohidrolases

As NTPDases (EC 3.6.1.5), também conhecidas como ATP-difosfohidrolases ou apirases,
sao enzimas que hidrolisam nucleosideos difosfatados e trifosfatados em nucleosideos

monofosfatados, na presenca de fons bivalentes, principalmente o calcio e o magnésio.
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Uma importante caracteristica das NTPDases ¢ a ocorréncia de cinco regioes conservadas
chamadas de ACR (Apyrase Conserved Regions). Todas as cinco ACR estao localizadas
em torno do sitio ativo das NTPDases (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006;
KNOWLES, 2011).

Uma das primeiras NTPDases a serem identificadas foi a apirase da batata (Solanum
tuberosum), quando em 1956 foi proposto por Cohn e Meek um modelo para o mecanismo
catalitico da enzima (COHN; MEEK, 1957). Nos mamiferos, ja foram descritas oito
isoformas de NTPDases (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006; KNOWLES,
2011). Estas oito isoformas estdo divididas em trés grupos: um primeiro grupo
formado pelas isoformas NTDasel, NTDase2, NTDase3 e NTDase8, sendo extracelulares
e localizadas na superficie externa das células; um grupo formado pelas NTDaseb e
NTDase6, que sao secretadas; e um grupo formado pelas isoformas NTDase4 e NTDase7,
que sao intracelulares (ligadas & membrana de organelas citoplasmaticas) (SANSOM,
2012; KNOWLES, 2011).

O primeiro grupo das NTPDases de mamiferos é conhecido como Ecto-NTPDases,
e estao presentes em vérios orgaos e tecidos, como o endotélio dos vasos sanguineos,
figado, pancreas, glandulas salivares e rim, atuando na regulagao das concentragoes dos
nucleotideos extracelulares (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN;, 2006; KNOWLES,
2011). E o grupo que vem recebendo mais atencdo devido ao seu envolvimento com
o processo de sinaliza¢ao purinérgico (KNOWLES, 2011; ZIMMERMANN; ZEBISCH,
STRATER, 2012).

A sinalizagao purinérgica é um processo em que nucleosideos trifosfatados e
difosfatados, ATP e ADP por exemplo, atuam como moléculas sinalizadoras estimulando
receptores purinérgicos conhecidos como P2 (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN,
2006; SANSOM, 2012). Foram descritos dois grupos de receptores P2, um grupo conhecido
como P2X formado por 7 subtipos e ativados principalmente por ATP, e um segundo
grupo chamado de P2Y formado por 8 subtipos e estimulados por ATP mas também
ADP, UTP e UDP (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006; SANSOM, 2012;
ZIMMERMANN:; ZEBISCH; STRATER, 2012). Em véarios processos fisiologicos como a
coagulagao sanguinea, proliferacao e diferenciagao celular, apoptose, inflamacao, resposta
imunologica, hé o envolvimento da sinalizagdo purinérgica (ROBSON; SEVIGNY;
ZIMMERMANN;, 2006; SANSOM, 2012).
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Segundo a literatura, quando o substrato for o ATP, as isoformas NTPDase2,
NTPDase3 e NTPDase8 fariam primeiro a hidrélise do ATP liberando o ADP e em seguida
a hidrolise do ADP liberando o AMP, devido ao acimulo de uma quantidade consideravel
de ADP antes da hidrolise para AMP (ZIMMERMANN; ZEBISCH; STR4ATER, 2012).
Em contraste, a NTPDasel faria a hidrolise do ATP direto para AMP, devido &
auséncia de quantidades significativas do ADP como intermediario (KACZMAREK et al.,
1996; ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012). Porém, a hidrolise do UTP pela
NTPDasel leva a um actmulo de quantidades significativas de UDP (ZIMMERMANN;
ZEBISCH; STRATER, 2012). A NTPDasel de humanos ¢ tambem conhecida como
CD39 e esta presente nas células do endotélio dos vasos sanguineos, bago, placenta e
células do sistema imunolégico como as células B e dendriticas (ROBSON; SEVIGNY;
ZIMMERMANN, 2006; KNOWLES, 2011).

A estrutura das Ecto-NTPDases ¢ caracterizada por um dominio extracelular (ECD
- do inglés, Extracellular Domain), onde estao localizadas as ACR e o sitio ativo,
e dois dominios transmembranares localizados proximos as extremidades N-terminal
(Nter) e C-terminal (Cter) (GRINTHAL; GUIDOTTI, 2006; ROBSON; SEVIGNY;
ZIMMERMANN, 2006; KNOWLES, 2011). Os dominios transmembranares sao formados
por duas hélices, chamadas de TM1 e TM2, e atuam na ancoragem da enzima na superficie
externa das células (ZEBISCH et al., 2013).

Em 2008 e 2012, foram publicadas as estruturas dos cristais da NTPDase2 e NTPDasel
de Rattus norvegicus, denominadas RnNTPDase2 e RnNTPDasel, respectivamente.
Somente o dominio ECD foi cristalizado (ZEBISCH; STRATER, 2008; ZEBISCH et al.,
2012). Uma diferenga entre elas é que a RnNTPDasel é capaz de hidrolisar tanto o ATP
como o ADP, sem preferéncia (ZEBISCH et al., 2012). Ao contrario, a RaNTPDase2
apresentou uma preferéncia por ATP (ZEBISCH; STRATER, 2008).

Uma importante caracteristica da RnNTPDasel e RnNTPDase2 é a presenca de cinco
pontes dissulfeto no dominio ECD, o que garante uma estabbilidade a estrutura de ambas
as enzimas (ZEBISCH et al., 2013). As figuras 1.3(a) e 1.3(b) mostram a estrutura da
RnNTPDasel (PDB3ZX3) e RunNTPDase2 (PDB3CJA) e em destaque as cinco pontes
dissulfeto.

A estrutura do cristal de uma Ecto-NTPDase, presente na bactéria Legionela

pneumophila (LpNTPDase), foi publicada em 2010 (VIVIAN et al., 2010). Segundo
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(a) RaNTPDasel (PDB3ZX3). (b) RuNTPDase2 (PDB3CJA).

Figura 1.3: Ligacoes dissulfeto presentes na RnNTPDasel e RnNTPDase2. Em destaque
as cinco pontes dissulfeto (amarelo) presentes na (a) RnNTPDasel (magenta) e (b)
RnNTPDase2 (verde).

Sansom e colaboradores (2008), essa forma é similar & NTPDasel de humanos e teria
um papel importante na replicagao da bactéria no interior das células do hospedeiro

(SANSOM et al., 2008; VIVIAN et al., 2010).

1.3 ATP-difosfohidrolases de S. mansont

Em 1993, foi evidenciada pela primeira vez a presenca de atividade ATP-difosfohidrolasica
no tegumento de vermes adultos de S. mansoni (VASCONCELOS et al., 1993).
Posteriormente, foram identificadas duas isoformas, SmATPDasel e SmATPDase2, no
tegumento do parasito adulto, com massa molecular em torno de 63KDa e 55KDa,
respectivamente (VASCONCELOS et al., 1996). A presenga das duas isoformas em outras
fases do ciclo de vida do parasito, como os ovos e miracidios, foi confirmada posteriormente
(LEVANO-GARCIA et al., 2007; FARIA-PINTO et al., 2004).

Foi demonstrado que ambas as isoformas, isoladas de ovos do parasito, foram

reconhecidas pelo soro de camundongos infectados e nao pelo soro de camundongos
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saudaveis, indicando que essas enzimas sao reconhecidas como antigenos pelo sistema
imunologico do hospedeiro (FARIA-PINTO, 2008). Também foi demostrado, por técnica
ELISA, que anticorpos IgG produzidos em camundongos infectados experimentalmente
por S. mansoni, apresentaram alta reatividade contra a apirase de batata (FARIA-
PINTO, 2008). Tal imunoreatividade cruzada, sugere o compartilhamento de dominios
antigénicos conservados entre as isoformas do parasito e a apirase de batata (FARIA-
PINTO, 2008).

Em 2003, foi publicada a caracterizagdo do gene da SmATPDasel (Sml), responsével
pela sintese da isoforma de 63KDa (DEMARCO et al., 2003). Segundo os autores, essa
isoforma estaria localizada na superficie externa do tegumento em todas as fases de vida
do parasito, exceto no ovo. A estrutura da Sml seria muito semelhante a da CD39
de humanos, com um dominio ECD e dois dominios transmembranares (TM1 e TM2)
(DEMARCO et al., 2003).

Em 2007, Levano-Garcia e colaboradores publicaram a caracterizagao do gene
da SmATPDase2 (Sm2), que codifica a isoforma de 55KDa. Segundo os autores,
diferentemente da Sm1, a isoforma Sm2 possui uma tunica regiao transmembranar que
¢ clivada apos sua sintese. Também foi sugerido que a Sm2 seria sintetizada por células
do tegumeto e transportadas e excretadas pelo tegumento de parasitos adultos (LEVANO-
GARCIA et al., 2007). Em 2014, Souza e colaboradores publicaram o modelo 3D completo
da Sm2. O modelo proposto foi feito usando a técnica de modelagem comparativa e
apresenta semelhanga estrutural com a NTPDase6 de humanos (SOUZA et al., 2014).

A atividade enzimatica das isoformas Sml e Sm2 depende de fons bivalentes. Para
a Sml a atividade enzimatica foi maior na presenca de Ca*? enquanto que para a Sm2
sua atividade foi maior na presenga de Mg™ (LEVANO-GARCIA, 2008). Um estudo
de protedomica do tegumento do verme adulto de S. mansoni, feito por Castro-Borges
e colaboradores, mostrou que a Sml ¢é a segunda proteina mais expressa no tegumento
(CASTRO-BORGES et al., 2011). Também foi demonstrado que a supressao, usando
a técnica de RNAI, de enzimas presentes no tegumento de vermes adultos e que estao
envolvidas na catalise do ATP e ADP, somente a supressao da Sm1 apresentou reducao
na capacidade de clivagem do ATP e ADP extracelular (DA’DARA et al., 2014).

Devido as propriedades cataliticas, localizacao e importancia dos nucleotideos di- e

trifosfatados na ativacao hemostatica e de células do sistema imunologico, foi sugerido
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que a Sml estaria envolvida na regulagao das concentragoes de nucleétidos em torno do
parasito, o que contribuiria com a sua evasao do sistema de defesa do hospedeiro mamifero
(VASCONCELOS et al., 1993; VASCONCELOS et al., 1996; DEMARCO et al., 2003;
LEVANO-GARCIA et al., 2007; BHARDWAJ; SKELLY, 2009).

No presente trabalho, nés apresentamos um modelo tridimensional das proteinas Sm1
e CD39. Para a construcao dos modelos, usamos a técnica de modelagem comparativa
via programa Modeller, aplicando uma abordagem de restricao de estrutura secundaria e

restri¢oes de distancias entre atomos em contato nas regioes de TM1 e TM2.

1.4 Mecanismo Catalitico das NTPDases

Na literatura, foram descritos dois modelos sobre o mecanismo catalitico das NTPDases.

A seguir, serao descritos esses dois modelos.

1.4.1 Modelo proposto por Zebisch e Striter (2008)

O modelo proposto por Zebisch e Striter (2008) é baseado na NTPDase2 de Rattus
norvegicus (PDB3CJA). Pelo modelo, a hidrélise ocorre pelo ataque nucleofilico de uma
molécula de agua no grupo fosfato terminal (v-fosfato) do ANP. A posigdo da agua
nucleofilica seria direcionada pelas interagoes com os residuos A123, E165 e S206 da
NTPDase2. Uma segunda molécula de agua estaria interagindo com o residuo Q208 e a
agua nucleofilica (ZEBISCH; STRATER, 2008). A Figura 1.4 mostra a molécula de agua
nucleofilica (4gua 1) posicionada a uma distancia de 3,11 A do grupo fosfato terminal, os
residuos que direcionam a posicao dessa dgua nucleofilica e o fon calcio acompanhado por
quatro moléculas de dgua (ZEBISCH; STRATER, 2008).

Pela figura 1.4 é possivel ver que o angulo formado entre a molécula de agua 1 e o
grupo 7-fosfato é de 168,7° (ZEBISCH; STRATER, 2008). Segundo os autores do modelo,
nenhuma outra molécula de agua ou aminoacido estaria melhor posicionado para um
ataque nucleofilico do que a molécula de agua 1 (ZEBISCH; STRATER, 2008). A ativagao
da agua nucleofilica seria feita pelo grupo carboxila da cadeia lateral do residuo E165, que
encontra-se a uma distancia de 2,6 A da agua nucleofilica (ZEBISCH; STRATER, 2008).

Experimentos de mutagénese no residuo E174 da CD39 de humanos, e que corresponde

ao residuo K165, mostraram a perda completa da atividade catalitica da enzima
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Figura 1.4: Regiao do sitio ativo da NTPDase2 de Rattus norvegicus. Destaque para a
agua nucleofilica (4gua 1 - em vermelho) posicionada a uma distancia de 3,11 A do grupo
fosfato terminal do ligante ANP (em rosa), os residuos (em azul e verde) que direcionam
a posicao da adgua nucleofilica e fon célcio (em rosa) coordenado por quatro moléculas de
agua. (Fonte: Retirado de Zebisch e Striter (2008)) .

(DROSOPOULOS et al., 2000; ZEBISCH; STRATER, 2008).

No caso do ion metalico, segundo Zebisch e Stréter (2008), este funcionaria como
um catalizador polarizando uma da ligacoes P-O do grupo fosfato terminal. Durante o
ataque nucleofilico, as cargas negativas dos estados de transi¢ao sao estabilizadas pelo fon
metalico (ZEBISCH; STRATER, 2008). A posi¢ao desse fon é coordenada pela presenga
de quatro moléculas de agua (ZEBISCH et al., 2013) (ver Figura 1.4).

1.4.2 Modelo proposto por Kozakiewicz (2008)

Também em 2008, Kozakiewicz e colaboradores propuseram um modelo para a catélise
na NTPDasel baseado em um modelo da apirase de batata (Solanum tuberosum). O
modelo proposto sugere um outro mecanismo catalitico envolvendo dois conjuntos de
residuos, onde o primeiro grupo (S54, T127 e E170) seria responsével pela hidrolise do
~-fosfato, enquanto que o segundo grupo (T55 e E78) atuaria na hidrélise do S-fosfato
(KOZAKIEWICZ et al., 2008). A figura 1.5 mostra a regiao do sitio ativo da apirase de
batata e os residuos envolvidos na catalise.

Estudo feitos com a mutacao S57A na CD39 de humanos, correspondente a S54 da
apirase de batata, provocou um aumento da atividade ADPase e diminuicao da atividade
ATPase (DROSOPOULOS et al., 2000; KOZAKIEWICZ et al., 2008). Segundo os autores

do modelo, o residuo S54 seria responsével pelo posicionamento do ATP no sitio ativo da
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E170

Figura 1.5: Residuos cataliticos da apirase de batata. O sitio apresenta os principais
residuos envolvidos na intera¢ao da enzima com o substrato (ATP) e com a molécula de
agua nucleofilica (Wat). (Fonte: Retirado de Kozakiewicz, et al, 2008) .

enzima (KOZAKIEWICZ et al., 2008). O residuo T127 seria o responsavel pela ativagao
de uma molécula de dgua que faria o ataque nucleofilico do grupo vy-fosfato, enquanto que
o residuo E170 ajudaria no posicionamento da agua nucleofilica (KOZAKIEWICZ et al.,
2008).

Com relagao ao segundo grupo de residuos, que atuaria na hidrélise do [-fosfato, o
residuo TH5 seria o responsavel pelo ataque nucleofilico (KOZAKIEWICZ et al., 2008).
Os autores do modelo nao deixam claro se haveria a participacao de uma molécula de

agua nesse segundo ataque nucleofilico, como ocorreria na hidrélise do ATP.

D197
E170F
\“‘ ‘\l '
o-@ -0
Cae
P
D51 ol

Figura 1.6: Posicionamento do fon metal e moléculas de adgua. Destaque para o fon
calcio, e as moléculas de agua e residuos que atuam no posicionamento do fon no sitio
ativo. (Fonte: Retirado de Kozakiewicz, et al, 2008) .

No modelo catalitico de Kozakiewicz e colaboradores (2008), assim como no modelo
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de Zebisch e Stréter (2008), o fon metélico nao interage diretamente com os residuos da
enzima mas por meio de moléculas de agua. Essas mesmas moléculas de dgua, juntamente
com os residuos D50, D197 e E170, seriam responséveis pelo posicionamento do fon

metéalico no sitio ativo da enzima (ver figura 1.6) (KOZAKIEWICZ et al., 2008).

1.5 Modelagem Comparativa

Sabe-se que a func¢ao de uma proteina é determinada por sua sequéncia de aminoacidos
e pela sua estrutura tridimensional (3D) (SANCHEZ et al., 2000). O advento
das tecnologias de sequénciamento do acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés
deoxyribonucleic acid), levou ao surgimento de muitos projetos de sequénciamento de
genomas em larga escala. Isto abriu as portas para a possibilidade de se identificar
todo o conjunto de proteinas de um organismo. Porém, esta possibilidade esbarrou no
alto custo financeiro dos dois principais métodos experimentais de predi¢ao da estrutura
tridimensional de proteinas, a cristalografia por difracao de raios-X e a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear. Diante de tal situacao, métodos tedricos, surgem como
uma importante ferramenta na predigao da estrutura 3D de uma proteina (JOHN; SALI,
2003).

As familias de proteinas sao formadas por membros que apresentam duas importantes
caracteristicas: estrutura tridimensional conservada e alta similaridade na estrutura
priméaria. Esta conservagao, resultado da evolucao, permite que se faca a predicao da
estrutura 3D de todos os membros de uma familia mesmo quando se conhece apenas
a estrutura 3D de um tnico membro (SALI, 1995; SANCHEZ et al., 2000). Isto é um
importante fundamento da modelagem comparativa, também conhecida como modelagem
por homologia.

A técnica de modelagem comparativa se baseia no alinhamento estrutural da proteina
alvo, cuja estrutura 3D nao é conhecida, com uma ou mais proteinas cuja estrutura 3D
jé foi resolvida por métodos experimentais, e as coordenadas cartesianas de seus dtomos
estao depositadas em um banco de dados como o PDB (Protein Data Bank) (BERMAN
et al., 2000). Estas ultimas sao conhecidas como proteinas moldes e sdo evolutivamente
relacionadas com a proteina alvo (SALI, 1995). E importante salientar que a técnica

depende da identidade entre as estruturas primérias da proteina alvo e dos moldes. Quanto
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maior essa identidade, maior ¢ a acuracia do método (SANCHEZ et al., 2000; BAKER;
SALI, 2001).

A modelagem comparativa consiste em quatro etapas (VERLI, 2014):

(i)

(iii)

Busca e selecao dos moldes: Nessa etapa, sao feitos alinhamentos locais entre
as estruturas primarias da proteina alvo e das proteinas depositadas no PDB. O
objetivo é encontrar no banco de dados proteinas que tenham alta similaridade com a
proteina alvo. Para tal, ¢ usado um programa de alinhamento local entre sequéncias
de proteinas, como o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et
al., 1990).

O BLASTP faz alinhamentos pareados entre as regides com maior nimero de
residuos idénticos ou similares das sequéncias de proteinas que estao sendo
analisadas. Para cada alinhamento sao computados o niimero de residuos idénticos

e de residuos similares em cada posigao do alinhamento.

No processo de selecao dos moldes é levado em conta o grau de similaridade entre
as estruturas primarias da proteina alvo e das proteinas relacionadas pelo BLASTP.
A chance de uma determinada proteina do PDB ser selecionada como molde seréa
tanto maior quanto maior for o nimero de residuos idénticos e similares encontrados
no alinhamento e a cobertura desse alinhamento (BAKER; SALI, 2001; GOLIATT,
2007).

Alinhamento global entre as sequéncias: Apods a selecao dos moldes, sao
feitos alinhamentos globais entre a sequéncia de aminoéacidos da proteina alvo e as
sequéncias das proteinas moldes. O alinhamento global envolve toda a extensao das
sequéncias que estao sendo alinhadas e busca maximizar o niimero de pareamentos
entre residuos idénticos ou similares. Esta etapa é de grande importancia pois a
construcao do modelo depende fundamentalmente de uma 6tima correspondéncia
entre os residuos da sequéncia alvo e os residuos da sequéncia molde (SANCHEZ et
al., 2000). Um exemplo de programa para alinhamento global é o Clustal (SIEVERS
et al., 2011).

Construcao do modelo: A construgao do modelo pelo método de satisfacao de
restri¢oes espaciais se da por meio do uso de diferentes tipos de informacgoes. A seguir

uma descrigao sucinta do método implementado no progama Modeller (SALI, 1995;
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ESWAR et al., 2006) usado, no presente trabalho, na constru¢do dos modelos da
Sm1 e CD39.

O ponto de partida da construcao do modelo sao as informagoes obtidas a
partir do alinhamento global entre a sequéncia da proteina alvo e a sequéncia da
proteina molde. Informagoes como comprimento das ligacoes e angulos diedrais sao

transferidos da proteina molde para o modelo (SALI, 1995; ESWAR et al., 2006).

Em seguida, as informagoes do alinhamento sao avaliadas por func¢oes densidade
probabilidade que foram obtidas a partir de analises estatisticas de uma base de
dados formada pelo alinhamento de 416 proteinas, de diferentes familias, com
estruturas 3D resolvidas experimentalmente (SALI, 1995; ESWAR et al., 2006).
Essas funcoes expressam relagoes quantitativas, como a correlacao entre duas
distancias C,—C, equivalentes de proteinas similares ou a correlagao entre angulos
diedrais equivalentes de duas proteinas similares, e sao usadas como restrigoes

espaciais (SALI, 1995; ESWAR et al., 2006).

O passo seguinte do método é a combinagao das restri¢goes espaciais com termos
de energia de campos de for¢a em uma funcao objetivo. O modelo é obtido pela
otimizagao da fungao objetivo por meio de métodos que visam minimizar as violagoes
das restrigoes espacias (e.g. gradiente conjugado, méaximo declive) (SALI, 1995;

ESWAR et al., 2006).

Uma outra técnica usada na geragao dos modelos é a dos corpos rigidos. Um exemplo
de programa que usa essa técnica é o Swiss-Model (BIASINI et al., 2014). Na
modelagem comparativa por corpos rigidos, a construcao do modelo tridimensional
da proteina ¢ dividida em trés partes: modelagem de regioes conservadas, inser¢ao

de algas e inser¢ao de cadeias laterais.

As regides estruturalmente conservadas da proteina sao definidas por meio de
preditores de estrutura secundaria. Essas regioes sao entao alinhadas com a

estrutura do molde (VERLI, 2014).

Em seguida sao inseridas no modelo as regioes varidveis, que geralmente
correspondem a alcas que conectam as regioes conservadas. Banco de dados de
estruturas onde as algas sao classificadas pelo nimero de residuos e pelo tipo

de estrutura secundaria que conectam, podem ser usados na obtencao da cadeia
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principal (VERLI, 2014).

Apo6s a insergao das algas, sdo feitas a insercao das cadeias laterais dos
aminoacidos. Nesta etapa, bibliotecas de rotameros podem ser usadas (VERLI,
2014). Essas bibliotecas diminuem o tempo computacional pois facilitam a busca

por conformagoes preferenciais de cadeias laterais que apresentam angulos de torcao

favoraveis (XIONG, 2006).

(iv) Validagao do modelo: Nesta etapa, é avaliada a qualidade do(s) modelo(s)
gerado(s). A qualidade do(s) modelo(s) depende de avaliagbes estereoquimica,
energia (DOPE (Discrete Optimized Protein Energy), calculado pelo programa
Modeller), conservagao de dominios e ligagoes (VERLI, 2014). S&o usados
na avaliagdo programas como o Procheck (LASKOWSKI et al., 1983), Errat
(COLOVOS; YEATES, 1993) e Verify3D (EISENBERG; LiTHY; BOWIE, 1997).
Caso sejam identificados erros na estrutura 3D de um modelo, torna-se necessério
refazer alguns dos passos anteriores do processo, seja desde ajustar o alinhamento

global até a escolha de novos moldes.

Além de propor um modelo tridimensional para a Sm1l e CD39, o presente trabalho
pretende verificar mudancas conformacionais dessas enzimas por meio de simulacoes
computacionais de dinamica molecular. A seguir, sera apresentada uma breve descrigao

dos fundamentos teoéricos da técnica de dinamica molecular usada no presente trabalho.

1.6 Dinamica Molecular

A dindmica molecular é uma técnica de simulagao computacional que fornece informagoes
a respeito dos movimentos em um sistema de particulas em func¢ao do tempo (KARPLUS;
MCCAMMON, 2002). A partir da posigao inicial de cada particula do sistema, sdo
geradas novas posigoes a cada intervalo de tempo constituindo a trajetoria do sistema.
Essa trajetoria depende do potencial de interagao entre as particulas e da resolucao das
equagoes de movimento da mecanica classica (GOLIATT, 2007).

Simulacoes de dindmica molecular tém sido aplicadas a uma variedade de problemas
envolvendo macromoléculas biologicas, em especial proteinas. Problemas como interacao

proteina-ligante, mecanismos de reagao enzimatica, desnaturagao e enovelamento de
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proteinas, mudancas na conformagao da proteina, sao exemplos de aplicacao dessa técnica
(PONDER; CASE, 2003; CASE et al., 2005).

O potencial de interacao entre os atomos em um sistema é representado por uma
fungao chamada de Campo de Forca. A forma geral de um campo de for¢ga para um

sistema com N atomos é dada pela equagao 1.1.

N,
V(r) = 3350 Ky (bn —bon)? + 2 SN Kon(0 — 0on)? + 1 3005, Ken(En — €on)?+
+ % 21];[;1 Krn[l + Cos(nnTn - 571)] + Zi\éj(Bij )12 - (h)fi + ZN 4

T4 T4 ZS] 47‘('606T7‘ij

(1.1)

onde o primeiro termo é o potencial harmoénico linear para N, ligacoes quimicas e seus
movimentos vibracionais, k;, é a constante de Hook, b é o comprimento instantaneo da
ligacao e by é o comprimento de equilibrio. O segundo termo é o potencial harmonico
angular para Ny angulos formados por trés atomos ligados consecutivamente, Ky é a
constante de Hook, 8 é o angulo entre as duas ligacoes e 6y é o angulo de equilibracao. O
terceiro termo é o potencial diedral impréprio que se refere aos N¢ angulos entre os planos
formados por quatro atomos, K¢ ¢ a constante de Hook, £ ¢ o angulo entre os planos e
& € o angulo de equilibrio. O quarto termo é o potencial diedral préprio que descreve
as N, rotacoes das ligagoes quimicas formadas, K, constante que define a barreira de
rotacao das ligagoes quimicas, n ¢ o nimero de minimos, 7 é a variagao do angulo de
rotacao e o é o angulo de diferenca de fase (0° ou 180°). O quinto termo é o potencial
de Lennard-Jones, onde (%)12 modela a repulsdo entre dtomos muito proximos, (%)6
modela as interacoes atrativas de van der Waals e 7;; ¢ a distancia entre os atomos i e j.
O sexto termo ¢é o potencial de Coulomb onde ¢; e g; sao as cargas parciais dos dtomos
i e j, respectivamente, r;; ¢ a distancia entre os dtomos 7 e j, €, constante dielétrica do
meio e € é a permissividade elétrica do vécuo.

Os quatro primeiros termos modelam interacoes entre atomos ligados e os dois tltimos
termos modelam interagoes entre atomos nao-ligados. A figura 1.7 mostra um esquema
dos potenciais calculados pelo campo de forga.

Sabendo como os atomos de um sistema interagem entre si, é necessario, entao,
definir a posicao e velocidade iniciais dos atomos que compoem o sistema. Para uma
proteina, a posicao inicial dos atomos é dada pelas coordenadas espaciais, seja em uma
estrutura resolvida experimentalmente ou em um modelo 3D. Para a atribuicao das
velocidades inicias, um procedimento geralmente utilizado ¢ o uso da distribuicao de

Maxwell-Boltzmann dependente da temperatura do sistema (MARTINEZ, 2007). Como
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Figura 1.7: Esquema dos potenciais de um campo de forca. No esquema, b representa o
potencial harmdnico de ligacao, 6 representa o potencial angular, 7 representa o potencial
torcional e r;; a distancia entre atomos nao ligados. (Fonte: Schlick, 2010) .

a forca sobre cada atomo do sistema é o oposto do gradiente da energia potencial, ou seja,
F = —VV (r), é possivel calcular a aceleragao de cada atomo.

Estabelecidas as condigOes inciais e a aceleragao @ de cada atomo do sistema, pode-se
atualizar as posicoes e velocidades nas etapas subsequentes da simulagao. Isso pode ser
feito por meio da resolucao das equacoes newtonianas de movimento. Para o instante
t + At as velocidades e posicoes dos atomos de um sistema podem ser atualizados pelas

equagoes 1.2 e 1.3 dadas abaixo.

U(t+ At) = 0(t) + a(t)At + . .. (1.2)
S(t+ At) = 5(t) + v(t) At + %M +... (1.3)

Dadas as novas posicoes e velocidades no instante ¢ + At, os potenciais interatdmicos
sao recalculados, definindo novas forcas e novas acelera¢oes. Dessa forma, novas posicoes
e velocidades serao recalculadas em um novo ciclo. Este ciclo resulta na trajetoria de
todos os atomos do sistema ao longo do tempo (MARTINEZ, 2007).

A equacao 1.2 é a expansao da série de Taylor com erro associado da ordem de At?,
enquanto que a equagao 1.3 é a expansao da série de Taylor em torno do ponto s(t) com
erro associado da ordem de At?. Afim de reduzir o erro no célculo das velocidades, outros

algoritmos foram propostos como o Velocity-Verlet (MARTINEZ, 2007).
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No algoritmo Velocity-Verlet as posigoes sao atualizadas em t+ At e as velocidades em

A
t—i—?

t Desta forma a velocidade e as posicoes dos d&tomos de um sistema sao atualizados

pelas respectivas equagoes 1.4 e 1.5 descritas a seguir:

(e + 50 = i(e) + DO (1.4)
St + At) = 5(t) + v(t + %)At (1.5)

Antes do inicio da simulacao é necessario a preparacao do sistema. As etapas de

preparacao podem variar conforme o sistema biologico a ser modelado. Em geral, sao

necessarias uma etapa de adicao do solvente e uma de adi¢ao dos fons. Caso a simulagao

envolva uma proteina transmembranar, as estapas seriam as seguintes: (i) adigao da

membrana, (ii) solvatagao, (iii) adigao dos ions e (iv) definigao de condigoes periddicas de

contorno.

(i)

(i

Adicao da membrana: Diversas proteinas estao associadas & membranas de
organelas celulares ou a membrana plasméatica. Isso significa que durante a
montagem de sistemas que envolvam proteinas transmembranares ¢ necessario o

uso de um modelo parametrizado de membrana.

Um modelo de membrana que é muito usado em simulagoes de dindmica molecular
¢ o modelo POPC (palmitoil-oleil-fosfatidilcolina) por ser um dos tipos de lipideos
mais frequentes na composigao de membranas biologicas (NELSON; COX, 2009),

além de estar parametrizado para varios campos de forca.

Solvatacao: Uma importante caracteristica das simulagoes de dinamica molecular
é a inclusao explicita da agua como solvente. Um modelo de dgua muito usado
nessas simulagoes ¢ o TIP3P (JORGENSEN et al., 1983). Neste modelo de adgua
sao considerados trés sitios de interagao: um sitio no oxigénio e dois nos hidrogeénios.
O angulo entre as ligacoes OH é de 104.52°, a distancia OH ¢ de 0,9572A, com carga
parcial de -0,834 para o oxigénio e 0,417 para os hidrogénios (JORGENSEN et al.,
1983).

Outros modelos de dgua também foram propostos como o TIP4P (JORGENSEN
et al., 1983) e o TIP5P (MAHONEY; JORGENSEN;, 2000). A principal diferenga
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entre esses modelos estd no niumero de sitios de interagdo (JORGENSEN et al.,
1983; MAHONEY; JORGENSEN;, 2000). Quanto mais sitios de intera¢do maior o
custo computacional (RICK; STUART; BERNE, 1994). A escolha do modelo a ser

usado depende do campo de forca a ser usado na simulagao.

(iii) Adicao dos ions: Os ions possuem papel fundamental na fisiologia celular. Para
muitas enzimas a atividade catalitica depende da presenca de ifons. Nesta etapa,
sao adicionados fons buscando reproduzir as concentragoes fisiologicas, como por

exemplo as concentracoes de Na™ e K™ no sangue.

(iv) Condigoes periodicas de contorno: Pela figura 1.8 podemos ver que as
particulas do sistema estao restritas a uma caixa tridimensional chamada de célula
de simulacao. Portanto, as particulas estao imersas em um sistema finito sujeitas aos
efeitos de borda, ou seja, a cada passo da simulagao, particulas do sistema poderiam
desaparecer através da borda. Afim de evitar este problema, sao usadas condigoes
periodicas de contorno. Isto permite que no entorno da célula de simulagao sejam
adicionadas réplicas idénticas fazendo com que o sistema seja simulado como se fosse
de tamanho infinito. Assim, toda particula na célula de simulacao tem uma copia
exata nas células vizinhas. Este arranjo permite que quando uma particula deixe
a célula de simulacao seja substituida por uma outra idéntica, conservando assim o

nimero de particulas.

A simulagdo de dindmica molecular envolve quatro etapas (VERLI, 2014): (i)
minimizagao, (ii) tratamento térmico, (iii) equilibragdo e (iv) produgado. Essas etapas

sao descritas a seguir:

(i) Minimizac¢ao: Durante a preparagao do sistema para simula¢do, podem ocorrer
problemas relacionados a geometria inicial dos atomos que compoem o sistema. Por
exemplo, quando o programa adiciona o solvente pode ocorrer que um atomo de
hidrogénio de uma molécula de agua fique muito proximo de um outro atomo de
hidrogénio da cadeia lateral de um residuo, levando a uma repulsao eletrostatica.
Para evitar tais problemas, é necessario ajustes na configuracao inicial do sistema por
meio da minimizagao da energia potencial. Métodos como o Gradiente Conjugado e

Maximo Declive podem ser usados no processo de minimizacao da energia potencial

do sistema (MACKAY; CROSS; HAGLER, 1989).



Figura 1.8: Representagao das condigoes periddicas de contorno.

simulacao e em torno as réplicas da mesma.
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Tratamento térmico: O tratamento térmico consiste na elevagao gradual da
temperatura do sistema de um valor pré-determinado até a temperatura desejada
para a simulacao. Esta etapa é importante quando a simulacao envolve uma proteina
cuja a estrutura 3D foi obtida em temperatura diferente da fisiol6gica, como na

cristalografia de raios-X, ou entao estruturas obtidas por modelagem comparativa.

Equilibragao: Nesta etapa, busca-se equilibrar a energia potencial de interacao
das particulas do sistema com a energia cinética, evitando variagoes bruscas da
energia total do sistema na etapa de producao (SCHLICK, 2010). Assim como na
minimizagao, a equilibracao pode ser dividia em duas fases, uma com restri¢ao no

movimento da proteina e outra sem nenhuma restri¢ao.

Producgao: A etapa de producgao caracteriza-se pelo inicio da geracao das
conformagoes que irao compor a trajetoria do sistema ao longo do tempo de

simulagao.

1.7 Docking receptor-ligante

Muito dos processos celulares envolve a intera¢ao entre uma proteina (receptor) e uma

pequena molécula (ligante), que atua como substrato ou inibidor, ou desencadeando uma

resposta biologica (agonista) ou bloqueando a resposta (antagonista). Por conta disso, o
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conhecimento do modo de interacao entre ligantes e receptores torna-se fundamental no
planejamento racional de farmacos. Uma técnica computacional que tem sido usada na
previsao do modo de interacao e da afinidade de um ligante por um receptor é a técnica
denominada atracamento receptor-ligante ou docking receptor-ligante (VERLI, 2014). Ao
longo do texto iremos nos referir ao docking receptor-ligante simplesmente como docking.

As metodologias computacionais de docking estao baseadas no modelo chave-fechadura
proposto por Emil Fisher (1894) (FISCHER, 1894). Por este modelo, o ligante é a “chave”,
o receptor é a “fechadura”, e o “buraco da fechadura” seria o sitio de ligacao. A interagao
entre o ligante e o receptor estaria relacionada com as ac¢oes de “abrir ou trancar” a porta.
Entretanto, as estruturas do receptor proteico e do ligante sao flexiveis, de tal maneira
que durante a interagao tanto o ligante como o receptor podem apresentar mudangas em
suas conformagoes (VERLI, 2014).

Para explicar as mudancas na conformacao do receptor foi proposto por Koshland o
modelo do encaixe induzido, onde o ligante induz alteracoes conformacionais no receptor a
fim de otimizar a interacao receptor-ligante (MEIRELES et al., 2011). Em contraposi¢ao
foi proposto o modelo da selecao conformacional. Por este modelo, um receptor apresenta
um conjunto de conformagoes e o ligante seleciona uma determinada conformacao do
receptor, deslocando o equilibrio quimico de tal forma que a conformacao selecionada
tenha a sua propor¢ao aumentada no conjunto das conformagoes (MEIRELES et al.,
2011; VERLI, 2014).

Estudos experimentais mostram que os dois modelos podem coexistir, a selecgao
conformacional desempenhando um papel dominante na definicao das mudancas
conformacionais de larga escala e que sao exploradas pelo ligante, especialmente na fase
inicial da ligagdo (MEIRELES et al., 2011; VERLI, 2014). Ja o encaixe induzido explicaria
as alteracoes locais e especificas que ocorrem no receptor induzidas pelo ligante, tais
como rearranjos das cadeias laterais dos residuos proximos ao ligante (MEIRELES et al.,
2011; VERLI, 2014). A figura 1.9 mostra um esquema dos modelos de reconhecimento
molecular.

O reconhecimento molecular entre proteina e ligante esta baseado na
complementaridade de caracteristicas fisico-quimicas e estruturais. As caracteristicas
fisico-quimicas definem o grau de afinidade e de especificidade do ligante pela proteina

e estao relacionadas com interagoes intermoleculares, tais como ligacoes de hidrogénio,



37

Figura 1.9: Esquema dos modelos de reconhecimento molecular. Em (A) o modelo encaixe
induzido, (B) modelo selegio conformacional e em (C) sele¢ao conformacional seguido de encaixe induzido.
(Fonte: Meireles, 2011) .

interagoes de van der Waals, interacoes eletrostaticas e interagoes hidrofébicas. Ja as
caracteristicas estruturais estao associadas com as variacoes na orientagao espacial das
ligagoes quimicas (VERLI, 2014).

O processo de reconhecimento molecular é dirigido por uma combinagao de efeitos
entalpicos e entropicos que podem ser estimados através da energia livre de ligacao de
Gibbs e que, por sua vez, esta relacionada com a constante de equilibrio de ligacao, ou
seja:

AGy, = AH — TAS = —RTInK., (1.6)

onde AH é a variacao da entalpia, T é a temperatura absoluta, AH é a variacao da
entropia e R é a constante universal dos gases. A constante de equilibrio de ligacao é

determinada experimentalmente e pode ser representada pela constante de associagao:

[RL]
K,=-——+ (1.7)
[R][L]
onde [R] ¢ a concentracao do receptor, [L] a concentracao do ligante e [RL] a concentracao
do complexo receptor-ligante.

No docking os algoritmos de busca sao usados para explorar a superficie da energia livre

de ligacao a fim de encontrar as melhores conformagoes do ligante durante o docking. Se os
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efeitos entélpicos e entropicos forem corretamente modelados pela fungao de energia, entao
o minimo global da superficie de energia estara associado ao modo de ligacao receptor-
ligante encontrado experimentalmente. Devido as aproximacoes introduzidas no modelo
de interacao molecular, nem sempre o minimo global satisfaz este importante requisito
(GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2014).

Existem trés estratégias relativas a flexibilidade do receptor e do ligante: (1) a proteina
¢ considerada rigida e apenas os graus de liberdade translacionais e rotacionais do ligante
sao explorados, (2) a proteina é considerada rigida e todos os graus de liberdade do ligante
sao explorados e, (3) a proteina é considerada totalmente ou parcialmente flexivel e todos
os graus de liberdade do ligante sao considerados. A maioria dos algoritmos de docking
considera a proteina rigida e o ligante flexivel, permitindo rotagoes das ligagoes do tipo
sp3 sendo que o comprimento e os angulos das ligagoes permanecem fixados (GUEDES;
MAGALHAES; DARDENNE;, 2014).

Os algoritmos de busca sao classificados em trés grupos de acordo com a metodologia
usada para explorar a flexibilidade do ligante: (1) métodos de busca sistemética, (2)
métodos de busca deterministica e (3) e métodos de busca estocéastica (BROOIJMANS;
KUNTZ, 2003).

Os algoritmos de busca sistematica exploram todos os graus de liberdade durante a
pesquisa, como a rotagao de todos diedrais do ligante (BROOIJMANS; KUNTZ, 2003).
Um exemplo de busca sistematica sao os algoritmos de busca incremental, um tipo de
abordagem onde o ligante é separado em fragmentos. Em um primeiro momento um
fragmento ancora é encaixado no sitio do receptor e, posteriormente, todos os demais
fragmentos sao adicionados, sequencialmente, por meio de ligagoes quimicas rotacionaveis
ao fragmento ancora até a reconstrucao total do ligante (BROOIJMANS; KUNTZ, 2003).
Esta estratégia é amplamente empregada na obordagem (de novo) em que novos ligantes
sao desenvolvidos por meio do docking de fragmentos dentro do sitio de ligagao do receptor
(GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2014).

Nos métodos deterministicos o estado inicial do sistema determina as modificagoes que
ocorrem no estado seguinte, de tal maneira que o resultado final é altamente dependente
da estrutura inicial. Para um estado inicial, mantido os mesmos parametros, é obtido
o mesmo resultado na saida (BROOIJMANS; KUNTZ, 2003). Métodos de minimizagao

de energia e simulagao por dindmica molecular sao exemplos de busca deterministica
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(BROOIJMANS; KUNTZ, 2003). A minimizacao de energia tem como objetivo explorar
a superficie de energia potencial usando a direcao associada com o gradiente da energia,
levando o sistema ao minimo local mais proximo. O principal problema associado a
esta estratégia ¢ a sua incapacidade para superar as barreiras de energia para alcancar
outros minimos locais e assim explorar a superficie de energia de forma mais eficiente
(GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE;, 2014). Ja a dindmica molecular apresenta as
seguintes vantagens: (1) a inclusao de solvente explicito e (2) todos graus de liberdade
do ligante e da proteina podem ser consideradas durante a simulacao. As desvantagens
sao o alto custo computacional e a tendéncia do sistema ficar preso em um minimo local
(GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2014).

Os algoritmos de busca estocastica alteram aleatoriamente todos os graus de liberdade
do ligante (translagdo, rotagdo e conformacional), gerando uma grande diversidade de
solugoes. Essas conformagoes do ligante sao avaliadas de acordo com um critério
probabilistico para decidir se cada conformagao deve ou nao ser rejeitada. A principal
desvantagem ¢é que nao hé qualquer garantia de convergéncia para a solugao 6tima, e
varias execucgoes do algoritmo sao necessarios para maximizar a probabilidade de encontrar
um minimo de energia global. Métodos como Monte Carlo e Algoritmos Genéticos sao
exemplos de busca estocastica (GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2014).

Algoritmos de busca estocasticos fazem mudancas aleatorias, geralmente mudando um
grau de liberdade do ligante de cada vez. Essas conformagoes do ligante sao avaliadas de
acordo com um critério probabilistico para decidir se cada conformacao deve ou nao ser
rejeitada. A fim de melhorar a convergéncia, sao feitas varias execugoes do algoritmo a
fim de maximizar a probabilidade de encontrar um minimo de energia global. Exemplos
de pesquisas estocésticos sao Monte Carlo (MC) métodos e algoritmos evolucionérios
(GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2014; BROOIJMANS; KUNTZ, 2003).

Durante o processo do docking os algoritmos de busca geram muitas conformacoes do
ligante. Fungoes de avaliagao (score) sao usadas para avaliar a qualidade das conformagoes
geradas. Uma funcao de avaliagdo deve ter trés objetivos: (1) ser capaz de determinar o
modo de ligagao, (2) prever a afinidade de ligagdo entre a proteina e o ligante (energia
livre de ligacdo), e (3) classificar corretamente os ligantes em ativos e inativos (triagem
virtual) (HUANG; GRINTER; ZOU, 2010).

As fungoes de avaliacao podem ser dividas em trés grupos: baseadas em campo de
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forga, empiricas e baseadas em conhecimento (HUANG; GRINTER; ZOU, 2010).

Funcoes de avaliacao baseadas em campo de forca sao obtidas a partir de um campo
de forca usados em simulagoes de dindmica molecular. Este tipo de funcao de avaliagao
considera as energias de interagao receptor-ligante (termos do campo de forga para atomos
nao ligados) e a energia interna do ligante (termos para atomos ligados e nao ligados)
(GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2014).

As fungoes empiricas procuram reproduzir a afinidade de ligacao obtidas de dados
experimentais. A maioria das fungoes de pontuacao empirica é baseada no modelo em que
a afinidade de ligagao pode ser decomposta em termos que refletem as varias contribuicoes
para a ligagao. Os coeficientes associados aos termos funcionais podem ser obtidos por
meio de uma analise de regressao de dados a respeito da afinidade de ligacao de estruturas
obtidas experimentalmente (JR.; DIAS, 2008; GUEDES; MAGALHAaES; DARDENNE,
2014).

Funcgoes baseadas em conhecimento sao construidas a partir de anélises estatisticas
entre pares de atomos de complexos receptor-ligante resolvidos experimentalmente. Seus
termos sao derivados a partir das frequéncias observadas de interacoes especificas pré-
definidas entre os pares de atomos de cada complexo, o que permite capturar efeitos de
interagoes mais especificas. Uma desvantagem das fungoes baseadas em conhecimentos
¢ que dependem de um conjunto de treinamento bastante amplo para a parametrizacao

(VERLI, 2014).

1.8 Justificativa

A esquistosomose é uma doenca negligenciada causada por helmintos do género
Schistosoma. No Brasil a espécie responsavel pela doenca é o S. mansoni, com uma
estimativa de 4 a 6 milhoes de infectados. O farmaco mais usado no tratamento da doenga
¢ o praziquantel. Porém, ha relatos na literatura de casos de individuos infectados que
nao responderam ao praziquantel. Tal situacao levanta a necessidade de desenvolvimento
de novos farmacos para o tratamento da doencga, bem como a selecao de proteinas do
parasita que possam ser alvos de esquistossomicidas.

Um grupo de proteinas apresentadas como potenciais alvos moleculares de

esquistossomicidas é o das NTPDases. Estas enzimas hidrolisam nucleotideos di e
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trifosfatados (e.g. ADP e ATP) em presenca de cations bivalentes, e estdo descristas
em diferentes organismos.

Nos mamiferos foram descritas oito isoformas de NTPDases, quatro estariam presentes
na superficie externa das células, sendo, por isso, chamadas de Ecto-NTPDases. A
isoforma 1 de humanos (HsNTPDasel), mais conhecida como CD39, estd presente
nas células do endotélio dos vasos sanguineos e seriam responsaveis pela regulacao
das concentragoes extracelulares de ATP e ADP. A estrutura das Ecto-NTPDases é
caracterizada por um dominio extracelular (ECD - Extracellular Domain), onde estao
localizadas as ACR e o sitio ativo, e dois dominios transmembranares, hélices TM1 e TM2,
localizados proximos as extremidades N-terminal (Nter) e C-terminal (Cter). Os dominios
transmembranares ancoram a enzima na superficie externa das células (GRINTHAL;
GUIDOTTI, 2006; ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006; KNOWLES, 2011).

No parasita S. mansoni foi descrita uma NTPDase ancorada na membrana plasmatica
das células do tegumento do verme adulto e conhecida como SmATPDasel ou Sml. E a
segunda proteina mais expressa no tegumento dos vermes adultos (CASTRO-BORGES
et al., 2011). Devido a localizacdo e a importancia dos nucleotideos di e trifosfatos
na ativacao hemostética e de células do sistema imunologico, foi sugerido que a Sml
estaria envolvida na regulagao das concentracoes de nucleotideos em torno do parasita,
o que contribuiria com a sua evasao do sistema imunolégico do hospedeiro mamifero
(VASCONCELOS et al., 1993; VASCONCELOS et al., 1996; DEMARCO et al., 2003;
LEVANO-GARCIA et al., 2007; BHARDWAJ; SKELLY, 2009). A estrutura da Sm1 seria
semelhante as Ecto-NTPDases de mamiferos, inclusive a CD39, com um dominio ECD,
onde estao localizadas as ACR e o sitio ativo, e duas hélices transmembranares (TM1 e
TM2) (DEMARCO et al., 2003).

Baseado nos pressupostos acima, tem sido proposto o uso da Sm1 como possivel alvo
molecular de novos esquistossomicidas. Porém, devido a semelhanca estrutural entre a
Sml e a CD39 se faz necessario um estudo comparativo da estrutura tridimensional das
duas enzimas. No presente trabalho propomos uma analise comparativa dos modelos 3D

da Sm1 e CD39 por meio de simulagoes de dindmica molecular e docking receptor-ligante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar uma anélise comparativa entre a NTPDasel do parasita Schistosoma manson:
(SmATPDasel ou Sml) e a NTPDasel de humanos (CD39) em busca de diferengas
conformacionais em cada uma das proteinas e entre elas que possam ser relevantes em

estudos de docking receptor-ligante.

2.2 Objetivos Especificos

e Construcao dos modelos tridimensionais completos da Sm1 e CD39.
e Identificar nos modelos cavidades com potencial drogével.

e Acompanhar ao longo de trajetérias de dindmica molecular as modifica¢oes

estruturais em toda a proteina e nas cavidades selecionadas, em ambos os modelos.

e Identificar conformacoes preferenciais em cada simulacao por meio de anélise de

agrupamento.

e Selecionar dos grupos preferenciais as conformagoes cujas cavidades tenham maior

potencial drogével para estudos de docking receptor-ligante.

e Avaliar por meio de estudos de docking receptor-ligante a afinidade dos ligantes

ANP, ARLG7 e praziquantel as cavidades selecionadas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Construcao dos modelos tridimensionais

O primeiro passo na construgao dos modelos 3D da Sm1 (UniProtID: Q7YTA4) e CD39
(UniProtID: P49961) foi a busca por moldes. Foram feitos alinhamentos da estrutura
priméria de ambas as enzimas contra o banco de dados do PDB usando a ferramenta
BLASTp (<http://www.rcsb.org/pdb/search/advSearch.do>). Os candidatos foram
avaliados com base nos valores de identidade, similaridade, cobertura dos alinhamentos,
qualidade das estruturas (resolugao na cristalografia e se havia fragmentos faltando na
estrutura 3D), e presenga ou nao de ligantes no sitio ativo.

Os melhores resultados obtidos foram os cristais da NTPDasel (PDB3ZX3)(ZEBISCH
et al., 2012) e NTPDase2 (PDB3CJA, PDB3CJ1, PDB3CJ7 e PDB3CJ9)(ZEBISCH;
STRATER, 2008), todos de Rattus norvegicus. O cristal PDB3ZX3 apresentou 37% de
identidade e 53% de similaridade com a Sm1, e 74% de identidade e 85% de similaridade
com a CD39. Para os demais cristais a identidade foi de 33% e a similaridade de 49%
com a Sml, equanto que para a CD39 a identidade foi de 46% e similaridade de 62%. A

tabela 3.1 apresenta os heteroatomos presentes em cada uma dos cristais analisados.

Tabela 3.1: Heteroatomos presentes nos cristais analisados para a etapa de construcao do
modelo da Sm1 e CD39.

Heteroatomo | 3CJA | 3CJ1 | 3CJ7 | 3CJ9 | 3ZX3
Cat? X - - X -
Agua X X X X X
PO4 - - - X -
AMP - - X X -
ANP X - - - -

As células marcadas com x indica presenca do heteroatomo no molde. As estruturas das colunas 2-4
foram obtidas de (ZEBISCH; STRATER, 2008) e a estrutura da coluna 5 foi obtida de (ZEBISCH et al.,
2012)

Todos os cristais recuperados no PDB correspondem somente ao dominio extracelular
(ECD, do inglés Eztracellular Domain). Como nao foram encontrados moldes para os
dominios transmembranares (TM1 e TM2), nao foi possivel usar programas de modelagem
de proteinas membranares, como o Memoir (<http://opig.stats.ox.ac.uk/webapps/

memoir/php/index.php>) e o Medeller(<http://opig.stats.ox.ac.uk/webapps/medeller/
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>). O passo seguinte foi necessario para a modelagem dos dominios transmembranares.

3.1.1 Predicao de peptideo sinal, de dominio transmembranar e

de estrutura secunddria

Para a predicao da estrutura secundaria da Sml e CD39 foram usados os programas
PSIPRED (<http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/>) (MCGUFFIN; BRYSON; JONES,
2000), Jpred3 (<http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/>) (COLE; BARBER;
BARTON, 2008) e JUFO (<http://www.meilerlab.org/index.php/servers/show?s id=
5>) (MEILER; BAKER, 2000). A predigao de peptideo sinal foi feita por meio dos
programas SignalP4.0 (<http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/>) (PETERSEN et
al., 2011) e Phobius (<http://phobius.sbe.su.se/>) (K4LL; KROGH; SONNHAMMER,
2007). Ambos os programas nao detectaram regides de peptideo sinal para as sequéncias
da Sm1 e CD39.

Para os dominios transmembranares, foram usados os preditores Phobius, TMHMM
Server v.2.0 (<http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM />) (KROGH et al., 2001) e
TMpred (<http://www.ch.embnet.org/software/ TMPRED _form.html>) (HOFMANN;
STOFFEL, 1993). A definigao de quais residuos das hélices TM1 e TM2 estariam em
contato foi feita com base em dois preditores de contato, especificos para predicao de
contatos em hélices transmembranares: (i) TMhit web server (<http://bio-cluster.iis.
sinica.edu.tw/TMhit/index.php>) (LO et al., 2009); (ii) TMhhcp (<http://protein.cau.
edu.cn/tmhhep/>) (WANG et al., 2011). Todos os contatos aplicados nos modelos da
Sm1 e CD39 foram restringidos a uma distancia de 8A entre os carbonos-ar, com desvio
padrio de 0,5A. A selecdo dos contatos foi feita com base no score maior que 0,5 para o

preditor TMhhcp, e probabilidade maior que 0,8 para o preditor TMhit.

3.1.2 Alinhamento global

O alinhamento global de cada uma das sequéncias de aminoacidos da Sm1l e CD39 com
os moldes selecionados, PDB3CJA e PDB3ZX3, foi feita no sitio eletronico do programa
ClustalQ (<http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/>) (SIEVERS et al., 2011). Com
base nos resultados dos preditores de dominios transmembranares, de estrutura secundéria

e de contato, e no alinhamento global entre as sequéncias, foram definidos os intervalos
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que compoem cada um dos dominios transmembranares da Sml e CD39. As figuras

3.1 e 3.2 mostram o consenso dos preditores de estrutura secundaria e de dominios

transmembranares para os trechos correspondentes as TM1 e TM2 na Sm1 e CD39.

Sml CiFivVIieILIFII L L] L] L] LIT]]
[=]

Figura 3.1: Resultado dos preditores de SS e TM para a Sml. Resultado dos
preditores de estrutura secundéria (em vermelho) e o consenso dos preditores de dominios
transmembranares (em verde) para as regioes correspondentes as TM1 e TM2 na Sml.

Pos_Seq
cD39

Psipred
confidence
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confidence

Figura 3.2: Resultado dos preditores de SS e TM para a CD39. Resultado dos
preditores de estrutura secundéria (em vermelho) e o consenso dos preditores de dominios
transmembranares (em verde) para as regides correspondentes as TM1 e TM2 na CD39.

3.1.3 Geracao dos modelos

Para a constru¢ao dos modelos das estruturas 3D da Sm1 e CD39, foi usado a versao
9.10 do programa Modeller (ESWAR et al., 2006). Durante a geracao dos modelos, foram

aplicadas restrigoes de estrutura secundaria e de contato nos trechos que correspondem
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as hélices TM1 e TM2 (figuras 3.1 e 3.2). Essas restri¢goes foram configuradas no script
do Modeller responsével pela geracao dos modelos.

Foram gerados 100 modelos com a presenca de ANP (phosphoaminophosphonic acid-
adenylate ester, andlogo do ATP) e Ca™? no sitio ativo. Além disso, foram consideradas
seis moléculas de dgua que, segundo a literatura, sao necessarias na estabilizacao do fon
metal e no ataque nucleofilico (ZEBISCH et al., 2013). As seis moléculas de agua (0503,
0504, 0505, 0506, 0507, O508) foram selecionadas a partir do cristal PDB3CJA (figura
3.3).

Figura 3.3: Regiao do sitio ativo do molde PDB3CJA. Em destaque seis moléculas de
agua (verde), o ion calcio (verde claro) e o ligante ANP (rosa).

3.1.4 Otimizacao de alcas

Apoés a geragao dos modelos da estrutura 3D da Sml e CD39, foi feita otimizagao das
algas que conectam as TM ao dominio ECD. No caso da Sm1 os dois trechos otimizados
foram S66-Y73 e G493-S499. No modelo da CD39 os trechos otimizados foram V39-N46
e M461-S475.
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3.1.5 Validacao dos modelos

Os modelos gerados na etapa anterior, foram submetidos a um processo de validagao a
fim de avaliar a qualidade das estruturas e selecionar o melhor modelo. Nessa etapa,
foram usados os programas Prochek (<http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/
PROCHECK/>) (LASKOWSKI et al., 1983) e MolProbity (<http://molprobity.
biochem.duke.edu/>) (DAVIS et al., 2007) para a avaliacao da qualidade estereoquimica.
Também foram avaliados os valores do DOPE normalizado e molpdf calculados pelo
programa Modeller para cada modelo gerado. Anélises adicionais foram feitas com
os programas ProSa-web (<https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php>) e SAVes
(<http://services.mbi.ucla.edu/SAVES/>).

3.1.6 Adicao dos hidrogénios

Apobs a selecao dos melhores modelos da Sml e CD39, iniciou-se o processo de adi¢ao
de hidrogénios usando a ferramenta Prep Wizard do programa Maestro9.3.5 (Schrodinger,
LLC, New York, NY). Nesse modulo do Maestro, também foram feitas a otimizacao e
minimizagao dos hidrogénios em pH 7,4 (valor de simulagdo para o ambiente fisiologico
da proteina). A adi¢ao dos hidrogénios nos modelos, foi feita seguindo a verificagao do
pKa dos residuos usando a ferramenta web PROPKA 3.1 <http://propka.ki.ku.dk/>
(OLSSON et al., 2011).

Apos a adicao dos hidrogénios, as estruturas foram novamente avaliadas com relagao
a qualidade energética e estereoquimica. Apenas uma estrutura da Sml e CD39
(com melhores resultados de validagao) foi selecionada para as simulagoes de dinamica

molecular.

3.2 Dinamica Molecular

Para as simulagoes de dindmica molecular (DM) foram preparados quatro sistemas. Dois
sistemas envolvendo o modelo da Sm1, um onde o modelo apresentava o Ca*? e ANP
no sitio ativo, e um segundo sistema sem o ANP no sitio ativo. Para o modelo da CD39
também foram preparados dois sistemas, um com Ca*? e ANP no sitio ativo da proteina,
e outro sem o ANP no sitio ativo. Isso foi feito com o objetivo de observar mudancas

conformacionais nas proteinas na presenca e auséncia do ligante no sitio ativo.
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Também foram realizadas simulagoes de dindmica molecular para cada um dos moldes
PDB3CJA e PDB3ZX3. Por nao apresentarem os dominios TM na sua estrutura 3D,
foram simulados apenas os dominios ECD.

Todas as simulac¢oes envolvendo os moldes e os modelos, foram executadas no programa
NAMD versao 2.9 (<http://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/>) (PHILLIPS et al.,
2005), usando o campo de forga CHARMM27 (MACKERELL et al., 1998). A seguir serdo
descritos os passos de preparacao dos sistemas e configuracao das etapas das simulagoes

de dindmica molecular realizadas no presente trabalho.

3.2.1 Preparacao dos sistemas

A preparacao de cada um dos quatro sistemas para a simulagdao de dindmica molecular

seguiu as seguintes etapas:

(i) Combinagao dos modelos com a membrana: Apos a adi¢ao dos hidrogénios, foi
feita a combinac¢ao do modelo da Sm1 e CD39 com uma membrana do tipo POPC. A
escolha de tal modelo deve-se ao fato de a fosfatidilcolina ser o principal componente
da membrana plasmatica do tegumento do S. mansoni (ALLAN; PAYARES;
EVANS, 1983; KUSEL; AL-ADHAMI; DOENHOFF, 2007). A dimensao da
membrana no plano cartesiano foi de 120x120A. Cada uma das camadas foi formada
por 203 moléculas de POPC. A ferramenta usada na constru¢ao do modelo da
membrana foi o Membrane Builder do programa VMD ( Visual Molecular Dynamics)
(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996). Nas simulagoes que envolviam o
ligante ANP, a parametrizacao do ligante com o campo de for¢ga do CHARMM27
foi feita usando o portal do SwissParam (ZOETE et al., 2011).

Em seguida, a membrana e o modelo foram combinados usando o script
combine.tcl disponivel no endere¢o web <http://users.mccammon.ucsd.edu/rlaw/
ctbp workshop rlaw.htm>. Durante a combina¢ao do modelo com a membrana,
foi feito um poro na membrana com um raio de 0.8A em torno das TM1 e TM2
para ancoragem das mesmas. As figuras 3.4(a) e 3.4(b) mostram a Sml e CD39

integradas com a membrana, respectivamente.

(ii) Solvatagao: As caixas de simulacao envolvendo os moldes e os modelos foram

solvatadas usando o modelo de agua TIP3P, usando a ferramenta Add Solvation



(iii)

49

)
“gd

(a) Estrutura da Sm1 acoplada & membrana. (b) Estrutura da CD39 acoplada & membrana.

Figura 3.4: Estrutura final dos modelos inseridas em membrana POPC.

Box do progama VMD.

Para a solvatacao dos sistemas envolvendo os moldes foram adicionados 24.343
moléculas de agua. Nos dois sistemas envolvendo a Sm1 foram adicionados 69.212
moléculas de agua, equanto que nos dois sistemas envolvendo a CD39 foram

adicionados 55832 moléculas de agua.

Todas as caixas de simulagao sao ortorrombicas. Na tabela 3.2 sao apresentadas as

dimensoes das caixas.

Tabela 3.2: Dimensoes das caixas de simulagao.
Caixa x Y z
Sm1/Sm1+ANP | 118 | 118 | 210
CD39/CD39-+ANP | 118 | 118 | 180
372X3/3CJA 83 | 88 | 104

Dimensoes em Angstréms.

Adigao dos ions: O tltimo passo da montagem dos sistemas foi a adigao de fons.
Os fons foram adicionados na forma de sais de cloreto e as concentracoes encontram-
se na tabela 3.3. Tais concentra¢oes mimetizam o ambiente sanguineo do hospedeiro

humano e sao necessarias na manutengao da atividade enzimatica. A adi¢ao dos fons
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foi feita por meio da ferramenta Add lons do programa VMD), para todos os sistemas

envolvendo os moldes e modelos.

Tabela 3.3: Concentracoes dos sais.

Sais | Concentragoes (mM)
NaCl 150

KCl 5
CaClg 5

3.2.2 FEtapas da Simulacao por Dindmica molecular

Para todas as etapas das simulagoes de dindmica molecular adotou-se o programa
NAMD versao 2.9 (<http://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/>) (PHILLIPS et al.,
2005), usando o campo de forca CHARMM27.

O ensemble adotado foi o NPT, com aplicacao de condigoes periddicas de contorno.
Para integracao das interagoes eletrostaticas de longa distancia foi usado o algoritmo PME,
com raio de corte de 11A. Para o controle da temperatura foi adotado o algoritmo Langevin
Piston, e para o controle da pressao foi adotado o método Nosé-Hoover Langevin Piston,
ambos implementados no programa NAMD. Para as ligacoes envolvendo hidrogénios foi
usado o algoritmo SHAKE (LEIMKUHLER; SKELL, 1994).

A seguir sera descrita a configuragao das etapas para cada uma das simulagoes de

dinamica molecular realizadas no presente trabalho:

(i) Minimizacao: O método de minimizagao adotado foi o Gradiente Conjugado. A

minimizacao foi dividida em duas etapas:
e Primeira etapa: foram realizados 150.000 passos com a proteina rigida.
e Segunda etapa: foram realizados 250.000 passos adicionais com a proteina
flexivel (i.e., todo o sistema sem restri¢ao).
(ii) Aquecimento:

Durante a etapa de aquecimento a temperatura do sistema foi elevada de 277K,
temperatura da estrutura no cristal de referéncia para a construcao do modelo 3D,
para 310K (temperatura média do meio sanguineo no hospedeiro humano). O tempo

de simulacao desta etapa foi de 700ps, com passo de integracao de 2fs.
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(iii) Equilibragao: Durante a equilibracao, a temperatura foi mantida constante em

310K e a pressao em 1 atm. Os sistemas foram equilibrados nas seguintes condigoes:

e Modelos: como os sistemas envolvem membranas, a equilibragao foi dividida em
duas etapas. Primeiro com as proteinas rigidas, sendo feita uma equilibracao
somente da membrana durante 10ns, sendo a cada nanossegundo avaliada
a relagao area por lipideo através do plugin Membrane Analysis (GUIXA-
GONZALEZ et al., 2014) do programa VMD. Em seguida, foram simulados
mais 10ns, sendo 3ns com as cadeias laterais flexiveis e mais 7ns com as

proteinas flexiveis.

e Moldes: as simulagoes foram feitas com a proteina fixa durante 1ns.

(iv) Produgao: Apos a equilibragdo, cada sistema foi simulado com temperatura
constante a 310K e 1 atm de pressao. Nesta etapa, os modelos foram simulados

durante 25ns enquanto os moldes foram simulados por 40ns.

Apos a etapa de producao da dindmica molecular foram selecionadas conformacoes
das trajetorias a cada 100ps, totalizando 250 conformacgoes mais a tultima conformacao
da equilibracao, que passou a ser considerada a conformacao de referéncia nas etapas de
analise de RMSD e de cavidades. Essa tltima conformagao da equilibragao, no proximo

capitulo sera indentificada como conformagao-0 (ou frame-0).

3.3 Relacao area por lipidio

Para simulagoes de dindmica molecular envolvendo modelos de membrana, como o POPC,
a relacao entre a area da membrana e o niimero de moléculas de lipidio que a forma é
chamada de relagao area por lipidio (Equagao 3.1) (EDHOLM; NAGLE, 2005). Os valores
da relacao area por lipidio obtidos durante a simulacao de dinamica molecular, devem ser
comparados com valores experimentais a fim de validar os resultados obtidos durante a

simulagao (BENZ et al., 2005; KUCERKA et al., 2015).

(3.1)

onde A(x) é a drea da membrana e N é o nimero de moléculas de lipidio que formam a

membrana (EDHOLM; NAGLE, 2005).
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No presente trabalho a analise da relagao area por lipidio foi feita usando a ferramenta

Membrane Analysis Toll do programa VMD.

3.4 Analise do RMSD e Raio de Giro

Para avaliar o comportamento estrutural das proteinas ao longo das simulagoes, foram
calculados 0 RMSD (do inglés, Root Mean Square Deviation) e o raio de giro. As analises
do RMSD (Equagao 3.2) foram feitas usando o plugin RMSD Trajectory Tool do programa
VMD, durante toda a trajetoria. Para as analises do raio de giro foi usado o programa

g_gyrate do pacote Gromacs (BERENDSEN; SPOEL; DRUNEN, 1995) versao 4.6.5.

RMSD = (3.2)

onde N ¢ o nimero de atomos parecados no alinhamento e d; ¢ a distancia, em Angstrom,

entre os 4tomos no pareamento ¢ do alinhamento.

3.5 Predicao de cavidades

A predicao de cavidades nas estruturas 3D dos modelos foi feita usando o programa
DoGSiteScorer versao 2.0.3 para plataforma Linux64 (VOLKAMER et al., 2012a), sendo
executado localmente. Para a predicao das cavidades, o programa faz uso de uma malha
tridimensional cuja a aresta pode ser ajustada entre 0,2 Ae10A, juntamente com um
filtro gaussiano que ¢ usado para identificar cavidades na superficie da proteina que sejam
adequadas para acomodar atomos de ligantes (VOLKAMER et al., 2010). Foi esse filtro
que deu origem ao nome do programa (DoG - Difference of Gaussian).

O DoGSiteScorer também faz predicao da drogabilidade para cada cavidade predita.
A drogabilidade seria a capacidade de uma proteina de se ligar com alta afinidade e
especificidade a pequenas moléculas com potencial a serem farmacos (HAJDUK; HUTH;
TSE, 2005; KRASOWSKI et al., 2011). Para cada cavidade predita em uma proteina
pelo DoGSiteScorer, é atribuido uma pontuacao que seria a confianca da drogabilidade
da cavidade. Essa pontuagao ¢ chamada de drugscore (VOLKAMER et al., 2012b). Para a
predicao do valor do drugscore o programa faz uso de méaquina de vetor suporte (SVM, do

inglés, Support Vector Machine) (VOLKAMER et al., 2012b), onde sdo usados os seguintes
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descritores: volume, propor¢ao de residuos apolares e profundidade (VOLKAMER et al.,
2012a).

Para a calibracao do melhor tamanho de malha para os moldes e modelos, foi avaliado
o valor do drugscore para diferentes tamanhos de malha entre [0, 2,1, 0] com intervalos de
0,1. Apos os testes, observamos uma convergéncia do valor do drugscore para uma malha
de 0,7 A.

A partir dessas analises foram definidas duas cavidades, sendo uma delas o sitio-ativo
(a0 longo do texto sera chamada de cavidade-1), e a segunda cavidade, que sera chamada
ao longo do texto de cavidade-2, situada na porgao superior do dominio ECD logo acima
do sitio ativo (Figura 3.5). E importante destacar que a escolha da cavidade-2 para todas
as estruturas foi feita com base na predicao de cavidades feita no modelo da Sm1, tomando

como referéncia o alinhamento estrutural entre elas.

Figura 3.5: Cavidades selecionadas para os estudos de docking.

Cavidade-1 (C1) abrange a regiao do sitio ativo com o ANP em azul. Em amarelo a cavidade-2 (C2).

3.6 Analise das cavidades

Nesta etapa, as cavidades foram analisadas ao longo das 250 conformacoes selecionadas

da trajetoria da simulagdo, mais a conformacdo-0 (conformagao-referéncia). Para tal,
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foram gerados arquivos no formato “.pdb” para cada uma das cavidades selecionadas e em
cada uma das 250 conformacgoes. Para a anélise de drogabilidade, foi usado o parametro

drugscore, calculado pelo programa DoGSiteScorer.

3.7 Conjunto de conformacgoes

Proteinas sao estruturas dindmicas em seu ambiente fisiologico, o que é muitas vezes
crucial para as diversas fungoes biologicas dessas macromoléculas (CHENG et al., 2012).
O ligante ao interagir com o sitio de ligacao da proteina muitas vezes induz mudancas na
conformacgao, como movimentos das cadeias laterais dos residuos que formam o sitio de
ligacao (CHENG et al., 2012).

A inclusao da flexibilidade da proteina continua a ser um desafio na area de
docking receptor-ligante (GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2014). Hoje ¢é
amplamente aceito que as proteinas existem como um conjunto de estados conformacionais
preexistentes, em vez de um tunico estado nativo (CHANGEUX; EDELSTEIN, 2011).

Uma estratégia que tem sido usada para tratar a flexibilidade da proteina em
estudos de docking receptor-ligante, é o uso de um conjunto de conformagoes (do inglés,
ensemble docking) representativas da flexibilidade da proteina (GUEDES; MAGALHAES;
DARDENNE;, 2014). Estas conformagoes podem ser obtidas por métodos experimentais,
tais como difragao por raios-X (PARK; KUFAREVA; ABAGYAN, 2010) ou RMN
(Ressonancia Magnética Nuclear) (DAMM; CARLSON, 2007), ou ainda por meio de
métodos computacionais como modelagem comparativa (NOVOA et al., 2010), modos
normais (SPERANDIO et al., 2010) e dinamica molecular (NICHOLS et al., 2011).

Um problema relacionado a essa estratégia ¢ o tempo computacional empregado
na realizacdo das simulagoes de docking receptor-ligante (VERLI, 2014). O tempo
computacional aumenta proporcionalmente com o aumento do niimero de conformagoes
(KORB et al., 2012; VERLI, 2014).

O emprego de algoritmos de agrupamento tem sido indicado como uma metodologia
de pré-selecao das conformagoes, reduzindo significativamente o seu nimero sem grande
perda da informagao sobre a flexibilidade do receptor (VERLI, 2014).

A analise de agrupamento tem sido uma metodologia muito empregada, por exemplo,

na analise de trajetorias de simulagoes por dindmica molecular. O agrupamento das
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diferentes conformacgoes da proteina ao longo da trajetoria, possibilita uma compreensao
das mudangas significativas que ocorrem na estrutura da proteina (LINDORFF-LARSEN;
FERKINGHOFF-BORG, 2009).

Um programa bastante usado em analise de agrupamento de trajetorias € o g cluster
do pacote GROMACS. Ele possui diferentes algoritmos de agrupamento e usa como
medida de similaridade o RMSD. No presente trabalho, foram feitos testes com diferentes
valores de cutoff para o RMSD, usando o método gromos de agrupamento. A seguir

apresentaremos uma proposta de analise de agrupamento baseado na metodologia do

GLCM.

3.8 GLCM e anilise de agrupamento

Neste trabalho, apresentamos uma proposta de andlise de agrupamento das trajetorias
baseado na metodologia de processamento de imagem GLCM (do inglés Gray Level Co-
occurrence Matriz). A intencdo era selecionar conformagdes da Sml e CD39, ao longo
das trajetorias, para estudos de docking receptor-ligante.

Em 1979, Haralick prop6s o método GLCM para analisar a textura de imagens baseada
na extracao de descritores de uma matriz GLCM dos diferentes niveis de cinza de uma
imagem (NANNI et al., 2013). Na abordagem do GLCM a textura ¢ escolhida como a
mais importante caracteristica para representar imagens. A textura contém informacoes
importantes sobre o arranjo estrutural e as relagoes entre os pizels (NASCIMENTO, 2003).

A metodologia do GLCM faz uso de estatisticas de segunda ordem, pois analisa as
co-ocorréncias existentes entre um pizel e seus vizinhos, ou seja, a analise leva em conta
um conjunto de pizels que estao relacionados através de algum padrao (SILVA, 2013). Em
uma matriz GLCM sao computadas as co-ocorréncias entre os niveis de cinza presentes em
uma imagem, a uma dada distancia pps (pizel pair spacing) e um angulo © de orientagao,
que pode ser de 0°, 45°, 90° e 135° (ver figura 3.6) (BARALDI; PARMIGGIANI, 1995;
SILVA, 2013).

A Figura 3.7 mostra um exemplo de montagem de uma matriz GLCM. A esquerda
uma imagem com oito diferentes niveis (tonalidades) de cinza e a direita a matriz GLCM.
A célula da linha 1 e coluna 1 da matriz GLCM possui valor 1, o que indica que na

imagem ha apenas uma situacao onde dois pizels com tonalidades igual a 1 sao adjacentes
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Figura 3.6: Angulos de orientacéo para o calculo das co-ocorréncias. (Fonte: Fonte: Retirado
de Nascimento, 2003) .

na horizontal. J& na linha 1 e coluna 2 da matriz GLCM, o valor 2 indica que a imagem
possui duas situacoes onde um pizel com tonalidade 1 de cinza é adjacente na horizontal

a um pizel com tonalidade 2 de cinza.
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Figura 3.7: Exemplo de construgdo de uma matriz GLCM. (Fonte: Fonte: Retirado de

http:/ /www.mathworks.com/help /images /ref/graycomatriz. html ?requested Domain=www.mathworks.com)

A partir da matriz GLCM podem ser extraidas varias medidas (descritores) que
caracterizam a textura de uma imagem. Haralick propos 14 descritores, entretanto seis
descritores foram considerados mais relevantes: contraste, correlagao, energia, entropia,
homogeneidade e varidncia (BARALDI; PARMIGGIANI, 1995). A dissimilaridade
também tem sido incluida na lista (NASCIMENTO, 2003). Nem sempre sera necessario
a utilizacao de todos esses descritores, o que na verdade, pode piorar o desempenho do

método ao invés de melhorar (SILVA, 2013).
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Essa técnica tem sido empregada em diferentes problemas de classificagao, como

processamento de imagem de satélites (LU; BATISTELLA, 2005), no reconhecimento
facial (ELEYAN; DEMIREL, 2011), analise morfologica de células biologicas (CHEN et

al., 2012) e na identificagao de tumores cancerigenos (NOBIS et al., 2013).

Matrizes de co-ocorréncias também tem sido usada juntamente com algoritmos de

agrupamento em problemas como, busca e segmentacao em base de dados de imagens
médicas (RAMAMURTHY; CHANDRAN, 2012) e de dados obtidos por espectrometria
de massa de proteinas (NAEGLE et al., 2012).

A seguir serao apresentadas as etapas das andlises de agrupamento das trajetorias das

quatro simulagoes de dindmica molecular, usando o método GLCM.

(i)

Calculo das distancias entre os atomos do backbone: A primeira etapa
consistiu na geragao de matrizes de distancia entre os dtomos do backbone para
cada uma das duas cavidades analisadas e em cada uma das 251 conformacoes das
quatro simulagoes, ou seja, foram geradas 502 matrizes para cada simulacao. A
distancia calculada entre os atomos do backbone foi a euclidiana. Para essa etapa foi
implementado um script em Perl para fazer a leitura das coordenadas dos atomos
e calcular a distancia. Para as etapas seguintes foi implementado um script em
Python que faz uso de bibliotecas de processamento de imagens e de anélise de

agrupamento.

Geracgao e analise das matrizes de co-ocorréncia: A etapa seguinte consistiu

na normalizagao de cada uma das matrizes de distancia (M), dada por

M;; = ( di >2 (3.3)

dmax

onde d;; ¢ a distancia entre os atomos 7 e j da estrutura, e d,,q, ¢ a distancia maxima

computada na matriz.

As distancias normalizadas sao analisadas como se fossem niveis de cinza por
meio de matrizes de co-ocorréncia. As propriedades de textura usadas na anélise
das matrizes de co-ocorréncia foram o contraste, homogeneidade, correlacao e
dissimilaridade. A seguir, é apresentada uma breve descricao de cada uma das

propriedades.
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e Contraste: O contraste é uma estimativa das variagoes locais dos niveis de

cinza entre pares de pixels e é dada pela seguinte formulagao:

h
L
h
L

pli, )i = j)* (3.4)

I
=)
.
Il
=)

onde o valor p(i,7) é o elemento da matriz de co-ocorréncia cuja linha é i e a

coluna ¢é j, e L é a quantidade de niveis de cinza.

e Correlagao:

> 3w || 9

onde p; e p; sao as médias, e S; e S; sao os desvios-padrao de i e j,

respectivamente.

e Homogeneidade:

p(i, j)
- (3.6)
=0 j=0 L+ (=)
e Dissimilaridade:
L-1L-1
p(i, 3)]i — J (3.7)
i=0 j=0

A dissimilaridade e o contraste assumem valores maiores para imagens compostas
principalmente por diferentes niveis de cinza, enquanto que a homogeneidade resulta

em valores maiores para niveis de cinza similares (NASCIMENTO, 2003).

Agrupamento: O método de agrupamento usado foi o K-Means (HARTIGAN;
WONG, 1979). No K-Means o nimero de grupos (K) é definido pelo usuario. Em
seguida, cada elemento ¢ a ser agrupado é atribuido ao conjunto cujo centroide
estiver mais proximo. O centroide de cada grupo é entao atualizado levando-se em
conta os elementos que compoem o grupo. Os passos anteriores de atribuicao e
atualizagao sao repetidos até que nao haja mais mudanca dos elementos entre os

grupos, ou seja, até que nao haja mais atualizacao dos centroides.

A escolha dos centroides iniciais é comumente feita de forma aleatéria. Ja a
atribui¢ao de um elemento a um determinado grupo é feita com base na distancia em
relacao ao centroide. Uma medida de distancia frequentemente usada é a distancia

euclidiana. Seja (x1, xs, 3, ..., ;) um conjunto de elementos, onde cada elemento é
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um vetor de d dimensées, e (Cy, Cy, Cs, ..., Cy) K conjuntos. O K-Means ira separar
os n elementos em K conjuntos buscando minimizar a soma dos quadrados das

distancias dentro do conjunto, isto é:

Z Z (3.8)

onde ¢; é o centroide do conjunto C;.

E importante destacar que, no presente trabalho, queremos selecionar conformacoes
dos modelos ao longo das trajetérias por meio de agrupamentos, e que essas
conformagoes serao as que estiverem mais proxima dos centroides dos grupos e serao
chamadas de estruturas médias. Como medida de similaridade entre os grupos foi
empregada a silhueta (ROUSSEEUW, 1987). Seja z; € C;, onde x é um elemento
e C' um conjunto, a(z;) ¢ a dissimilaridade média do elemento z; em relagao a
todos os demais elementos do mesmo conjunto C;, e b(z;) a dissimilaridade média
do elemento z; em relacao aos elementos que pertencem aos demais C} conjuntos.

Assim, a silueta é dada pela formulagao 3.9:

b(x;) — a(x;)
max{a(x;),b(z;)}

S(i) = (3.9)
Dessa forma, as médias S(i) de todos os elementos de um conjunto é uma medida

do quao bem estao agrupados os elementos.

E importante destacar que neste trabalho o valores de K néao foram definidos durante
a realizacao dos agrupamentos. O valor foi obtido usando o método de Otimizagao
por Enxame de Particulas (PSO - Particle Swarm Optimization). O nimero maximo
de grupos foi definido como sendo 20 agrupamentos, e tendo como critério de parada

do algoritmo PSO o ntimero maximo de interagoes igual a 5.

O método PSO é uma técnica estocastica de otimizacgao desenvolvida por Kennedy
e Eberhart (1995), e inspirada no comportamento social como os de bando de
passaros e cardume de peixes (KENNEDY; EBERHART, 1995). O processo de
otimizagao no PSO ocorre por meio do aprendizado em grupo (cooperagao) e do
aprendizado individual (competi¢ao). A cooperagao e competi¢ao sdo as principais

caracteristicas que guiam o algoritmo do PSO na exploragao do espago de busca



60

(PESSIN; OSORIO, 2009).

O funcionamento do PSO ¢é dado pela evolucao de um enxame de particulas,
onde cada particula possui uma posicao x e uma velocidade v. A posicao é a
representacao da solugao do problema, e a velocidade é o peso do direcionamento
para o deslocamento das particulas. A cada iteracao, a posicao de cada particula é
atualizada seguindo dois melhores valores: a melhor posi¢ao dentro da populacao e
a melhor posigdo encontrada pela particula (PESSIN; OSORIO, 2009). A posicao

da particula é atualizada até que seja satisfeita a condi¢ao de parada.

A posicao de cada particula é atualizada pela seguinte equagao 3.10:

zi(t+1) = 2i(t) + vi(t) (3.10)

onde z;(t) é a posi¢ao da particula i no instante ¢, e v;(t) é a velocidade da particula

no instante ¢ (PESSIN; OSORIO, 2009).

Por sua vez, a velocidade de cada particula ¢ atualizada pela equagao 3.11:

vi(t + 1) = wvi(t) + erry(pbest — x;(t)) + cara(gbest — x;(t)) (3.11)

onde v;(t) é a velocidade da particula no instante ¢, w é o parametro que representa
a inércia da particula, pbest (particle best) é a melhor posicao encontrada pela
particula, gbest (group best) é a melhor posi¢do encontrada pelo grupo, 1 e ry

sdo nameros aleatorios entre 0 e 1, ¢; e ¢o s@o chamados de confian¢a (PESSIN;

OSORIO, 2009).

Pela formulacao 3.11 é possivel ver que a velocidade é um paradmetro que consiste
de uma soma de trés termos: (i) a velocidade no instante ¢; (ii) o componente
cognitivo que direciona o individuo para a melhor posicao encontrada pela particula
até o instante ¢; (iii) o componente social, que direciona o individuo para a melhor

posic¢ao encontrada pelo grupo até o instante ¢t (PESSIN; OSORIO, 2009).

Os parametros ¢; e ¢y sao usados para definir a importancia da tendéncia individual
ou social. O PSO padrao, também conhecido como Modelo Completo, trabalha com
valores de confianga iguais (¢; = ¢3), atribuindo igual importancia a experiéncia do

grupo e a experiéncia individual (PESSIN; OSORIO, 2009). Se o PSO usa apenas
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informacao do grupo (¢ > 0), néo considerando a experiéncia individual ( ¢; = 0), o
modelo é chamado de Modelo Social. Por fim, quando o PSO usa apenas informagao
da propria particula (¢; > 0), ndo considerando a experiéncia do grupo (¢, = 0), o

modelo é chamado de Modelo Cognitivo (PESSIN; OSORIO, 2009).

Para evitar uma convergéncia rapida do algoritmo impedindo, assim, uma melhor
exploracao do espaco de busca, foram introduzidos os parametros r; e ry no ajuste
da velocidade (ENGELBRECHT, 2005; PESSIN; OSORIO, 2009). O parametro de
inércia (w) permite o ajuste no que se refere a busca local ou global. Quanto mais
perto de 1 for este valor, mais global é a busca, enquanto valores mais proximos de

0 possibilitam uma busca local (PESSIN; OSORIO, 2009).

Os resultados dos agrupamentos baseados na metodologia do GLCM, foram
comparados com analises de agrupamento realizadas no programa ¢ cluster do pacote
GROMACS. Para os testes de docking foram selecionadas conformagoes que foram
centroides e que apresentaram para as duas cavidades selecionadas os melhores valores do

drugscore calculado pelo programa DoGSiteScorer.

3.9 Estudos de docking receptor-ligante

Para os testes de atracamento molecular (docking receptor-ligante) foram usadas
conformacgoes da Sm1 e CD39, selecionadas na etapa da anélise de agrupamento, contra
dois ligantes, o ARL67156 e o praziquantel.

O ARL67156 (6-N,N-dietil-D-S-y-dibromometileno adenosina trifosfato) ¢ um anélogo
do ATP (SANSOM et al., 2007). Dados experimentais mostram que este composto é
um inibidor que compete com o ATP pelo sitio ativo da CD39, porém, é considerado
um inibidor fraco (LEVESQUE et al., 2007). J& o praziquantel foi selecionado por ser
atualmente o principal farmaco usado no tratamento da esquistossomose (DOENHOFF;
CIOLI; UTZINGER, 2008).

Para os estudos de docking molecular também foi usado o ANP com a finalidade de
comparar as energias de interacao do ARL67156 e do praziquantel, bem como pelo fato
do ANP ja estar presente nos modelos das proteinas. Os arquivos com as coordenadas
dos atomos de cada um dos ligantes foram baixados do banco de dados ZINC <http:
// zinc.docking.org/ > (IRWIN; SHOICHET, 2005). A fim de facilitar a diferenciagao
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entre o ANP do modelo e o ANP baixado do ZINC, ao longo do texto este tltimo sera
nomeado de ANP-Zinc.

A seguir serao descritas as etapas de preparacao das conformagoes da Sml e CD39

que foram selecionadas previamente, a preparagao dos ligantes, a preparacao das caixas

(grids), e a configuracao das andlises de docking molecular:

(i)

Preparacao das conformagoes: Cada uma das conformagoes selecionadas foram
preparadas na ferramenta Prep Wizard do pacote Maestro9.3.5 (Schrédinger, LLC,
New York, NY). Para as conformagoes decorrentes das simulagoes onde o ANP

estava presente no sitio ativo das proteinas, foram feitas trés preparacoes:
e Preparacgao 1: proteina, ANP, moléculas de dgua e calcio.
e Preparagao 2: proteina, moléculas de agua e calcio.
e Preparagao 3: somente a proteina.
A primeira preparagao foi usada no redocking do ANP, a preparagao 2 no docking

do ANP-Zinc e ARL67156, e a preparacao 3 no docking do ANP-Zinc, ARL67156 e

praziquantel.

Para as conformagoes que vieram das simulagoes de DM onde o ANP nao estava

presente no sitio ativo das proteinas, foram feitas duas preparacoes:

e Preparacgao 1: proteina, moléculas de agua e calcio.

e Preparacao 2: somente proteina.

A primeira a preparacao foi usada no docking do ANP-Zinc e ARL67156, e a segunda
preparacao no docking do ANP-Zinc, ARL67156 e praziquantel.

As moléculas de dgua foram selecionadas com base na posicao em relacao ao ion
célcio e ao residuo catalitico (E201 na Sm1 e E174 na CD39), e no alinhamento com

o molde PDB3CJA.

Preparacao dos ligantes: Os ligantes foram preparados usando a ferramenta
LigPrep4.0.5 (Schrédinger, LLC, New York, NY). Para o preparo foi usado o campo
de for¢a OPLS2005 (JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996), com pH
igual a 7.4 (40, 2).
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Preparacao das caixas: As caixas para simula¢ao do docking foram preparadas
no programa Glide5.8.5 (Schrodinger, LLC, New York, NY), usando o campo de
forca OPLS2005. Para as conformagoes que vieram das simulagoes onde o ANP

estava presente no sitio ativo das proteinas, foram preparadas quatro caixas:
e Caixa 1: cavidade-1 com ANP, moléculas de dgua e calcio.
e Caixa 2: cavidade-1 com moléculas de agua e calcio.
e (Caixa 3: cavidade-1, somente a proteina.
e (Caixa 4: cavidade-2, somente a proteina.
A caixa 1 foi usada para o redocking do ANP. As caixas 2 e 3 no docking do

ARL67156, praziquantel e ANP-Zinc. E a caixa 4 foi usada no docking do ARL67156,
praziquantel e ANP-Zinc.

Para as conformagoes que vieram das simula¢oes com auséncia do ANP no sitio

ativo das proteinas, foram preparadas trés caixas:

e (Caixa 1: cavidade-1 com moléculas de agua e calcio.
e Caixa 2: cavidade-1, somente a proteina.

e Caixa 3: cavidade-2, somente a proteina.

As caixas 1, 2 e 3 no docking do ARL67156, praziquantel e ANP-Zinc.

O programa Glide permite que as caixas sejam centralizadas a partir de um conjunto
de residuos, calculando o centro de massa do conjunto de residuos. Todas as
caixas para simulacao de docking receptor-ligante usadas no presente trabalho foram
centralizadas usando residuos da cavidade-1 ou cavidade-2. A tabela 3.4 apresenta

a relacao dos residuos usados na centralizacao das caixas.

Simulacgoes de Docking:

As simulagoes de docking receptor-ligante foram realizadas com o programa
Glide5.8.5 (Schrodinger, LLC, New York, NY). Nas simulagoes, todos os ligantes
foram testados usando a mesma caixa para uma mesma conformagao e cavidade,
de tal maneira que diferengas na energia de interagdo e na pontuagao (score) da

conformacao do ligante nao sejam atribuidas a diferencgas entre as caixas.
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Tabela 3.4: Residuos usados na centralizagao das caixas para simulagao do docking.
Proteina | Cavidade-1 Cavidade-2

Sml D78, T154, A155, | K279-K299 e D312-S348
E201, D232, S237,
Q239, W483, Y397 e
F441

CD39 D54, T131, A132, | K258-1277 e V290-F314
E174, D213, S218,
Q220, W450, F365 e
Y408

O Glide usa o método de busca sistematica para a busca de conformacoes do ligante
(FRIESNER et al., 2004). Este programa usa uma série de filtros hierarquicos para
procurar as possiveis localizacoes do ligante na regiao do sitio ativo do receptor, que
resultam em um conjunto inicial de conformacoes do ligante. Estas conformacgoes sao
selecionadas a partir de uma enumeracao exaustiva dos minimos de energia no espaco
de angulos torcionais do ligante. Dadas estas conformacoes do ligante, sao realizadas
triagens sobre todo o espago de busca disponivel (conformagao, orientagao e posigao)
com o objetivo de localizar conformagdes promissoras do ligante (FRIESNER et al.,

2004).

Apos a triagem inicial, as conformagoes do ligante sao minimizadas no dominio do
receptor usando uma funcao de energia baseada em mecanica molecular classica
(neste caso tirada do campo de forga OPLS-AA - (FRIESNER et al., 2004))
conjuntamente com um modelo dielétrico dependente da distanica. Por fim,
sao selecionadas de trés a seis conformacoes de mais baixa energia para serem
submetidas a uma simulacao de Monte Carlo que examina os minimos torcionais
nas proximidades. Em alguns casos este procedimento é necessirio para orientar
adequadamente grupos periféricos e, ocasionalmente, alterar os angulos de torgao

(FRIESNER et al., 2004).

Uma funcao de pontuacao, GlideScore, é usada para predizer a afinidade de ligagao e
ordenar as conformagoes do ligante (FRIESNER et al., 2004). Existem duas versoes
do GlideScore, a versao SP (Standart-Precision) e a versao XP (Extra-Precision)
(FRIESNER et al., 2004). A versao SP do GlideScore ¢ uma fungao mais indulgente e
adequada para identificar ligantes que possuem uma razoavel propensao para se ligar

na regiao de busca. Esta versao procura minimizar falsos negativos e é adequada
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para rastreio (virtual screening) em banco de dados de ligantes (FRIESNER et al.,
2004).

A versao XP do GlideScore é uma funcao que impoe maiores penalidades para as
conformagoes que violam principios fisico-quimicos, como grupos fortemente polares
estarem adequadamente expostos ao solvente (FRIESNER et al., 2004; FRIESNER
et al., 2006). Esta versdo do GlideScore procura minimizar os falsos positivos,
e pode ser ttil em estudos nos quais apenas um nimero limitado de compostos
serao considerados experimentalmente e as conformacoes de cada composto testado
precisa ter a melhor qualidade possivel (FRIESNER et al., 2004; FRIESNER et al.,
2006). A versao do GlideScore adotada no presente trabalho foi a XP, com o ligante

flexivel e minimizacao das conformacoes geradas durante o docking.

3.10 Resumo da metodologia

O fluxograma mostrado na figura 3.8 resume as etapas da metodologia proposta no

presente trabalho.



:

Figura 3.8: Fluxograma da metodologia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Filogenia das NTPDases de mamiferos e parasitas

A Figura 4.1 apresenta as relacoes filogenéticas entre as NTPDases de mamiferos e de
parasitas. A filogenia foi feita no programa Clustal{2 usando o método de distancia
neighbor-joining, e editada no programa FigTree (<http://tree.bio.ed.ac.uk/software/
figtree/>). O teste de Bootstrap foi calculado no programa MEGA v6.0 (TAMURA
et al., 2013). Tais relacionamentos filogenéticos podem fornecer pistas sobre a func¢ao das
NTPDases de parasitas que ainda nao foram demonstradas (SANSOM, 2012). Também
podem explicar a semelhanca estrutural entre a Sm1 e CD39.

Pela figura 4.1 é possivel ver que as Ecto-NTPDases de mamiferos e dos parasitas
estao em clados separados. Entretanto, é importante destacar que a Sml e a NTPDase
de Plasmodium falciparum (PfNTPDase) estao filogeneticamente mais relacionadas com
as Ecto-NTPDases de mamiferos do que com as demais NTPDases de parasitas. Isto
torna-se ainda mais interessante tendo em conta os seguintes aspectos: (i) a presenca de
duas TM na Sml e nas Ecto-NTPDases de mamiferos, em especial na CD39; (ii) sao
extracelulares, estao ancoradas na superficie externa da membrana plasmatica por meio
das TM; (iii) devido a sua localizagao, o provavel envolvimento da Sm1l na inibigao da
ativagao plaquetaria (VASCONCELOS et al., 1993).

No que diz respeito ao P. falciparum, foi demonstrado que as plaquetas sao capazes
de matar o parasita dentro do eritrocito, sendo que este efeito foi abolido na presenca de
aspirina (MCMORRAN et al., 2009). A presenca de um gene de NTPDase no genoma
de P. falciparum, e a predicao de duas TM, sugerem que esta enzima esteja ancorada na

superficie do parasita de maneira similar & CD39 (SANSOM, 2012).

4.2 0Os modelos 3D da Sm1 e CD39

As figuras 4.2 e 4.4 mostram o alinhamento global entre os moldes PDB3ZX3 e PDB3CJA
e as sequencias da Sml e CD39, respectivamente. Nas figuras aparecem em destaque
as cinco regides conservadas (ACR), com os residuos cataliticos marcados em cinza. E

possivel observar que esses residuos sao conservados entre as sequencias, indicando que eles

sdo necessarios para a atividade catalitica das NTPDases (ZEBISCH; STR4ATER, 2008).
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Experimentos de mutagénese no residuo E174 da CD39 de humanos, e que corresponde
ao residuo E165 da NTPDase2 de Rattus norvegicus, mostraram a perda completa da
atividade catalitica da enzima (DROSOPOULOS et al., 2000).

Os modelos tridimensionais da Sm1 (figura 4.3) e CD39 (figura 4.5) propostos neste
trabalho contemplam toda a estrutura, ou seja, apresentam um dominio ECD e dois
dominios transmembranares TM1 (Nter) e TM2 (Cter). O dominio ECD, por sua
vez, € dividido em dois subdominios ECD-I e ECD-II, com o sitio-ativo localizado em
uma cavidade entre esses dois subdominios. A estrutura tridimensional dos modelos da
Sml e CD39 é semelhante com a das demais Ecto-NTPDases de mamiferos, como por
exemplo a NTPDase2 de Rattus norvegicus (RaNTPDase2) (ZIMMERMANN; ZEBISCH,;
STRATER, 2012).
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Figura 4.1: Arvore filogenética das sequéncias de aminoacidos das NTPDases de
mamiferos e parasitas.

Ecto-NTPDases de mamiferos (verde), NTPDases de parasitas (vermelho), isoformas intracelular
de humanos (marrom), isoformas secretadas de humanos (roxo) e apirase de Solanum tuberosum.
Marcadas com asterico, Sml e CD39 (HsNTPDasel). Em preto os valores do Bootstrap. Rattus
norvegicus (RnNTPDasel: PDBID 37ZX3, RuNTPDase2: PDBID 3CJA, RuNTPDase3: NP _835207.1,
RnNTPDase8: NP _001028737.1); Mus musculus (MmNTPDasel: NP_033978.1, MmNTPDase2:
NP 033979.2, MmNTPDase8:  AAH31143.2); DBos taurus (BtNTPDasel: XP_ 005225502.1,
BtNTPDase2: DAA24062.1, BtNTPDase3: XP 005222451.1, BtNTPDase8: NP _001071395.1);
Oryctolagus  cuniculus (OcNTPDase3: XP_002713133.1, OcNTPDase3: XP 002723105.1);
Felis  catus (FcNTPDasel:  XP_006938097.1, FcNTPDase3: XP 003992264.1, FcNTPDaseS8:
XP _003996175.1);  Canis lupus familiaris (CUNTPDasel:  XP_005637614.1, CUNTPDase2:
XP 548362.1, CUNTPDase3: XP 542723.3, CINTPDase8: XP 003435393.1); Pan troglodytes
(PtNTPDasel: XP_003312746.1, PtNTPDase3: XP 001135726.1, PtNTPDase8: XP 001140109.1);
Macaca  mulatta  (Mc.mINTPDasel: XP _001100060.1, Mc.mINTPDase2: XP 001117802.2,
Mc.mINTPDase3: NP _001253677.1, Mc.mINTPDase8: XP_001087078.1); Homo sapiens (CD39
or HsNTPDasel: NP 001767.3, HsNTPDase2: NP 982293.1, HsNTPDase3: NP _001239.2,
HsNTPDase4: NP 004892.1, HsNTPDase5: NP 001240.1, HsNTPDase6: NP 001238.2,
HsNTPDase7: NP _065087.1, HsNTPDase8: NP _001028285.1); Plasmodium falciparum (PINTPDase:
XP 001348471.2); Trypanosoma cruzi (TcNTPDase: AAS75599.1); Trypanosoma brucei (TcNTPDasel:
XP 847211.1, TcNTPDase2: XP_ 845817.1); Leishmania major (LmjNTPDasel: XP 001681917.1,
LmjNTPDase2: XP 001681345.1);  Leishmania infantum (LiNTPDasel: XP 001464341.1,
LiNTPDase2: XP 001463665.1);  Leishmania  braziliensis (LbNTPDasel: XP_ 001562178.1,
LbNTPDase2: XP_ 001562788.1); Leishmania donovani (LANTPDasel: CBZ32820.1, LdANTPDase2:
CBZ32136.1); Leishmania mezicana (LmxNTPDasel: CBZ25018.1, LmxNTPDase2: CBZ24328.1);

Solanum  tuberosum (Apyrase: P80595) e Schistosoma mansoni (SmATPDasel: AAP94734.1,
SmNTPDase2: ABI79456.1).
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4.2.1 Validacao dos modelos

Para a validacao dos modelos 3D da Sml e CD39 foram avaliadas trés conformagoes
de ambas as proteinas: (conf-1) conformagao inicial obtida a partir da modelagem
comparativa apos a adicao de hidrogénios e que foi submetida a simulacao de dinamica
molecular;(conf-2) conformagao obtida ao final da etapa de minimiza¢do da dindmica
molecular; (conf-3) conformacgao obtida ao final da etapa de aquecimento da dindmica
molecular.

A seguir serao mostrados os graficos dos perfis do DOPE calculados pelo programa
Modeller para as trés conformagoes referentes aos modelos da Sm1, CD39 e moldes. O
grafico mostra o valor do DOPE para cada um dos residuos dos modelos e dos moldes em
funcao da posicao do residuo no alinhamento multiplo.

A figura 4.6 mostra o grafico dos perfis do DOPE para as trés conformagoes da Sm1 e
dos moldes PDB3ZX3 e PDB3CJA. Pelo gréfico é possivel observar que os perfis das trés
conformagoes da Sm1 apresentam-se oscilando entre os perfis dos dois moldes. Também é
possivel observar uma acomodacao da estrutura 3D da Sm1 apds as etapas da minimizagao
e do aquecimento. Os dois trechos de residuos inicial e final e que nao sao cobertos pelos
moldes, correspondem aos dominios transmembranares.

A figura 4.7 mostra o grafico dos perfis do DOPE para as trés conformagoes da CD39
e dos moldes PDB3ZX3 e PDB3CJA. Pode-se observar que os perfis da CD39 sao mais
semelhantes aos perfis do moldes do que os da Sm1, provavelmente em funcao da maior
identidade e similaridade entre as sequencias de residuos da CD39 e dos moldes (figura
4.4). Também ¢é possivel verificar que o perfil do DOPE do modelo da CD39 acompanha
mais o perfil do molde PDB3ZX3, provavelmente devido a uma maior identidade e a
similaridade entre as sequencias estas duas proteinas.

Na CD39 também ¢é possivel observar uma maior acomodagao da estrutura 3D apos
as etapas da minimizagao e do aquecimento. Os dois trechos de residuos inicial e final e
que nao sao cobertos pelos moldes, correspondem aos dominios transmembranares.

Para o processo de validacao dos modelos, também foram avaliados os resultados
dos programas Procheck (LASKOWSKI et al., 1983), Molprobity (DAVIS et al., 2007),
ProSA-Web (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007) e Errat (COLOVOS; YEATES, 1993). A
tabela 4.1 apresenta um resumo dos principais parametros avaliados no processo de

validacao dos modelos 3D da Sml e CD39. Pela tabela é possivel ver que em ambas
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Figura 4.6: Perfil do DOPE para trés conformagoes da Sml e os moldes. “sml_ mod”
¢ a conformacao inicial obtida a partir da modelagem comparativa apds a adicao de
hidrogénios (conf-1), “sm1 min” é a conformacao da Sml ao final da minimizagao da
dindmica molecular (conf-2), e “sm1_heat” é a conformacao da Sm1 ao final da etapa de
aquecimento da dindmica molecular (conf-3).
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Figura 4.7: Perfil do DOPE para trés conformagoes da CD39 e os moldes. “cd39 mod”
¢ a conformacao inicial obtida a partir da modelagem comparativa apds a adigao de
hidrogénios (conf-1), “cd39 min” é a conformagao da Sml ao final da minimizagao da
dinadmica molecular (conf-2), e “cd39 heat” é a conformagao da Sm1 ao final da etapa de
aquecimento da dindmica molecular (conf-3).
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as estruturas ha uma melhora nos valores do Z-score (calculado pelo ProSA-web) e do
Errat (graficos no Anexo).

Com relagao aos resultados do Procheck e do Molprobity, os valores apresentados
na tabela apontam uma tendéncia de piora na qualidade das estruturas 3D nas etapas
de minimizagao e aquecimento, provavelmente pelo fato das estruturas ainda estarem se
acomodando ao ambiente de simulacao. No caso da Sm1, o residuo K406, localizado em
uma regiao de volta e proximo a um residuo de prolina (P404), é o tnico que permanece
em regiao desfavoravel nas trés conformagoes. Na CD39, assim como na Sm1, apenas um
tnico residuo, T430 e localizado em uma regiao de volta, permanece em regiao desfavoravel

apos as etapas de minimizacao e aquecimento da dindmica molecular.

Tabela 4.1: Validagao das estruturas 3D da Sm1 e CD39.
Estrutura  Z-score Errat Outl F1 Out2  F2
Sm1-confl -5,66 48,577 3 994% 12 97.8%
Sml-conf2  -542 80,594 11 97, 7% 14  97,4%
Sml-conf3  -6,09 82,218 7 98,6% 17 96,9%
CD39-confl  -941 71,657 6 98,7% ) 99,0%
CD39-conf2  -932 93,737 7 98,4% 9 98,2%

CD39-conf3  -9,08 92,340 8 98,4% 10  98,0%

Outl sao os residuos em regiao desfavoravel (outliers) e F1 sao os residuos em regiao favoravel, obtidos

com o programa Procheck. Out2 sao os residuos em regido desfavoravel (outliers) e F2 sao os residuos

em regiao favoravel obtidos com o programa Molprobity.

Os resultados da validagao sugerem que houve uma melhora na qualidade dos modelos
apos as etapas de minimizacao e aquecimento da dindmica molecular. O aumento do
numero de residuos em regioes desfavoraveis do diagrama de Ramachandran, pode estar
associado com o fato das estruturas de ambas as proteinas estarem acomodando-se.
Portanto, decidimos pela continuidade das simulagoes de dinamica molecular envolvendo

os modelos da Sm1 e CD39.

4.2.2 Restduos cataliticos

Baseado no modelo catalitico proposto por Zebisch e Striter (2008), foi possivel identificar
nas estruturas 3D da Sm1l e CD39 os provaveis residuos do sitio ativo que atuariam na
catalise. Isso foi possivel através dos alinhamentos entre as estruturas 3D da Sm1 e CD39
com os moldes PDB37ZX3 e PDB3CJA.

Na Sm1, os residuos seriam D78 (na ACR1), T154 ¢ A155 (ambos na ACR2), E201 (na
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ACR3), D232, S237 ¢ Q239 (na ACR4) e W483 (na ACR5) (Figura 4.8). Enquanto que
na CD39 os residuos seriam D54 (na ACR1), T131 e A132 (na ACR2), E174 (na ACR3),
D213, S218 e Q220 (na ACR4) e W450 (na ACR5) (Figura 4.8). Além deles ha dois
residuos que fazem interagoes do tipo stacking com a base nitrogenada do nucleotideo,
sao eles: Y397 e F441, na Sml, e F365 e Y408, na CD39. E possivel observar que os
residuos da Sml e CD39 que participam da catalise estao todos distribuidos entre as
cinco regioes conservadas (ACR).

Também a partir do alinhamento estrutural, foi possivel identificar na estruturas
3D da Sml e CD39 os residuos cataliticos descritos no modelo catalitico proposto por
Kozakiewicz e colaboradores (2008). Os residuos da Sml que estariam envolvidos no
ataque nucleofilico do v-fosfato seriam S81 e T154, e no [-fosfato seria T82 (Figura
4.9(a)). Ja os residuos da CD39 que fariam o ataque nucleofilico do v-fosfato seriam S57

e T131, e no f-fosfato seria S5H8 (Figura 4.9(b)).

4.2.3 Dominios transmembranares

As hélices transmembranares podem ser divididas em duas regides: (i) o segmento
hidrofébico que interage com a porgao hidrofébica da bicamada lipidica, (ii) e o
segmento formado por residuos que estao proximos da interface dgua-lipidio da membrana
(NYHOLM; OZDIREKCAN; KILLIAN, 2006). O segmento hidrofébico das hélices
transmembranares é rico em residuos hidrofébicos como valina, leucina, alanina, isoleucina
e fenilalanina (ULMSCHNEIDER; SANSOM, 2001; NYHOLM; OZDIREKCAN;
KILLIAN, 2006). Residuos de glicina e prolina também aparecem preferencialmente no
segmento hidrofobico das hélices transmembranares (ULMSCHNEIDER; SANSOM, 2001;
NYHOLM; OZDIREKCAN; KILLIAN, 2006).

As regioes de interface dgua-lipidio sao mais ricas em residuos como a histidina e o
triptofano (ULMSCHNEIDER; SANSOM, 2001; NYHOLM; OZDIREKCAN; KILLIAN,
2006). Residuos carregados como a lisina, arginina, aspartato e glutamato também
sao encontrados frequentemente nas regices de interface (ULMSCHNEIDER; SANSOM,
2001; NYHOLM; OZDIREKCAN; KILLIAN, 2006). Residuos carregados positivamente,
sao mais encontrados na face cis das membranas bioldgicas, enquanto os carregados
negativamente sdo mais encontrados na face trans (ULMSCHNEIDER; SANSOM, 2001;
NYHOLM; OZDIREKCAN; KILLIAN, 2006). Os residuos carregados positivamente
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Figura 4.8: Estrutura 3D e sitio ativo da Sm1 e CD39.
(a) Alinhamento estrutural do modelo da Sm1 (vermelho) e CD39 (azul) com os moldes PDB3ZX3 (roxo)

e PDB3CJA (verde). (b) Alinhamento estrutural da Sml com os moldes na regiao do sitio catalitico.

(¢) Alinhamento estrutural da CD39 com os moldes na regiao do sitio catalitico. Em destaque o ligante
AMPPNP (stick), residuos cataliticos (preto), e aguas conservadas (01, 02, O3, 04, O5 e O6) entre as
estruturas PDB3CJ1 (vermelho claro), PDB3CJA7 (amarelo), PDB3CJ9 (laranja), PDB3CJA (verde)
e PDB3ZX3 (roxo), e o ion calcio presente nos cristais PDB3CJ9 (preto), PDB3CJA (verde claro),
SmATPDasel (marrom) e CD39 (atras do célcio presente no cristal PDB3CJA). As linhas tracejadas
indicam os contatos entre os residuos cataliticos, as moléculas de agua conservadas e o ion calcio. Também
¢ possivel observar os residuos do stacking na Sml (Y397 e F441) e CD39 (F365 e Y408).
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(a) Modelo 3D da Sml. (b) Modelo 3D da CD39.

Figura 4.9: Residuos cataliticos pelo modelo de (KOZAKIEWICZ et al., 2008).

Em stick amarelo estao destacados os residuos cataliticos em interagao com o ligante ANP.

e com cadeia lateral mais longa, como a lisina e arginina, podem projetar a porcao
alifatica para a regiao mais hidrofébica da membrana, enquanto que o agrupamento
amino é projetado para a regiao de interface agua-lipidio da membrana (STRANDBERG;
KILLIAN, 2003; NYHOLM; OZDIREKCAN; KILLIAN, 2006). Residuos como a serina
e a treonina possuem um importante papel na interacao hélice-hélice, e podem ser
encontrados nas duas regides das hélices transmembranares (NYHOLM; OZDIREKCAN;
KILLIAN, 2006).

Os dominios transmembranares (TM) de ambos os modelos da Sml e CD39 sao
formados por duas hélices. Foi sugerido na literatura que a mobilidade das TM regula
a atividade catalitica no sitio-ativo da CD39 (GRINTHAL; GUIDOTTI, 2006). A
remocao de uma ou ambas as TM reduziria em até 90% a atividade enzimatica, indicando
que a atividade enziméatica depende de ambas TM (GRINTHAL; GUIDOTTI, 2004), e
que ambas as hélices apresentam um alto grau de movimento rotacional (GRINTHAL;
GUIDOTTI, 2004; GRINTHAL; GUIDOTTI, 2006).

Da’dara e colaboradores (2014) demonstraram que a remocao de ambas TM
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compromete as atividades ATPasica e ADPésica da Sm1. Eles concluiram que os dominios
transmembranares ajudam a proteina a se manter em uma conformagao favoravel a
atividade enziméatica (DA’DARA et al., 2014).

Veremos na sessao Dindmica molecular, que nas quatro simulagoes de dinamica
molecular envolvendo os modelos, nao foram observadas mudangas significativas nas TM

que tivesse relagao com mudancas no dominio ECD.

4.2.4 Perfil eletrostdtico dos modelos

Neste trabalho, também foram avaliados os perfis estrostaticos dos modelos da Sml
e CD39 usando os programas pdb2pqr v1.9 (DOLINSKY et al., 2004) e APBS v1.4
(BAKER et al., 2001). A figura 4.10 mostra o perfil eletrostatico dos modelos da Sm1 e
CD39. O perfil eletrostatico da Sm1 (figuras 4.10(a) e (b) ) apresenta-se mais carregado
positivamente, inclusive na regiao dos dominios transmembranares. O perfil mais positivo
nos dominios transmembranares da Sml, pode ser explicado pela presenca de residuos
carregados positivamente, como H38 e K39 na TM1, e R531 na TM2. Esses trés residuos
carregdos positivamente estao localizados proximo a face intracelular (cis) da TM1 e
TM2, o que vai de encontro com a literatura (NYHOLM; OZDIREKCAN; KILLIAN,
2006). Diferentemente da Sm1l, a CD39 apresenta um perfil eletrostatico mais negativo
com dominios transmembranares mais neutros (figuras 4.10(c) e (d)).

A figura 4.11 mostra o perfil eletrostatico na regiao do sito-ativo dos modelos da Sm1
e CD39. O perfil eletrostatico do sitio ativo da Sml é mais carregado positivamente,
porém na regiao onde localiza-se o residuo D438 o perfil estd mais negativo. Ja o perfil
eletrostatico do sitio ativo da CD39 é mais carregado negativamente, com uma regiao
mais positiva devido a presenga de dois residuos de lisina (K407 e K405). Essa diferenca
no perfil eletrostatico pode interferir na interagao dos nucleotideos di- e trifosfatados na

regiao do sitio ativo, em funcao das cargas negativas presentes nos grupos fosfatos.

4.2.5 Ligacoes dissulfeto

Assim como nos seus moldes, os modelos da Sm1l e CD39 também apresentam ligagoes
dissulfeto no dominio ECD. A diferenca é que a Sm1 possui trés ligagoes, enquanto que
CD39 apresenta cinco ligagbes, como nos moldes PDB3ZX3 e PDB3CJA. As figuras
4.12(a) e 4.12(b) mostram os dominios ECD da Sml e CD39 e em destaque as ligagdes
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Figura 4.10: Potencial de superficie eletrostatico da Sm1l e CD39.
(a) Visao frontal do perfil eletrostatico do modelo da Sm1. (b) Visao de tras do perfil eletrostatico do
modelo da Sml. (c) Visao frontal do perfil eletrostatico do modelo da CD39. (d) Visao tras do perfil

eletrostatico do modelo da CD39. Potencial eletrostatico variando de -5 (vermelho) a 5 (azul) kT /e.

Figura 4.11: Potencial de superficie eletrostatico da Sm1 e CD39 na regiao do sitio-ativo.
(a) Perfil eletrostatico do sitio-ativo no modelo da Sm1. (b) Perfil eletrostatico so sitio-ativo no modelo
da CD39. As estruturas 3D sao mostradas em Cartoon, o ligante (ANP) em Licorice, o Ca** e molécula

de 4dgua em esfera. Potencial eletrostatico variando de -3 (vermelho) a 3 (azul) kT /e.
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dissulfeto. Veremos na secao seguinte que as duas ligagoes dissulfeto a menos na Sml
(que seriam equivalentes aos pares C255-C301 e C84-C108 na CD39) parecem contribuir

para a diferenca na dindmica dessa proteina em relagao aos moldes e a CD39.

(a) Dominio ECD da Sm1. (b) Dominio ECD da CD39.

Figura 4.12: Em destaque as pontes dissulfeto (amarelo) presentes na Sm1 e CD39.

4.3 Dinamica Molecular

Nesta secao sera discutido os resultados referentes as simulagoes de dindmica molecular
realizadas no presente trabalho. No total foram simulados 6 sistemas: (i) modelo da Sm1
sem o ligante ANP presente no sitio ativo e na preenga do fon calcio (Sm1); (ii) modelo da
Sm1 com o ligante ANP e o fon calcio presentes no sitio ativo (Sm1-ANP); (iii) modelo da
CD39 sem o ligante ANP no sitio ativo e na preenca do fon célcio (CD39); (iv) modelo da
CD39 com o ligante ANP e o fon célcio presentes no sitio ativo (CD39-ANP); (v) molde
PDB3CJA com ANP e fon célcio presentes no sitio ativo; (vi) molde PDB3ZX3 sem o
ligante e sem heteroatomos no sitio ativo. Os cristais dos moldes apresentam apenas o
dominio ECD. O tempo de simulacao para os modelos foi de 32ns e para os moldes foi de

40ns.
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4.3.1 Relacao drea por lipidio

secao Para simulagoes de dinamica molecular envolvendo modelos de membrana, a relacao
entre a area da membrana e o nimero de moléculas de lipidio que a formam é chamada
de relagao area por lipidio (EDHOLM; NAGLE, 2005). Os valores da relagao area por
lipidio obtidos durante a simulagao de dinadmica molecular, devem ser comparados com
valores experimentais a fim de validar os resultados obtidos durante a simulagdo (BENZ
et al., 2005; KUCERKA et al., 2015). A seguir serao apresentados os graficos referentes
a variagao da relacao area por lipideo observadas nas quatro simulacoes realizadas no
presente trabalho.

As figuras 4.13(a) e 4.13(b) mostram os graficos da relagao area por lipideo durante
os 20ns de equilibragao das simulagoes envolvendo a Sml. A camada-1 corresponde a
camada extracelular da bicamada lipidica, enquanto a camada-2 corresponde a camada
intracelular.

A média da area por lipidio para a simulagao envolvendo a Sml sem ANP foi de
68,26A2, para a camada extracelular, e 66,87A2, para a camada intracelular. Para a
simulagdo envolvendo a Sml com ANP (Sm1-ANP), a média da area por lipidio foi
68,31A2, para a camada extracelular, e 66,91A2, para a camada intracelular. Os valores
da area por lipideo observados podem ser corroborados por estimativas experimentais
que apontam, para membrana POPC, uma relacao de 68,3+1,5 AQ/molécula POPC
(KUCERKA; TRISTRAM-NAGLE; NAGLE, 2006).

As figuras 4.14 e 4.14(b) mostram os graficos da relagao area por lipideo durante os 20ns
de equilibragao das simulac¢oes envolvendo a CD39. Na simulacao envolvendo a CD39 sem
ANP, a média da area por lipidio foi de 67,87A2, para a camada extracelular, e 66,4842,
para a camada intracelular. Para a simulagdo envolvendo a CD39 com ANP (CD39-
ANP), a média da area por lipidio foi 67,83A2, para a camada extracelular, e 66,45A2,
para a camada intracelular. Os valores obtidos também correspondem aos apresentados
por estimativas experimentais (KUCERKA; TRISTRAM-NAGLE; NAGLE, 2006).

A menor relacao area por lipideo na camada intracelular em relacao a camada
extracelular deve-se ao fato de que durante o acoplamento das proteinas na membrana
houve uma maior remocao de moléculas de lipideo na camada extracelular. Nas simulacoes
envolvendo a Sm1 a camada extracelular ficou com 197 moléculas e a camada intracelular

com 193 moléculas. Nas simulagoes envolvendo a CD39 a camada extracelular ficou com
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Figura 4.13: Area por lipidio durante os 20ns de equilibracdo da Sm1 com e sem ANP.
Camada-1: extracelular. Camada-2: intracelular

198 moléculas e a camada intracelular com 194 moléculas.

4.3.2 Cadlculo das Energias

A seguir serao apresentados os gréaficos de energias das proteinas e membranas, referentes
as simulagoes de dinamica molecular envolvendo os moldes PDB3CJA e PDB3ZX3, e os

modelos da Sm1 e CD39.

4.3.2.1 Energias dos moldes

As figuras 4.15(a) e 4.15(b) mostram os graficos de energias durante os 40ns de simulagao

de dinamica molecular envolvendo os moldes PDB3CJA (RnNTPDase2) ¢ PDB3ZX3
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Figura 4.14: Area por lipidio durante os 20ns de equilibracio da CD39 com e sem ANP.
Camada-1: extracelular. Camada-2: intracelular

(RnNTPDasel). Sao apresentados os graficos de energia total e das demais energias
calculadas pelo campo de forca. E possivel observar que os graficos referentes as energias
de atomos nao ligados, eletrostatica e Van der Waals apresentam valores negativos,
enquanto que as energias de atomos ligados, angular, diedral e impréprio apresentam
valores positivos.

E possivel observar que a energia total da PDB3ZX3 apresenta oscilacio até
aproximadamente 24ns e seu valor é positivo durante toda a simulacao. Por outro lado,
a energia total da PDB3CJA apresenta uma menor oscilagao e apresenta valor negativo.
Isso pode ser em funcao da presenca do ligante ANP, ja4 que a literatura indica que

as NTPDases apresentam uma conformacao mais relaxada na presenca de nucleotideos
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(a) Energia total da proteina PDB3ZX3 (RuNTPDasel).
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(b) Energia total da proteina PDB3CJA (RuNTPDase2).

Figura 4.15: Energia total dos moldes durante os 40ns de simulacao. FEnergias: Total
(preto), Ligagao (vermelhro), Angular (verde), Diedral (azul), Improprio (amarelo),
Eletrostatica (marrom), Van der Waals (cinza), Conformacional (violeta), Nao-ligados
(azul claro). O intervalo de tempo entre os frames é de 100ps.

trifosfatados no sitio ativo (ZEBISCH et al., 2013).
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4.3.2.2 Energias dos modelos

As figuras 4.16(a) ¢ 4.16(b) mostram os graficos de energias durante os 32ns de simulagao
de dindmica molecular envolvendo o modelo da Sm1. Os graficos mostram que a energia
total da Sm1 na auséncia ou presenga do ANP esta oscilando. Isso indica que em ambos
os sistemas a proteina provavelmente ainda nao equilibrou.

As figuras 4.17(a) e 4.17(b) mostram os graficos de energias durante os 32ns de
simulagao de dindmica molecular envolvendo o modelo da CD39. Assim como na Sml,
os gréaficos referentes a CD39 na auséncia ou presenca do ANP também mostram uma
oscilagao na energia total. O que indica que em ambos os sistemas a proteina ainda nao
equilibrou.

Nos dois modelos, podemos observar que a energia total apresentam valores positivos
seguindo o mesmo comportamento apresentado pelo molde PDB3ZX3. Para as simulagoes
da Sm1-ANP e CD39-ANP a presenca do ligante no sitio ativo nao levou a uma energia
total negativa como no molde PDB3CJA, provavelmente por esses modelos terem sido

construidos considerando também o molde PDB37ZX3.

4.3.2.3 Energias membranas

As figuras 4.18(a) e 4.18(b) mostram os graficos da energia total da membrana POPC
durante os 32ns de simulacao de dinamica molecular envolvendo o modelo da Sm1. Aqui
também sao mostrados os gréaficos das demais energias calculadas pelo campo de forga.
Observa-se que os graficos referentes as energias de atomos nao ligados, eletrostatica e
Van der Waals apresentam valores negativos, enquanto que as energias de atomos ligados,
angular, diedral e improprio apresentam valores positivos.

Pelos graficos é possivel observar uma estabilizacao da energia total da membrana
POPC nos sistemas envolvendo a Sm1 na auséncia ou presenca do ANP. Porém, observa-
se que a energia total de ambos os sistemas apresenta valores positivos. Embora a relagao
area por lipideo tenha estabilizado, como mostrado na secao secao Relagdo drea por lipidio,
é provavel que a membrana, em ambos os sistemas Sml e Sm1-ANP, ainda nao tenha
equilibrado.

Os graficos 4.19(a) e 4.19(b) mostram a varia¢ao da energia total da membrana POPC
durante os 32ns de simulacao de dindmica molecular envolvendo o modelo da CD39. Os

graficos mostram uma estabilizacao da energia total da membrana POPC nos sistemas
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Figura 4.16: Energia total da Sml e Sm1-ANP durante 32ns de simulagao. Energias:
Total (preto), Ligacao (vermelhro), Angular (verde), Diedral (azul), Improprio (amarelo),
Eletrostatica (marrom), Van der Waals (cinza), Conformacional (violeta), Nao-ligados
(azul claro). O intervalo de tempo entre os frames é de 100ps.

envolvendo a CD39 na auséncia ou presenca do ANP. Mas também é possivel observar

que a energia total também apresenta valores positivos. Embora a area por lipideo em
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Figura 4.17: Energia total da CD39 e CD39-ANP durante 32ns de simulagao. Energias:
Total (preto), Ligacao (vermelhro), Angular (verde), Diedral (azul), Improprio (amarelo),
Eletrostatica (marrom), Van der Waals (cinza), Conformacional (violeta), Nao-ligados
(azul claro). O intervalo de tempo entre os frames é de 100ps.

ambos os sistemas CD39 e CD39-ANP tenha estabilizado, como mostrado na se¢ao se¢ao

Relacao drea por lipidio, é provavel que a membrana ainda nao tenha equilibrado.
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Figura 4.18: Energia total da membrana POPC durante 32ns de simulacao. Energias:
Total (preto), Ligacao (vermelhro), Angular (verde), Diedral (azul), Impréprio (amarelo),
Eletrostatica (marrom), Van der Waals (cinza), Conformacional (violeta), Nao-ligados
(azul claro). O intervalo de tempo entre os frames é de 100ps.
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Figura 4.19: Energia total da membrana POPC durante 32ns de simulacao. Energias:
Total (preto), Ligacao (vermelhro), Angular (verde), Diedral (azul), Improprio (amarelo),
Eletrostatica (marrom), Van der Waals (cinza), Conformacional (violeta), Nao-ligados
(azul claro). O intervalo de tempo entre os frames é de 100ps.
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4.3.83 RMSD das trajetorias

A tabela 4.2 apresenta os valores do RMSD para os moldes e modelos na simulacoes
de dindmica molecular. Para os modelos da Sml e CD39, os valores do RMSD sao
apresentados por subdominios ECD1 e ECD2 e dominios transmembranares TM1 e TM2.
Para os moldes foi considerado somente os subdominios do ECD devido & auséncia dos
dominios transmembranares nos cristais.

A defini¢ao dos subdominios ECD1 e ECD2 dos modelos foi feita com base no
alinhamento estrutural destes com os moldes e na literatura (ZEBISCH; STRATER, 2008).
O subdominio ECD1 da Sm1 é formado pelos residuos que estao nos intervalos Y73-G198
e (G478-G493, enquanto que o subdominio ECD2 é formado pelos residuos S199-K477.
Na CD39 o subdominio ECD1 é formado pelos residuos dos intervalos N46-G171 e G445-
N460, enquanto que o subdominio ECD2 ¢é formado pelos residuos Q172-Q444.

Observando a tabela 4.2 é possivel ver que os valores minimo, maximo, média e desvio
padrao do RMSD em cada uma das simulacoes estao proximos.

Quando se compara os valores do RMSD referentes ao subdominio ECD1 dos modelos
com os dos moldes é possivel ver que eles sao similares, indicando que as mudancas
conformacionais do ECD1 entre os moldes e modelos é similar. Por outro lado, quando
observamos os valores do RMSD no ECD2 podemos ver que eles sao maiores nas
simulacoes onde o ligante ANP esta presente no sitio ativo. Isso pode estar relacionado
com a interacao (stacking) da adenina com residuos do ECD2, como Y397 e F441 (Sm1), e
F'365 e Y408 (CD39). A excecao é o ECD2 da Sm1 sem o ANP no sitio ativo (cavidade-1),
que é o que apresenta os maiores valores de RMSD.

Com relagao aos valores do RMSD dos dominios transmembranares, podemos observar
que para a TM1 os valores sao ligeiramente maiores para as simulagoes da Sm1l e Sm1-
ANP. O mesmo podemos observar para a TM2. Esses resultados sugerem um pouco mais
de movimento nas TM da Sm1 e Sm1-ANP, do que na CD39 e CD39-ANP. Porém, quando
se compara as simulagoes com ligante e sem ligante, para um mesmo modelo, nao foram
observadas diferencas. Isso sugere que o ligante nao fez diferenca na movimentacao dos
dominios transmembranares.

A seguir serao apresentados os graficos do RMSD para os dominios ECD e
transmembranares em funcao do tempo para todas as simula¢oes de dindmica molecular

envolvendo os moldes e modelos.
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Tabela 4.2: Valores do RMSD para os moldes e modelos nas simulagoes.
Dominio Estrutura Min Max Meédia DP

37X3 1,094 3,742 2,720 0,346
3CJA 1,001 3,045 1,238 0,350
pepg  Sml 1,577 3,115 2530 0,214
Sm1-ANP 1,313 2,664 2,098 0,191
CD39 0,808 1,978 1,587 0,138
CD39-ANP 1,021 2,038 1,695 0,172
37X3 1,105 3,797 2202 0,245
3CJA 0,996 2,579 1,745 0,251
pepqr Sml 1,562 6,878 4,782 1,153
Sm1-ANP 1,535 4,600 3,675 0,459
CD39 1,249 2,330 1,898 0,182
CD39-ANP 1,284 4,295 3,309 0,556
Sm1 0,724 2367 1,537 0,322
_— SmI-ANP 0,779 2,692 1,806 0,335
CD39 0,628 1434 0,989 0,138
CD39-ANP 0,597 1,885 1,276 0,281
Sm1 0,808 2,739 1,920 0,207
- Sm1-ANP 1,329 2554 1,876 0,204
CD39 0,472 1,162 0,756 0,142

CD39-ANP 0,573 1,449 0,969 0,160

Min é o valor minimo do RMSD, Max é o valor maximo do RMSD e DP ¢é o desvio padrao.

4.3.3.1 RMSD dos ECD

As figuras 4.20(a) e 4.20(b) mostram a variacao do RMSD do dominio ECD (total) nas
simulagoes de dinamica molecular envolvendo os moldes PDB3ZX3 e PDB3CJA. Pelos
graficos ¢ possivel observar uma estabilizagao na variagao do RMSD para os dominios
ECD dos moldes, o que indicaria uma estabilizacao nas mudangas conformacionais dos
dominios ECD de ambas as proteinas.

Os graficos apresentados em 4.21 mostram a variacao do RMSD do dominio ECD
da Sml e Sm1-ANP. Na figura 4.21(a) ¢ possivel observar um aumento do RMSD ao
longo da trajetoria, o que sugere mudancas conformacionais no dominio ECD. Essa maior
variagao do ECD estaria provavelmente associada a tais fatores: (i) a estrutura ainda nao
equilibrou e busca por um minimo de energia; (ii) a auséncia de ligagdes dissulfeto na Sm1
(em relagao a CD39 e aos moldes), que seriam responsaveis por manter a estabilidade do
dominio ECD-II em relagao ao sitio ativo da proteina; (iii) auséncia do ligante no sitio
ativo.

A auséncia de duas ligagoes dissulfeto no ECD da Sm1 pode estar contribuindo para
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Figura 4.20: Variagao do RMSD nas simulagoes com os moldes. RMSD calculado usando
Ca.

uma maior movimentacao desse dominio. E importante destacar que as duas ligacoes
dissulfeto ausentes na Sm1, correspondem aquelas formadas pelos pares C84-C108 e C255-

C301 presentes na CD39 (ver figura 4.12(b)). Na regiao da cavidade-2 da Sm1 nao ha uma
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ligacao dissulfeto, correspondente a ligacdo formada pelo C255-C301 da CD39 (ligacao
entre a regiao do sitio ativo e a cavidade-2), o que provavelmente estaria permitindo uma

maior movimentagao dessa regiao na Sml.
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Figura 4.21: Variacao do RMSD referente ao dominio ECD nas simulagoes envolvendo a
Sm1 e Sm1-ANP. RMSD calculado usando o Ca.
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A figura 4.22 mostra o alinhamento do dominio ECD da Sm1 em trés conformagoes
diferentes. Essas trés conformagdes sao o frame-0 (conformagao-referéncia) e os frames
55 e 171 provenientes da analise de agrupamento da trajetoria da Sml (segao Andlise
de Agrupamento). Nessa figura é possivel observar uma movimentagao da regiao ECD-
IT onde esta localizada a cavidade-2 (regidao em destaque). Na figura é mostrado em
destaque o residuo K279 cuja movimentacao no sitio ativo parece estar associada com
a movimentacao da regiao da cavidade-2. Esse ponto serd melhor abordado na secao

Conformacgoes da Sm1 e o movimento de K279.

Figura 4.22: Alinhamento estrutural do ECD da Sm1l. Em azul o frame-0 (conformacao-
referéncia), em amarelo o frame-55 e em verde o frame-171.

Sobre o ligante, a literatura indica que a presenca do ligante no sitio ativo contribui
para a estabilidade da proteina (ZEBISCH et al., 2013). No grafico da simulagao da Sm1-
ANP (figura 4.21(b)), é possivel observar que a presenca do ligante parece estabilizar a

estrutura de forma a apresentar menor variacao do RMSD no dominio ECD, semelhante
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a variagao do ECD dos moldes (Figura 4.20). Portanto, a auséncia do ligante também
poderia estar contribuindo para uma maior movimentacao do dominio ECD na Sml
simulada sem a presenca do ligante.

A figura 4.23 mostra o dominio ECD da Sm1-ANP em trés conformagoes. Essas trés
conformagoes sao o frame-0 (conformagao-referéncia) e os frames 149 e 219 provenientes da
analise de agrupamento da trajetoria da Sm1-ANP (secao Andlise de Agrupamento). Pela
figura é possivel ver que a regiao da cavidade-2 apresenta-se mais estavel em comparagao

com a Sm1 simulada sem a presenga do ligante no sitio ativo (figura 4.22).

Figura 4.23: Alinhamento estrutural do ECD da Sm1-ANP. Em azul o frame-0
(conformagao-referéncia), em amarelo o frame-149 e em verde o frame-219.
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A figura 4.24 mostra a variagao do RMSD do dominio ECD da CD39 com e sem o ANP
no sitio ativo. No grafico da CD39 (figura 4.24(a)) é possivel observar uma estabilizagao
na variagao do RMSD, o que indica uma estabilizagao conformacional do dominio ECD
durante a trajetoria da dindmica molecular. A variagao do RMSD da CD39 é muito
semelhante & variacio do RMSD do molde PDB3ZX3 (figura 4.20(a)). E interessante
lembrar que a CD39, bem como a RnNTPDasel e RnNTPDase2 possuem cinco ligacoes
dissulfeto, e essas proporcionam uma maior estabilidade do dominio ECD (ZEBISCH,;
STRATER, 2008; ZEBISCH et al., 2013).

Com relagao ao grafico 4.24(b) ele mostra uma estabilizagdo na variaggo do RMSD
para o dominio ECD da CD39-ANP. Quando comparado com o grafico do ECD da CD39
(4.24), podemos ver que os valores do RMSD na CD39-ANP é um pouco maior do que
na CD39. Isso provavelmente se deve & uma maior movimentagao do ECD2 na CD39-
ANP (tabela 4.2). Além da presenca das cinco ligagoes dissulfeto, o ligante também estéa
contribuindo com a estabilidade do ECD.

Os resultados da analise do RMSD para o dominio ECD nos moldes e modelos sugerem:
(i) que o ligante contribui para estabilidade do dominio ECD, o que pode ser visto
ao comparar os graficos do RMSD da Sml na auséncia (4.21(a)) e presenca do ligante
(4.21(b)) no sitio ativo; (ii) que o maior nimero de pontes dissulfeto presentes no ECD
da CD39, RanNTPDasel e RnNTPDase2 possibilitam uma maior estabilidade do dominio
ECD em relacao ao dominio ECD da Sm1, o que pode ser visto ao comparar os graficos

4.21(a), 4.20(a) e 4.24(a).
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Figura 4.24: Variagao do RMSD referente ao dominio ECD nas simulagoes envolvendo a
CD39 e CD39-ANP. RMSD calculado usando o Ca.



100

4.3.3.2 RMSD das TM

Nos graficos da figura 4.25 pode-se observar que houve uma estabilizacado no RMSD
referente aos dominios transmembranares da Sml nas simulagoes com (4.25(b)) e sem
ligante (4.25(a)) no sitio ativo da proteina. Também ¢é possivel obeservar uma maior
flutuagao no grafico do RMSD da Sm1 sem o ligante ANP (figura 4.21(a)), o que sugere
uma maior estabilidade da proteina quando na presenca do ligante.

Nos graficos da figura 4.26 ¢ possivel observar uma estabilizagao no RMSD referente
aos dominios transmembranares da CD39 e CD39-ANP. Isso sugere que os dominios
transmembranares nao apresentaram mudancas significativas na conformagao ao longo
do tempo simulado.

Podemos concluir pelos graficos do RMSD referentes aos dominios transmembranares
de ambas estruturas modeladas, que tais dominios nao apresentaram mudancas
significativas ao longo das simulag¢oes. Também nao foi possivel observar no tempo de
simulagao realizado, uma relagao entre as mudangas conformacionais das TM e a regiao

do sitio ativo de ambas as enzimas, conforme proposto por Grinthal e Guidotti (2006).
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Figura 4.25: Variacao do RMSD referente as TM nas simulagoes envolvendo a Sml e
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4.3.4 Raio de giro

A seguir serao apresentados os graficos do raio de giro para os dominios ECD e
transmembranares em fun¢ao do tempo para todas as simulagoes de dinamica molecular

envolvendo os moldes e modelos.

4.3.4.1 Raio de giro dos ECD

A figura 4.27 apresenta os gréaficos do raio de giro dos dominios ECD dos moldes PDB3ZX3
(4.27(a)) e PDB3CJA (4.27(b)). E possivel observar uma estabilidade em ambas as
proteinas, como apontaram as analises do RMSD.

Pelo grafico 4.28(a) observa-se que a dindmica do dominio ECD da Sm1 na auséncia
do ligante difere da dindmica observada nos dominios ECD dos moldes e da CD39. O
mesmo nao ocorre com a Sm1-ANP, ou seja, o grafico do raio de giro da Sm1-ANP (figura
4.28(b)) apresenta uma estabilidade semelhante ao observado nos graficos do raio de giro
da CD39 e moldes.

Os graficos do raio de giro referentes as simulages envolvendo a CD39 com (4.29(b)) e
sem ligante (4.29(a)) indicam uma estabilidade do dominio ECD em ambas as simulagoes.
A estabildade observada mesmo na simulacao na auséncia do ligante, refor¢a a importancia
das ligagoes dissulfeto, como ja foi observado nas anélises do RMSD.

A anélise do raio de giro reforca a observacao de que as mudancas conformacionais
que ocorrem na Sml, em destaque as mudancgas na regiao da cavidade-2, sao observadas
somente na auséncia do ligante, e nao ocorrem na CD39 e nos moldes. Portanto, a
analise do raio de giro, assim como a do RMSD, apontam para a importancia das ligagoes

dissulfeto e a presenca do ligante no sitio ativo na estabilidade do dominio ECD.

4.3.4.2 Raio de giro das TM

As figuras 4.30(a) ¢ 4.30(b) mostram os graficos do raio de giro referente as TM nas
simulagoes de dindmica molecular envolvendo o modelo da Sm1 na presenga e auséncia
do ligante ANP. Nesses gréficos é possivel observar que nao houve nenhuma variagao
significativa no raio de giro da Sm1 e Sm1-ANP. Isso indica uma estabilidade dos dominios
transmembranares durante as simulacoes de dinamica molecular envolvendo essa enzima,
o que também pode ser observado pela analise do RMSD.

As figuras 4.31(a) e 4.31(b) mostram os grafico do raio de giro referente as TM nas
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Figura 4.27: Variagao do raio de giro nas simul¢oes com os moldes.

simulagoes de dinamica molecular da CD39 e CD39-ANP. Pelos graficos observa-se uma
estabilizagao do raio de giro referente aos dominios transmembranares da CD39 e CD39-
ANP ao longo das simulagoes, o que também foi observado na analise do RMSD dessa
enzima.

Os graficos do raio de giro referentes aos dominios transmembranares da Sml e
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Figura 4.28: Gréfico do raio de giro referente ao dominio ECD nas simulagoes envolvendo
a Sml e Sm1-ANP. RMSD calculado usando Ca.

CD39, mostram que tais dominios nao apresentaram mudangas significativas ao longo
das simulagbes. Assim como nas andalises do RMSD, as anélises do raio de giro das TM
também nao apontam uma relacao entre as mudangas conformacionais das TM e a regiao

do sitio ativo de ambas as enzimas (proposto por Grinthal e Guidotti (2006)). Talvez seja
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Figura 4.29: Gréfico do raio de giro referente ao dominio ECD nas simulag¢oes envolvendo

a CD39 e CD39-ANP.

necessario um maior tempo de simulagao para ser possivel observar essa relagao.
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Figura 4.30: Gréfico do raio de giro referente as TM nas simulagoes envolvendo a Sm1 e

Sm1-ANP.
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Figura 4.31: Grafico do raio de giro referente as TM nas simulag¢oes envolvendo a CD39

e CD39-ANP.
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4.3.5 Aguas conservadas

A respeito das seis moléculas de agua consideradas como conservadas por Zebisch
e colaboradores (2013), ao final de cada nanosegundo de simulacao, foi verificada a
conservagao dessas moléculas. Em todas as simulagoes com o ligante ANP presente no sitio
ativo (cavidade-1) foi possivel verificar que todas as seis moléculas de dgua inicialmente no
sistema foram substituidas por outras moléculas também de agua, sendo conservadas suas
posi¢oes. Ja nas simulagoes sem o ligante ANP no sitio ativo, nao foi possivel observar a

conservacao de posi¢ao das moléculas de dgua ao final de cada nanosegundo de simulagao.

4.3.6 O ton cdlcio

Nas simulac¢oes de dinamica molecular também foi verificada a permanéncia e interacoes
do ion calcio no sitio ativo (cavidade-1), independente da presenga ou nao do ligante. Para
todas as simulacoes com a presenca do ligante ANP no sitio ativo, foi verificado que o ion
calcio interage com os grupos 7-fosfato e S-fosfato do ANP, e com até cinco moléculas de
agua. Para as simula¢Oes na auséncia do ligante ANP no sitio ativo, foi observado que o
fon célcio permanece no sitio ativo durante toda a trajetéria, porém, interagindo com o

residuo D78 na Sm1 e D54 na CD39, e até cinco moléculas de agua.

4.4 Analise de drogabilidade das cavidades

As analises de drogabilidade envolveram as conformagoes geradas na etapa de produgao
(25ns) das quatro simulagoes de dindmica molecular com modelos da Sm1 e CD39. Essas
analises foram necessarias para auxiliar na selecao de conformacgoes a serem usadas nos
estudos de docking. A seguir serao apresentados os graficos da variagao do drugscore para
as duas cavidades ao longo das trajetorias das quatro simulagoes.

Nos graficos 4.32(a) e 4.32(b) s@o mostradas a variagdo do drugscore na cavidade-1
e cavidade-2 da Sm1 sem o ligante ANP no sitio ativo. Pelo grafico 4.32(a), observa-se
que os valores do drugscore referentes a cavidade-1 da Sm1 mantém-se altos (proximos de
0,8) ao longo da trajetoria, com poucas conformagoes apresentando valores mais baixos
(abaixo de 0,5). Até o final dos 25ns de simulag¢ao da dindmica de producao ha um ligeiro
aumento do drugscore.

Para a cavidade-2 (figura 4.32(b)) os valores do drugscore sao mais altos para as
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conformacoes da proteina que estao no inicio dos 25ns da etapa de producao da DM.
Porém, ao longo da trajetoria os valores do drugscore diminuem (abaixo de 0,5), sendo
essa diminuigao mais proeminente proximo aos 22ns de simulagao seguida de novo aumento
do valor, atingindo o mesmo patamar proximo aos 25ns. Essa diminuicao do drugscore
pode estar associada & movimentacao da regiao da Sm1 onde esta localizada a cavidade-2
(dominio ECD-II). A manutengao desses valores s6 poderia ser verificada com um maior
tempo de simulagao.

Com relagao a cavidade-1 na simulagao da Sm1-ANP, pode-se observar pelo grafico
4.33(a) uma oscilagdo do valor do drugscore em intervalos de tempo mais longos,
apresentando mais conformagoes com valores abaixo de 0,5. Para a cavidade-2, é possivel
observar pelo grafico 4.33(b) que os valores do drugscore mantém-se estaveis ao longo da
simulagao.

Aqui é importante lembrar dos dados ja apresentados nesse trabalho sobre a maior
movimentagao da regiao da cavidade-2 que ocorre na simulacao da Sm1l sem ANP, e da
maior estabilidade do dominio ECD na simulacao da Sm1 com ANP na cavidade-1. Tais
fatores poderiam estar contribuindo para o comportamento observado para o drugscore.

A seguir, sao apresentados os graficos referentes aos valores do drugscore na simulacao
da CD39 pra as cavidades 1 (4.34(a)) e 2 (4.34(b)). Ambos os graficos do drugscore para
a CD39 apresentam uma acentuada oscilacao, principalmente para a cavidade-2. Porém,
os valores do drugscore para a cavidade-1 foram melhores (mais proximos de 0,8) do que
para a cavidade-2.

O grafico 4.35(a) mostra a variagdo do drugscore na cavidade-1 da CD39. Pode-
se observar uma diminuicao do drugscore até 15.000ps de simulacao, e em seguida um
aumento do drugscore. Por outro lado, no grafico que mostra a variacao do drugscore na
cavidade-2 da CD39 (figura 4.35(b)), pode-se observar que os valores sdo baixos e uma

grande oscilagao ao longo da trajetoria.
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4.5 Analise de agrupamento

Neste trabalho foram testados dois tipos de agrupamento: (i) baseado no programa
g _cluster usando o método gromos de agrupamento; (ii) baseado no método GLCM
usando como método de agrupamento o K-Means. Os resultados dos agrupamentos foram
analisados em funcao do valor do drugscore.

Para o programa g cluster foram feitos testes com diferentes valores de cutoff para o
RMSD. Esses testes mostram que o ntimero de agrupamentos formados por esse programa
¢ depende do valor do cutoff definido pelo usuério, o que torna o processo um tanto
subjetivo. No abordagem usando o GLCM com o K-Means, o valor de K também deve
ser definido, entretanto, a fim de evitar essa dependéncia, propomos nesse trabalho o uso
do algoritmo PSO para otimizar o K nimero de grupos no K-Means, tornando o GLCM
um método mais automatico para este tipo de problema.

Na Tabela 4.3 é apresentado um comparativo dos agrupamentos obtidos com o GLCM
e com o g cluster. Os resultados obtidos para os diferentes valores de cutoff também sao
apresentados. As tabelas 4.4, 4.5, 4.6 e 4.7 resumem os resultados encontrados para o

GLCM e para o g cluster com valores de cutoff de 1,5 para a Sm1 e de 1,0 para a CD309.

Tabela 4.3: Resumo dos agrupamentos obtidos com os métodos g cluster e GLCM para
as quatro dinamicas moleculares testadas.

g_ cluster” GLCM

Regido Proteina 1,0A 1,0A 12A 13A 14A 15A 16A 1,74 K
Sm1 8 7 5 3 2 3 2 1 3

. Sm1-ANP 10 7 6 5 4 3 3 2 2
Cavidade-1 -y g9 3 2 1 1 1 1 1 1 P
CD39-ANP 7 4 5 3 2 2 2 1 3

Sm1 38 25 6 11 9 7 5 3 9

. Sm1-ANP 25 14 10 6 5 4 4 3 10
Cavidade-2 4 1 1 1 1 1 1 1 1 6
CD39-ANP 1 1 1 1 1 1 1 1 3

“Diferentes valores de cutoff testados no g _cluster. *Melhor valor de K encontrado pelo PSO.
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Tabela 4.4: Estrutura média e respectivo drugscore dos agrupamentos da Sml com os
métodos g cluster e GLCM.

Regiao Método EM®  Drugscore
5 0,616
g cluster’ 158 0,464
Cavidade-1 194 0,797
27 0,816
GLCM 55 0,752
108 0,804
2 0,701
20 0,759
33 0,600
g cluster? 79 0.594
154 0,619
191 0,567
. 37 0,788
Cavidade-2 61 0.732
119 0,319
122 0,468
GLCM 126 0,657
167 0,650
171 0,605
223 0,209
226 0,571

@Q valor da estrutura média (EM) corresponde ao indice do frame na dinamica molecular. ® Cutoff de 1,5A.

Tabela 4.5: Estrutura média e respectivo drugscore dos agrupamentos da Sm1-ANP com
os métodos g cluster e GLCM.

Regiao Método EM®  Drugscore
86 0,492
g _cluster” 160 0,618
Cavidade-1 248 0,493
149 0,427
GLOM 181 0,560
6 0,580
63 0,632
g cluster? 181 0.593
207 0,679
65 0,639
. 149 0,662
Cavidade-2 162 0.616
176 0,736
188 0,612
GLOM 197 0,652
214 0,460
219 0,771
233 0,642
239 0,609

@Q valor da estrutura média (EM) corresponde ao indice do frame na dinamica molecular. ® Cutoff de 1,5A.
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Tabela 4.6: Estrutura média e respectivo drugscore dos agrupamentos da CD39 com os
métodos g cluster e GLCM.

Regiao Método EM®  Drugscore
15 0,293
g cluster’ 179 0,921
Cavidade-1 232 0,721
58 0,681
GLCM 219 0,659
g_cluster” 112 0,319
11 0,194
Cavidade-2 150 0,568
GLCM 160 0,420
187 0,534
226 0,556
237 0,427

@0 valor da estrutura média (EM) corresponde ao indice do frame na dinamica molecular. ® Cutoff de 1,0A.

Tabela 4.7: Estrutura média e respectivo drugscore dos agrupamentos da CD39-ANP com
os métodos g cluster e GLCM.

Regiao Método EM®  Drugscore
39 0,519
72 0,131
81 0,441
g_ cluster’ 87 0,224
. 184 0,733
Cavidade-1 913 0.413
249 0,705
80 0,488
GLCM 173 0,381
230 0,583
g cluster 119 0,377
Cavidade-2 64 0,563
GLCM 80 0,468
245 0,183

@Q valor da estrutura média (EM) corresponde ao indice do frame na dinamica molecular. ? Cutoff de 1,0A.
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Como afirmado na se¢ao anterior, a selecao das estruturas para os estudos de docking
foi feita com base nas conformagoes (frames da dindmica molecular) que foram estruturas
média dos agrupamentos e no valor do drugscore. Na Tabela 4.8 estao relacionadas as
conformagoes selecionadas e os respectivos valores do drugscore para as duas cavidades

estudadas neste trabalho.

Tabela 4.8: Estruturas médias selecionadas para os estudos de docking da Sm1, Sm1-ANP,

CD39 e CD39-ANP.

Proteina EM®  Drugscore Cavidade-1  Drugscore Cavidade-2

0P 0,588 0,699
37 0,689 0,788
Sm1 55 0,752 0,621
108 0,804 0,613
171 0,605 0,610
0P 0,382 0,699
Sm1-ANP 149 0,427 0,662
219 0,777 0,771
0° 0,569 0,188
CD39 187 0,662 0,534
0P 0,459 0,152
CD39-ANP 80 0,488 0,468

@0 valor da estrutura média (EM) corresponde ao indice do frame na dinAmica molecular. *Esse valor
corresponde ao frame-0 (tltima conformagao da etapa de equilibragao da dinamica molecular),
considerado como estrutura de referéncia para analises de mudangas conformacionais.

4.6 Conformacoes da Sm1 e o movimento de K279

Os resultados aqui apresentados sugerem maiores mudancas conformacionais na Sm1 sem
ANP, em relacao ao frame-0, quando comparada com as demais estruturas simuladas. Nas
figuras seguintes sao apresentadas as conformagoes que foram selecionadas, com base nas
analises de agrupamento e de drogabilidade, para os estudos de docking usando a Sm1.
A figura 4.6 mostra o alinhamento estrutural a partir do dominio ECD das
conformagoes da Sm1 provenientes das simulagoes de dinamica molecular com a presenga
e auséncia do ligante ANP no sitio ativo, e que foram usadas nos estudos de docking.
Analisando as mudancas conformacinais da Sm1 sem o ligante no sitio-ativo ao logo da
simulagao, foi possivel observar uma movimentacao do residuo K279 localizado préximo
ao sitio-ativo da proteina. Essa movimentagao de K279 também foi detectada analisando

as estruturas médias dos agrupamentos formados pelo K-Means. As figuras 4.37(a) e
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Figura 4.36: Alinhamento estrutural do ECD de conformagdes da Sm1 com e sem ligante.

(a) Conformagoes da Sml. Em azul o frame-0, em amarelo o frame-55 e em verde o frame-171. (b)

Conformacgoes da Sm1-ANP. Em azul o frame-0, em amarelo o frame-149 e em verde o frame-219.
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4.37(b) mostram a movimentacao do dominio ECD a partir do alinhamento estrutural de
trés das conformacoes que sao estruturas média, e a movimentacao do residuo K279.
Quando o ligante esta presente no sito ativo, a cadeia lateral da lisina K279 posiciona-
se para dentro do sitio ativo, como pode ser visto no modelo da Sm1 (figura 4.37(b)).
Porém, ao longo da trajetoria a cadeia lateral de K279 foi sendo projetado para fora do
sitio ativo, como pode ser observado quando comparamos os diferentes frames. E possivel
ver pela figura 4.37(b) que a lisina K279 nos frames-0 (em azul) e -55 (em amarelo)
encontra-se em uma posigao mais afastada da sua posi¢ao no modelo da Sm1-ANP (em
cinza) antes da simulagdo DM. Entretano, no frame-171 (em verde), que corresponde a
pouco mais de 17ns de dinamica de producao, o residuo encontra-se novamente na posicao
observada no modelo da Sm1-ANP antes da DM, quando o sitio ativo esta ocupado pelo
ligante. Este movimento coincide com um aumento do drugscore do sitio ativo (Figura
4.32(a)). Vale destacar que essa movimentagao de K279 nao foi verificada na simulagao

da Sm1 com ANP presente no sitio ativo.
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/

A
(a) Mudangas no dominio ECD.

(b) Movimentagao de K279.

Figura 4.37: Alinhamento estrutural do dominio ECD de trés conformagoes da Sml.
(b) Em azul o frame-0, em amarelo o frame-55, em verde o frame-171, e em cinza o modelo da Sm1

antes da simulagao DM.
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4.7 Estudos de docking receptor-ligante

Para as andlises de docking receptor-ligante foram consideradas a pontuagao (XPGScore),
o RMSD e a posicao do ligante nas cavidades. Foram realizados testes considerando
a presenca e a auséncia do Ca™ e Aguas conservadas no sitio ativo. A seguir serao
apresentados os resultados obtidos das quatro simulagoes de dinamica molecular realizadas
neste trabalho com a Sm1 e CD39. Em testes preliminares, foi possivel observar que para
os ligantes ANP e ARLG67 a melhor configuracao do sitio ativo para os testes de docking
foi considerando a presenca dos heteroatomos, enquanto para o praziquantel a melhor
conformacao do sitio ativo foi na auséncia dos heteroatomos.

A seguir, serao apresentados os melhores resultados de docking obtidos por ligante e
por cavidade analisados neste trabalho. Os resultados do docking serao confrontados com
os dois modelos propostos para a atividade catalitica e apresentados na subsecao 4.2.3.
A tabela 4.9 resume os valores das poses de menor pontuagao (XPGScore) de cada uma
das simulagoes. Nessa tabela podemos observar que todos os ligantes tiveram melhor
pontuacao na cavidade-1, com excecao ao praziquantel que nao apresentou diferenca

observavel entre as duas cavidades estudadas.
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4.7.1 Andlises de docking na cavidade-1

4.7.1.1 Analise de redocking do ANP

Para a validagao das conformacoes ao longo da dinamica no sitio ativo, foram realizados
estudos de redocking do ligante ANP. Em cada frame analisado das simulagdes Sm1-ANP
e CD39-ANP, o ligante foi removido do sitio ativo e redocado através do programa Glide.
Em seguida, foi calculado o RMSD entre a conformagao original do ANP no sitio ativo
da protéina no frame em questao contra as conformacoes do ANP redocado neste mesmo
frame.

Em todos os frames analisados, os valores do XPGScore para o ANP apresentaram
alta afinidade no sitio ativo das proteinas Sml e CD39 (tabela 4.9). Na figura 4.38 ¢
apresentada a conformagao do ANP redocado no sitio da Sml no frame-0 e na figura
4.39 é mostrada a conformacao do ANP redocado no sitio da CD39 no frame-80, ambas

simuladas com o ANP no sitio ativo.

Figura 4.38: Redocking do ANP na cavidade-1 do frame-0 da Sm1-ANP.

Em cor verde esta representada a estrutura de melhor RMSD (2,12A) e em cinza o ligante original.
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Figura 4.39: Redocking do ANP na cavidade-1 do frame-80 da CD39-ANP.

Em cor verde esta representada a estrutura de melhor RMSD (3,69A) e em cinza o ligante original.
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4.7.1.2 Analise dos dockings ao longo das simulag¢oes

Na tabela 4.9 é possivel verificar que para o frame-0, os resultados de menor pontuagao
para os ligantes ARL67 e ANP sao observados nos dockings provenientes das simulagoes
onde o ligante ANP estava presente no sitio ativo da proteina. No frame-0 o docking
do ARLG67 apresentou melhor pontuacao (XPGScore = —13,16) na simula¢ao da CD39-
ANP. Nos estudos envolvendo o ARL67, os melhores resultados foram obtidos na presenca
de Ca*? e H,0 no sitio-ativo, o que pode ser corroborado pelo trabalho de Vivian e
colaboradores (2010), onde descreve o cristal da estrutura de uma NTPDase de Legionella
pneumophila com a presenca do ARL67 no sitio ativo da proteina. Segundo Vivian, as
interagoes do ARL67 ocorrem mais mediadas por moléculas de agua do que diretamente
com os residuos, como ocorre com o ANP (VIVIAN et al., 2010).

Com relagao aos dockings do praziquantel no sitio ativo (cavidade-1), os melhores
resultados foram obtidos na CD39-ANP no frame-0 (XPGScore = —7,00) (figura 4.40) e
na Sm1-ANP no frame-219 (XPGScore = —7,03). Recentemente, Zebisch e colaboradores
(2014) publicaram o cristal da estrutura do dominio ECD da NTPDase2 de Rattus
norvegicus com a presenca de sulfo-antraquinona na regiao do sitio ativo, onde estao
localizados os residuos que fazem stacking com a adenina. Podemos observar que a regiao
de docking do praziquantel apresentada na Figura 4.40 é equivalente (F365 e Y408) a que
Zebisch descreve para sulfo-antraquinona (Y350 e R394) (ZEBISCH et al., 2014). Assim
como na CD39, o praziquantel na Sm1-ANP docou proximo a regiao dos residuos Y397 e
F441.

A figura 4.41 apresenta os dockings do ANP e ARL67 na cavidade-1 do frame-219 da
Sm1-ANP. Os valores da pontuacao (XPGScore) foram os melhores depois dos observados
no frame-171, ou seja, ANP com XPGScore = —18,01 e ARL67 XPGScore = —18,03,
respectivamente.

Pelas figuras 4.41(b) e 4.41(c) pode-se ver que nos dois dockings o residuo T82 aparece
interagindo com o [-fosfato, como proposto pelo modelo de (KOZAKIEWICZ et al.,
2008). Também é possivel observar o residuo S83 interagindo com o grupo a-fosfato do

ANP e ARLG67.
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(a) Visao 3D do praziquantel na regiao da cavidade-1.

[GLY
'2_1_5

(b) Esquema 2D de interagao proteina-ligante.

Figura 4.40: Docking do praziquantel na cavidade-1 do frame-0 da CD39-ANP.
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Figura 4.41: Docking do ANP (verde) e ARL67 (rosa) na cavidade-1 do frame-219 da Sm1-ANP.
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4.7.2 Andlises de docking na cavidade-2

Pela tabela 4.9 ¢ possivel ver que para o praziquantel o docking de melhor pontuacao
na cavidade-2 ocorreu no frame-219 da Sm1-ANP. Na figura 4.42 pode-se observar que
o docking do praziquantel ocorreu dentro da cavidade, por meio de interagoes com os

residuos Q297 e F347.
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Figura 4.42: Docking do praziquantel na cavidade-2 do frame-219 da Sm1-ANP.

Com relagao aos ligantes ANP e ARLG67, os dockings com as melhores pontuagoes foram
obtidos no frame-171 da Sm1l. Porém, todos os dockings ocorreram fora da cavidade. Isso
pode estar relacionado com a movimentacao da regiao da cavidade durante a trajetoria,
como ja discutido na se¢ao RMSD dos ECD.

Na figura 4.43 sao mostrados os dockings do ANP e ARL67 na cavidade-2 do frame-0
da Sm1. Os valores da pontuagao (XPGScore) foram os melhores depois dos observados
no frame-171, ou seja, ANP com XPGScore = —8,13 e ARL67 XPGScore = —8,12,

respectivamente.
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Pela figura 4.43, pode-se observar que os grupos « e 7y fosfatos de ambos os ligantes
interagem com o residuo R340. A posi¢ao da cadeia lateral de R340 posicionada mais para
fora da cavidade, pode estar facilitando a interacao com os grupos « e « fosfatos. Em
ambos os ligantes observa-se que a cauda de fosfatos apresentam-se expostas ao solvente,
principalmente no ligante ARL67. No ligante ANP o anel da ribose esta interagindo com

o residuo E336, enquanto que no ligante ARL67 o grupo ribose interage com P342 e R340.

4.7.3 Conclusoes dos estudos de docking

Dos resultados dos estudos de docking é possivel propor algumas conclusoes referentes as
cavidades 1 e 2. A respeito da cavidade-1, nesta foram obtidos os melhores valores de
pontuagao (XPGScore) para todos os ligantes, principalmente o ANP e ARL67. Como
pode ser visto na tabela 4.9, na CD39 em todos os dockings o ANP foi o que apresentou
os melhores valores de XPGScore, embora o maior valor de XPGScore encontrado tenha
sido para o ARL67 no frame-219 da Sm1-ANP. Porém, é possivel ver que os valores do
XPGScore para os dockings envolvendo o ANP e ARL67 foram préximos. Isso pode estar
indicando que o ARL67 seja um ligante competitivo pelo sitio ativo para as enzimas Sm1
e CD39. Para o praziquantel, as melhores pontuagoes foram encontradas nos dockings
onde o ligante encontra-se interagindo com os residuos F365 e Y408, da CD39, ou Y397
e F441, da Sml.

Sobre a cavidade-2, em nenhum dos dockings realizados com o ANP e ARLG67 nesta
cavidade o XPGScore foi melhor do que os obtidos na cavidade-1 para os mesmos ligantes.
Somente o praziquantel em alguns frames da Sm1 (0, 55 ¢ 171) e Sm1-ANP (219) os valores
de XPGScore foram melhores do que os obtidos na cavidade-1. A melhor pontuacao foi
obtida com o ARL6G7 no frame-171 da Sm1. Nenhum dos dockings realizados na cavidade-
2 da CD39 e CD39-ANP, o ligante é encontrado dentro da cavidade. Esses resultados
podem sugerir a importancia da cavidade-2 na Sml como um sitio alternativo para o

desenvolvimento de drogas mais seletivas.
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5 CONCLUSOES e PERSPECTIVAS

Esta tese teve como objetivo realizar um estudo comparativo por meio de modelagem
comparativa, simulacao de dindmica molecular e docking recptor-ligante de duas
NTPDasel, uma presente no parasita Schistosoma mansoni (Sml), e outra presente em
humanos (CD39). Também foi proposta do presente trabalho, apresentar um método de
agrupamento das conformagoes provenientes de simulagoes de dindmica molecular que
nao dependesse de um valor de corte definido pelo usuario para o RMSD.

Neste trabalho foi possivel propor os modelos tridimensionais (3D) completos das
enzimas Sm1 e CD39 por meio da técnica de modelagem comparativa usando um protocolo
diferenciado para as porc¢oes transmembranares sem moldes. Para tal foram usados
preditores de estrutura secundaria, de dominios transmembranares e de contato entre
hélices transmembranares. Os resultados retornados por esses preditores foram cruzados
a fim de obter um consenso a respeito dos intervalos de residuos que formam as duas TM.
Essa informacao foi fundamental na definicao das restri¢oes de estrutura secundaria e de
contato entre residuos usadas no programa Modeller durante a geracao dos modelos. Apos
a construcao dos modelos, estes foram eficientemente validados e em seguida preparados
para simulagoes de dindmica molecular e estudos de docking.

Na predigao de cavidades, para o modelo da Sml objetivou-se localizar regides que
além do sitio ativo também pudessem ser usadas em estudos de docking receptor-ligante
contra possiveis inibidores de NTPDases. Nesta estapa do trabalho foi possivel definir duas
cavidades a serem estudadas: a cavidade-1, que corresponde a regiao do sitio ativo; e a
cavidade-2, um sitio alternativo com boa taxa de drogabilidade. Estas mesmas cavidades
foram mapeadas no modelo 3D da CD39 para fins de comparagao.

Para as simulagoes de dinamica molecular, foram feitas duas preparagoes para cada
uma das enzimas. Uma preparacao onde a enzima apresentava em seu sitio ativo o
ligante ANP (analogo do ATP), e uma preparagao sem o ligante. A intengao era verificar
se a presenca e auséncia do ligante no sitio ativo resultaria na producao de diferentes
conformacoes ao longo das duas trajetorias. Analisando as simulagoes envolvendo os
modelos da Sm1l e CD39, bem como os moldes PDB3ZX3 e PDB3CJA, foi possivel

observar que a presencga de cinco pontes dissulfeto no ECD da CD39 e dos moldes
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possibilita uma maior estabilidade do dominio, em relagao & Sml que apresenta trés
pontes de dissulfeto. Por outro lado, a presenga do ligante ANP na cavidade-1 (sitio
ativo) também proporciona uma maior estabilidade do dominio ECD, o que foi observado
ao comparar a simula¢ao da Sm1l sem ANP com as demais. Para a regiao da cavidade-2
na Sm1, foi possivel observar uma maior mundanga conformacional na auséncia do ligante
no sitio ativo, quando comparada a sua simulacao na presenca do ligante. Entretanto, o
mesmo nao foi observado na regiao da CD39 que correponde a cavidade-2.

Com relacao a analise de agrupamento das trajetorias, o presente trabalho abordou
o problema fazendo uso da metodologia GLCM em conjunto com o algoritmo K-means.
Algoritmos de agrupamento voltados para analise de trajetorias produzidas por simulacoes
de dindmica molecular, como o ¢ _cluster, fazem uso de um cutoff para o RMSD e que
¢ definido pelo usuério. Diferentes valores de cutoff resultam em diferentes ntimeros de
agrupamento. Para contornar essa dependéncia de um cutoff, a metodologia proposta
nesta tese fez uso do algoritmo PSO para otimizar o ntimero de agrupamentos a serem
formados pelo K-Means. O método proposto apresentou resultados satisfatorios, sendo
possivel identificar de forma automética e em apenas uma execugao um conjunto de grupos
conformacionais representativos para os estudos seguintes.

Sobre a analise de drogabilidade, foi possivel observar que a cavidade-1 foi a que
apresentou melhores resultados tanto nas simulagoes envolvendo a Sml quanto a CD39.
Com relacao a cavidade-2, os melhores resultados foram observados nas simulacoes
envolvendo a Sml com e sem ligante ANP. Essa mesma cavidade nao se mostrou
promissora nas conformacoes da CD39 provenientes das simulacoes com e sem o ligante
ANP.

Sobre os estudos de atracamento molecular, foram avaliadas a pontuagao (XPGScore),
o RMSD e a posigao dos ligantes nas cavidades. Na cavidade-1, a posicao dos ligantes
foi analisada de acordo com modelos de atividade catalitica propostos na literatura para
NTPDases. Os melhores resultados foram obtidos para o ARL67 e ANP na cavidade-1.
Na cavidade-2, os resultados mais promissores foram obtidos na Sml o que, juntamente
com os resultados de anélise da dinadmica molecular, sugerem essa como sendo uma regiao

alternativa para atracamento de possiveis inibidores da Sml.
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5.1 Perspectivas

Desta tese também foi possivel propor linhas de trabalho que poderao ser desenvolvidas
futuramente e que venham a extender os resultados obtidos até o fechamento do presente

trabalho. Algumas dessas propostas seriam:

e Aumentar o tempo das simulagdes de dindmica molecular envolvendo tanto os
moldes PDB3ZX3 e PDB3CJA, bem como os modelos da Sm1l e CD39 com e sem
ligante no sitio ativo, a fim de se verificar uma maior estabilizacao do sistema e

mudangas conformacionais mais tardias.

e Aprofundar as analises sobre a selecao de conformacoes de dinamica molecular

usando a metodologia GLCM.

e Dar continuidade as simulagoes de docking receptor-ligante, aprofundando as

analises ja feitas e realizando novas simulagoes com novos ligantes.
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6 ANEXO

Gréficos do Errat (COLOVOS; YEATES, 1993), e do Z-Score gerados pelo programa
ProSA-Web (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).
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Figura 6.7: Grafico do Z-score para o modelo da Sm1.
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Figura 6.8: Grafico do Z-score para a Sm1-ANP ao final da minimizacao.
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Figura 6.9: Grafico do Z-score para a Sm1-ANP ao final do aquecimento.
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Figura 6.10: Grafico do Z-score do modelo para a CD39.
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Figura 6.11: Grafico do Z-score para a CD39-ANP ao final da minimizagao.
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Figura 6.12: Grafico do Z-score para a CD39-ANP ao final do aquecimento.
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