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RESUMO

As Metaloproteinases de Matriz (MMPs) desempenham um papel crucial nos
processos fisioldgicos e condi¢des patoldgicas tais como progressdo tumoral e metéstases.
Nos ultimos anos, tem sido proposto uma série de inibidores de MMPs (IMMPs), incluindo
as Tetraciclinas Quimicamente Modificadas (CMTSs), as quais tém apresentado resultados
promissores em ensaios com modelos pré-clinicos de cancer. No entanto, até o presente nao
havia nenhum estudo da estrutura-atividade desses compostos. Neste sentido, na presente
tese foram combinadas as metodologias teodricas da Teoria do Funcional da Densidade
(DFT), Docking molecular e simulacdo de Dindmica Molecular (DM) para elucidar o
mecanismo de interacdo das CMTs com o sitio ativo das MMPs. Primeiramente a estrutura
e estabilidade dos modelos moleculares miméticos do sitio ativo da MMP-2 representados
por: [Zn(LHn)(H20)2]>™* (n=0, 1, 2e x=-2, -1, 0) e [Zn(L)(His)s], onde L representa CMT-
1,-3, -4, -7 e -8, foram calculados usando DFT. O efeito do solvente e do pH foram também
avaliados. Os resultados sugerem que a coordenacdo com o0 zinco ocorra no sitio VI(O11-
012), o qual é igualmente favoravel para a CMT-3 (log B = 15,9) e CMT-8 (log B = 21,3).
Esta andlise inicial evidenciou que a atividade das CMTs como inibidoras de MMP estaria
diretamente relacionada a sua estrutura. Na segunda fase do trabalho foi investigada a
interacdo das CMTs diretamente com o sitio ativo da MMP-2 (1QIB) combinando os
métodos de docking molecular, simulacdes de DM e calculos de energia livre. Um novo
conjunto de pardmetros para os atomos de Zn(ll) estrutural e catalitico da enzima foi
calculado, validado e depositado dentro do campo de forcas AMBER. As CMTs foram
otimizadas no nivel B3LYP/6-31G(d) e “docadas” dentro do sitio ativo da MMP-2. As
melhores solugdes foram minimizadas e submetidas a 12ns de simulacdo de DM. A energia
livre de ligacdo foi calculada usando as metodologias de integracdo termodinamica e MM-
PBSA. Os principais resultados mostram que as CMTs coordenam-se ao Zn(ll) através do
sitio VI(011-012), como proposto experimentalmente. Com exce¢do do analogo CMT-3
que esta envolvido em contatos hidrofdbicos e interacdes de van der Waals com aminoacidos
do bolso S1’da enzima e ainda interage com o Zn(ll) pelo O11. A analise da energia livre de
ligacdo revela uma maior afinidade entre o analogo CMT-3 com o sitio ativo da MMP-2,
sequido pela CMT-7 e CMT-8, sendo que a diferenca de energia varia apenas de 3 kcal mol
! De acordo com os resultados, é possivel inferir que a ocupacio do canal S1° seria um fator
fundamental para a resposta bioldgica da CMT-3, enquanto que as demais CMTS, por
impedimento estérico, ndo entram no tdnel hidrofébico da enzima. Os resultados
apresentados nesta tese tratam do primeiro estudo em nivel molecular da interacdo de CMTs
com metaloproteinas, como contribuicdo para a compreensdo das observacoes
experimentais, sobretudo dos testes biologicos, e ainda uma referéncia direta para o desenho
de novos analogos das CMTs com maior potencial biolégico.

Palavras-chave: Metaloproteinase da matriz. Tetraciclinas quimicamente modificadas.
Campo de forcas AMBER.



ABSTRACT

Matrix Metalloproteinases (MMPs) play a critical role in physiological processes and
pathological conditions such as tumor progression and metastasis. In recent years, a number
of MMP inhibitors (MMPIs) have been proposed, including the chemically modified
tetracyclines (CMTSs), which have been evaluated in preclinical cancer models showing
promising results. However, until present there were no studies on the structure-activity
relationship for these compounds. In this sense, the present thesis focuses on the direct
interaction of CMTs with the active site of the MMPs. Density Functional Theory (DFT),
molecular docking and molecular dynamics (MD) simulations were accomplished for seven
CMT derivatives. Firstly the structure and stability of mimetic molecular models of active
site of MMP-2 represented by: [Zn(LHn)(H20)2]>™ (n = 0, 1, 2 and x = -2, -1, 0) and
[Zn(L)(His)z], where L=CMT-1, CMT-3, CMT-4, CMT-7 and CMT-8, were calculated at
DFT level. The solvent and pH effects were also evaluated. The results suggested that the
coordination at the O11-012 site (site V1) was quite favorable to CMT-3 (log = 15,9) and
CMT-8 (log B = 21,3). This initial analysis showed that the activity of CMTs as inhibitors
of MMP is directly related to its structure. In the second stage of the study, we investigated
the interaction of CMTs directly with the active site of MMP-2 (1QIB). New sets of
parameters were proposed for structural and catalytic zinc atoms in order to study MMPs
and their complexes by means of the AMBER force field. The CMTs ligands were optimized
at the B3LYP/6-31G(d) and docked onto the active site of MMP-2. The best solutions were
minimized and subjected to 12ns MD simulation. The binding free energy was calculated
using the methods of thermodynamic integration and MM-PBSA. The main results showed
that the CMTSs bind to the catalytic zinc of the MMP-2 enzyme through the O11-012 moiety
(site V1) as proposed experimentally. The exception was the CMT-3 analogue which is
involved in hydrophobic contacts and van der Waals interactions with amino acids of the
S1° pocket in the MMP-2 enzyme and also interacts with the Zn (I1) by O11. The binding
energy calculated in solution predicts the CMT-3 complexes as the most favorable, followed
by the CMT-7 and CMT-8 analogues, whose energy difference is within 3 kcal mol™. These
results suggest that the occupancy of S1° pocket is an important molecular feature for
biological response of CMT-3, while the other CMTs do not enter the hydrophobic tunnel
of the enzyme due to the steric hindrance. The results presented in this thesis are the first
step towards understanding the mechanism of CMTs as MMP inhibitors at a molecular level
and could be a significant contribution to the understanding of experimental observations,
especially the biological tests and the CMTSs action mechanism as MMP inhibitors, allowing
the design of new analogues with enhanced biological potency.

Key-words: Matrix metalloproteinase. Chemically modified tetracycline. AMBER force
field.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

Ao longo de anos o ser humano com sua enorme capacidade de pensar e a
necessidade de desvendar o oculto debrucou-se sobre a natureza buscando entendé-la.
Primeiramente voltou-se para o que estava distante o “céu e os astros”, depois Viu-se na
necessidade de entender a si préprio e ao meio ao seu redor. Tudo isso foi fundamental para
o0 desenvolvimento da ciéncia moderna, que notoriamente atingiu enorme credibilidade na
sociedade atual devido aos avancos significativos nas areas da fisica, quimica, biologia e
medicina. Avangos esses que propiciaram o alto nivel de desenvolvimento tecnolégico.

De forma impressionante, nas ciéncias as diversas areas de conhecimento estdo
fortemente entrelacadas e, consequentemente, se complementam a fim de formar novos
conhecimentos. Nesse sentido, podemos destacar 0s avangos extraordinarios no estudo de
mecanismos de doengas humanas, os quais foram notavelmente alavancados com o advento
da chamada “biologia molecular”. Com o auxilio de ferramentas computacionais,
instrumentos avancados de imagem, além de modernas técnicas de caracterizacdo de
moléculas foi possivel desvendar importantes processos bioguimicos levando a descobertas
biomédicas diarias que beneficiam boa parte da humanidade(Voet e Voet, 1995).

Dentre as mais diversas doencas que sdo temas de intensas pesquisas nas varias areas
da ciéncia, destacam-se as neoplasias conhecidas como cancer. Dentre outras
particularidades, o cancer ndo se caracteriza por uma unica doenca, mas um conjunto de
mais de cem delas que tém em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que
invadem os tecidos e 6rgdos (caracterizando o tumor), podendo espalhar-se (metastase) para
outras regides do corpo(Inca, 2011). Conjunto esse que esta entre as maiores causas de morte
em todo o mundo. Segundo o Instituto Nacional do Cancer (Inca), no ano 2030, podem-se
esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhGes de mortes por cancer e 75
milhdes de pessoas vivas, anualmente, com céncer. Portanto, um dos grandes desafios da
ciéncia nos ultimos anos tém sido a compreensao e combate dos diversos tipos de cancer que
atingem a populagdo mundial.

Durante algumas décadas as pesquisas por novos antitumorais se baseavam no
desenvolvimento de compostos que interferissem em processos intracelulares néo
especificos (por exemplo: replicacdo e sintese do DNA), sendo por isso que 0 uso de muitos
desses compostos estdo associados a severos efeitos colaterais (Clendeninn e Appelt, 2001).
Mais recentemente, com o conhecimento da biologia de células tumorais, foi possivel

identificar processos celulares alterados especificamente em células cancerigenas e que séo
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responsaveis pelos mecanismos de crescimento e replicagdo, bem como a invasdo dos
tecidos adjacentes e formacao de metéastase dessas células (Clendeninn e Appelt, 2001). S&o
justamente esses processos, na maioria das vezes anormais, 0s alvos de pesquisas por novas
terapias de combate ao cancer. As drogas voltadas para esses processos atuariam
especificamente interrompendo o crescimento de tumores malignos sem alterar tecidos
normais, e, portanto, apresentariam toxicidade minima.

Entre os potenciais alvos de novas terapias anticancerigenas estdo as
Metaloproteinases da Matriz (MMPs), um grupo de enzimas que desempenham papel
biolégico importante na degradacdo e remodelagem da matriz extracelular (Clendeninn e
Appelt, 2001). Foi observado uma alta expressédo dessas enzimas associada a tumores
agressivos e com potencial metastatico (Islam et al., 2003; Acharya et al., 2004; Gu et al.,
2005). O conhecimento da participacdo das MMPs no mecanismo de metastase, que é um
dos maiores problemas relacionados ao cancer complicando, o tratamento e o progndstico,
tem motivado o interesse pelo desenho de novos inibidores dessas enzimas como agentes
antitumorais. Uma das categorias farmacoldgica de candidatos a inibidor de MMPs séo 0s
derivados de tetraciclina (TC), sobretudo as tetraciclinas quimicamente modificadas (CMTS)
(Nelson, Hillen e Greenwald, 2001) que s&o abordadas no presente trabalho.

Muitos grupos de pesquisa e companhias farmacéuticas em todo mundo estdo
envolvidas no desenvolvimento de novos inibidores de MMPs (Tu et al., 2008). Os
pesquisadores alertam que é necessario combinar metodologias teoricas sofisticadas bem
como métodos experimentais que permitam identificar fatores estruturais especificos de cada
MMP (Nuti, Tuccinardi e Rossello, 2007; Murphy e Nagase, 2008). O grande desafio € obter
novos inibidores com alta seletividade, nesse sentido torna-se extremamente relevante
entender, em nivel molecular, a interacdo desses possiveis inibidores com as MMPs e as

implicagdes bioldgicas dessa interagao.

1.1 METALOPROTEINASES DA MATRIZ: ESTRUTURA, REGULACAO E FUNCAO
BIOLOGICA

Os tecidos humanos sao organizados em uma serie de compartimentos separados uns
dos outros por dois tipos de matriz extracelular (MEC): a membrana basal e o tecido
conjuntivo intersticial (Voet e Voet, 1995). A MEC é constituida por diferentes combinagdes
de colagenos, proteoglicanos, acido hialurdnico e varias glicoproteinas como a fibronectina

e a laminina, que preenchem a maioria dos espacos intercelulares. Essas macromoléculas
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sdo produzidas, exportadas e complexadas pelas células, modulando a estrutura, fisiologia e
biomecénica dos tecidos. Dessa forma, processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo
morfogénese, desenvolvimento embrionéario, desenvolvimento e reparacdo de tecidos,
artrite, doencas cardiovasculares, e cancer, envolvem precisamente a regulacédo e degradacgéo
da MEC (Voet e Voet, 1995). Dentre as enzimas degradadoras da MEC, destacam-se as
MMPs. Essas podem agir em um ou mais componentes e juntas tém a capacidade de degradar
todos os elementos protéicos conhecidos da MEC (Murphy e Nagase, 2008). As MMPs
constituem uma familia de metaloenzimas que dependem de zinco e calcio para exercerem
sua funcdo catalitica. Sdo conhecidas 24 MMPs diferentes, classificadas de acordo com seu
dominio e organizacdo estrutural, além do substrato especifico para degradacdo (Roy, Yang
e Moses, 2009). A nomenclatura e os substratos especificos de cada grupo das MMP estao
resumidos na Tabela 1.1.

As MMPs sdo secretadas pelas células na forma de pré-enzima e séo ativadas no
meio extracelular pela acdo de varias proteases(Nuti, Tuccinardi e Rossello, 2007; Murphy
e Nagase, 2008). Tanto a ativacdo quanto a atividade enzimatica das MMPs sdo reguladas
por uma familia especifica de proteinas, denominados inibidores teciduais de MMP (TIMP),
a Figura 1.1 mostra a estrutura da Pro-MMP-2 coordenada ao TIMP-2(Murphy e Nagase,
2008). Atualmente sdo conhecidos quatro membros da familia das TIMPs (numerados de
TIMP-1 a TIMP-4 de acordo com a ordem de descoberta) capazes de se ligar e inibir a
atividade de todos os membros da familia das MMPs (Clendeninn e Appelt, 2001). Eles
demonstram, entretanto, diferencas na sua distribuicdo nos tecidos e na habilidade de formar
complexos com a forma inativa da MMP. Os grandes processos patoldgicos sdo causados
pelo desbalanceamento entre as MMPs e os TIMPs, que levam ao aumento da atividade
proteolitica das enzimas descontrolando a degradacdo da MEC (Jourden e Cohen).

Um grande numero de estruturas tridimensionais das MMPs e dos TIMPs tem sido
determinado tanto por cristalografia de Raios X como por espectroscopia de RMN
(Clendeninn e Appelt, 2001). Todas as MMPs tém caracteristicas em comum, incluindo, um
dominio catalitico, que acomoda um ion de Zn(ll) no sitio ativo; um dominio propeptidico,
essencial para a manutencao de sua laténcia enzimatica, e que é removido quando a enzima
é ativada. A maioria das MMPs também possui um dominio C-terminal com uma sequéncia
de homologia a hemopexina, que constitui um sitio de ligacdo para os inibidores
teciduais(Clendeninn e Appelt, 2001; Murphy e Nagase, 2008).

18



INTRODUCAO

As gelatinases A e B diferem das demais por apresentarem um dominio semelhante

a fibronectina, essa sequéncia é necesséria para ligacao e clivagem do coladgeno. As MT-

MMPs séo caracterizadas por um dominio transmembrana que é responsavel pela ancoragem

da enzima a membrana plasmatica(Murphy e Nagase, 2008). Além do zinco catalitico todas

as MMPs apresentam um segundo ion Zn(ll) e geralmente trés ions Ca(ll), ambos com

funcéo estrutural (Figura 1.1).

Tabela 1.1 Nomenclatura e alguns substratos especificos dos principais grupos das

metaloproteinases da matriz

Proteina MMP Substrato especifico
Colagenases Colégeno tipo I, Il e 111
Colagenase 1 MMP-1

Colagenase 2 MMP-8

Colagenase 3 MMP-13

Colagenase 4 MMP-18

Gelatinases Gelatina e Coléageno tipo IV
Gelatinase A MMP-2

Gelatinase B MMP-9

Estromelisinas Fibronectina e proteoglicanas
Estromelisinas 1 MMP-3

Estromelisinas 2 MMP-10

Estromelisinas 3 MMP-11

Matrilisinas Fibronectina e colageno IV
Matrilisinas 1 MMP-7

Matrilisinas 2 MMP-26

MMP ligadas a membranas

MT1-MMP MMP-14 Colageno tipo I, Il e IV
MT2-MMP MMP-15 Fibronectina e laminina
MT3-MMP MMP-16 Colageno tipo Il e fibronectina
MT4-MMP MMP-17 Gelatina e fibronectina
MT5-MMP MMP-24 Proteoglicanas

MT6-MMP MMP-25 Gelatina

Outras MMPs

RASI-1 MMP-18/19 Né&o conhecido

Enamesilina MMP-20 Né&o conhecido
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proMMP-ZI

Dominio pré-peptidico ;\»\t/m

Figura 1.1 Estrutura tridimensional da pro-MMP-2 coordenada ao TIMP-2. O ions Zn(ll)
sdo representados por esferas verdes e os ions Ca(ll) azuis. Depositada no Protein Data Bank
sob o cdédigo 1GXD (PDB, 2013).

1.2 O PAPEL DAS MMPS NO CRESCIMENTO, INVASAO E METASTASE TUMORAL

O crescimento, invasdo e metastase tumoral sdo as varias etapas de um processo
complexo, que envolve a divisao celular e proliferacdo, degradacdo proteolitica da MEC,
migracdo celular através da membrana basal até alcancar o sistema circulatorio, e a
remigracao e crescimento do tumor metastatico em novos tecidos(Kumar et al., 2008). A
Figura 1.2 mostra a cascata metastatica, uma ilustracdo esquematica das etapas sequenciais
envolvidas na disseminacéo de um tumor.

O papel das MMPs neste processo é baseado em avaliagdes provenientes de bidpsias
humanas e em estudos pré-clinicos in vitro e in vivo(Kumar et al., 2008). As MMPs
degradam os componentes da membrana basal e da MEC, facilitando assim a invasdo das
células tumorais através dos tecidos e das paredes dos vasos sanguineos, resultando no
estabelecimento da metastase.

A expressao das MMPs na maioria dos tecidos normais é muito baixa ou até mesmo

indetectavel, no entanto ha um aumento substancial na maioria dos tumores malignos. Um
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grande nimero de estudos em diferentes tipos de tumor, incluindo pulméo, colon,
mama e carcinoma de pancreas, demonstra uma superexpressao das enzimas na regido do
tumor em comparacdo com os tecidos normais adjacentes (Clendeninn e Appelt, 2001;
Kumar et al., 2008; Roy, Yang e Moses, 2009). Além disso, os niveis das MMPs no plasma
e na urina de pacientes com cancer sdo muito elevados em relagdo aos pacientes saudaveis.
Alguns estudos discutem a possibilidade de empregar as MMPs, através do controle dos seus
niveis nos tecidos de interesse, como marcadores tumorais, visando a prevencdo de

crescimento tumoral e metastase(Clendeninn e Appelt, 2001).

— - Subclone metastatico
TUMOR C™ 3 célua

PRIMARIO T transformada

_“_:‘_ =0 eyt g ; % SO Adesdo e invasdo da
= _(7 == =

membrana basal
—

Membranabasal Passagem através MEC

l

Intravasamento

Linfocito do

hospedeiro Embolo de

células tumorais
Plaquetas

MATRIZ
EXTRACELULAR

Adesdo a
membrana basal

Extravasamento

Depdsito metastatico

Angiogénese

Crescimento

Figura 1.2 Cascata metastatica. Adaptada de Kumar et al.(Kumar et al., 2008)

A importancia das MMPs no processo de migracao celular é comprovada, entretanto,
ha discussdes quanto a participacdo de membros especificos da familia das MMPs nos
processos neoplasicos (Clendeninn e Appelt, 2001). Em geral, as gelatinases MMP-2 e
MMP-9 sdo detectadas em tecidos malignos e estdo associadas a alta agressividade, bem
como ao potencial metastatico e ainda o prognéstico desfavoravel do tumor (Clendeninn e
Appelt, 2001). Esse comportamento seria devido a gelatinases degradarem colageno tipo 1V,
que é o principal componente da membrana basal, essa por sua vez separa o epitélio do tecido
conjuntivo, e considera-se que essa membrana representa a primeira estrutura a ser
degradada durante o processo de invasdo das células neoplésicas (Kumar et al., 2008; Roy,

Yang e Moses, 2009). Esse fato sugere a relacdo entre os niveis de MMP-2 e 9 com
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carcinomas de esdfago, oral, de endométrio, de pele, de laringe, prostata, ovario, estbmago,
mama, pulmao, bexiga, entre outros. Essas enzimas tém sido o maior alvo na pesquisa por
inibidores de MMPs como estratégia no tratamento do cancer (Ryan et al., 2001; Nuti,
Tuccinardi e Rossello, 2007; Kumar et al., 2008; Tu et al., 2008; Roy, Yang e Moses, 2009).

1.3 INIBICAO DAS MMPS COMO TERAPIA DO CANCER

A inibicdo da atividade das MMPs tem demonstrado ser uma forma alternativa de
terapia do cancer (Tu et al., 2008; Roy, Yang e Moses, 2009). A expressao e a ativacdo das
MMPs ocorrem através de multiplas etapas, e a intervencao farmacoldgica pode ocorrer em
varias dessas etapas, como ilustrado na Figura 1.3. Entretanto as pesquisas por inibidores
que atuem no tratamento do cancer tém como foco as MMPs depois de secretadas na MEC,

atuando na inibicdo da ativacdo da pro-enzima ou inibindo a atividade enzimatica da MMP.

MMP gene
l Inibidores da tirosina quinase
, T —
Lanscrisa0 Inibidores da transdugdo de sinais
MMP mRNA
Tetraciclinas (antimicrobianas)
[ Translacdo
Ribozimas
Pré6-MmMP
l { Secre¢do
Pré6-MmMP
‘l’ « Ativagcdo
MmP TIMMPs
MMPIs
\l, Degradagdo CMTs
MEC Hidroxamatos

Figura 1.3 Representacdo esquematica dos possiveis intervencdes terapéuticas para inibir
MMPs. A maioria dos compostos em desenvolvimento clinico visa inibir a atividade

enzimatica da MMP.

Os inibidores das MMPs (IMMPs) podem ser classificados como sendo naturais
(enddgenos TIMPS) ou sintéticos (peptidicos, ndo peptidicos, bifosfanatos, derivados de
tetraciclcina)(Clendeninn e Appelt, 2001).

Os primeiros IMMPs sintéticos foram desenhados como modelos miméticos, ou seja,

u Opi u i u u
“quase copias”, dos substratos especificos das MMPs, e dessa forma atuam por um
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mecanismo competitivo (Clendeninn e Appelt, 2001). Esses inibidores baseados em
substratos apresentam um amplo espectro de atividade bloqueando o sitio ativo da enzima,
por meio de coordenacdo reversivel ao ion Zn(I1). Os inibidores que visam bloquear o sitio
ativo da enzima, em geral, apresentam algum grupo com afinidade pelo zinco ativo da
enzima e por isso séo os chamados “Zinc-Binding-Groups” (ZBGs)(Gupta, 2007). O
desenvolvimento de novos inibidores se mantém ativo e um grande nimero de compostos ja
chegaram a fase de testes clinicos. A Tabela 1.2 agrupa os inibidores de MMPs atualmente
em testes clinicos para o cancer (Li et al., 2009; Roy, Yang e Moses, 2009).

Com excecdo do batimastat®, que foi administrado por via intraperitonial, 0s outros
IMMPs foram administrados oralmente. Varios ZBGs tém sido sitentizados e sua atividade
bioldgica testada, incluindo carboidratos, aminocarboxilatos, derivados do acido fosférico,
hidroxamatos e derivados de tetraciclinas (Tu et al., 2008; Li et al., 2009). De
todos os IMMPs, os derivados hidroxamato dominaram o desenvolvimento clinico,
enquanto os relativamente novos derivados das tetraciclinas tém mostrado ser uma opgéo

viavel.

1.4 INIBICAO DE MMPS POR TETRACICLINAS

As TCs constituem uma familia de antibidticos de amplo espectro de atividade
antibacteriana, atuando principalmente na inibicdo da sintese proteica (Nelson, Hillen e
Greenwald, 2001). Estes compostos foram inicialmente isolados de varias espécies de
streptomyces, sendo posteriormente desenvolvidos derivados semissintéticos e sintéticos
(Figura 1.4). O termo tetraciclina é usado para descrever todo o grupo, em funcéo da natureza
estrutural caracterizada pela fusdo de quatro anéis de seis membros. De um modo geral,
todos os analogos biologicamente importantes pertencentes a esta classe de antibidticos
apresentam atividade semelhante, sendo as principais diferencas relacionadas a
farmacocinética e a toxicidade envolvida com o processo de acdo do farmaco (Chopra e
Roberts, 2001; Nelson, Hillen e Greenwald, 2001).
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Tabela 1.2 Inibidores de MMP atualmente em testes clinicos para o cancer.

Droga e fase Tipo de cancer Tipo de droga MMP
BMS-27591 ) N MMP-1,
I Prostata N&o peptidico
N 2,8,14
Il Pulméo
COL-3 _ Tetraciclina MMP-2,
I Tumores sélidos em estado avangado quimicamente 9
Il modificada
Dalteparina
Il Glioblastoma Heparina sintética ~ MMP-9
Il Mama, pulmao, prostata, célon
Disulfiram Dissulfeto de MMP-2,
I .
Wl Melanoma, tumores solidos Tetraetiltiuram 9
Genisteina . MMP-2,
] ; ] Isoflavonas de soja
Il Mama, rim, melanoma, prostata, bexiga, 9
Marimastat Hidroxamato MMP-1,
I Mama peptidico 2,3,7,9,
Neovastat _ Extrato MMP-2,
| Melanoma mlJItIpIO de Cart“agem de 9. 12
i Rim, de mama, colorretal tubario
PCK 314 . S
CK 3145 ) Peptideo sintético MMP-9
I Prostata
Prinomastat Hidroxamato ndo ~ MMP-2,
. Glioblastoma, prostata peptidico 9,13, 14

Embora tenha sido descoberta em 1947, a molécula de tetraciclina e seus derivados
estimularam a imaginacéo dos quimicos e bidlogos nas décadas seguintes. De antibacteriana
a anti-inflamatoria, de antiautoimunidade a regulagdo génica, as TCs foram e ainda séo
modificadas e redesenhadas para apresentarem novas propriedades (M. Nelson e Greenwald,
2001). Dentro dos analogos mais recentes, destacam-se as tetraciclinas quimicamente
modificadas (no inglés Chemically Modified Tetracycline, CMT), nas quais ha adicdo ou
remocao de algum grupo na estrutura da TC, o que normalmente altera as propriedades
bioquimicas do composto. Como exemplo, a remocao do grupo dimetilamino na posicdo C4
da TC, elimina a atividade antimicrobiana, no entanto, potencializa a inibi¢do de certas

metaloproteinases (Acharya et al., 2004).
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R1 Rz R3 R4 Rs
Tetraciclina N(CH3s)2 OH CHs H H
Anidrotetraciclina | N(CH3)2 H CHs H H
Doxiciclina N(CHs)2 H CHs H OH
Minociclina N(CH3s)2 H H N(CH3s)2 H

Figura 1.4 Tetraciclina e alguns dos seus derivados.

As TCs estudadas como IMMPs incluem as antibiéticas como: doxiciclina,
minociclina além da prépria tetraciclina (Figura 1.4); mas também inclui as tetraciclinas
quimicamente modificadas que inibem as metaloenzimas por mecanismos nao
antimicrobianos (Chopra e Roberts, 2001). A doxiciclina € um dos derivados classicos da
TC e foi extensivamente estudada como anticancerigeno (Shen et al., 2010). Em diversos
estudos in vitro com linhagens de células tumorais de cancer de mama (MDA-MB-435) esse
analogo atua inibindo a secrecdo e atividade das gelatinases MMP-2 e MMP-9. Atualmente
s0 ha no mercado mundial um medicamento registrado como um inibidor sintético de MMPs
o Periostat® (Doxiciclina), que é indicado para o tratamento de doencas periodontais (Lee
et al., 2009; Roy, Yang e Moses, 2009; Fda, 2011).

1.5 TETRACICLINAS QUIMICAMENTE MODIFICADAS (CMTYS)

Ap0s a descoberta de que a atividade antimicrobiana das TCs dependia do grupo
dimetilaménio na posicdo C4 do anel A, Golub e colaboradores (Golub et al., 1991)
verificaram que a auséncia desse grupo ndo alterava a capacidade das moléculas em inibir
as colagenases, portanto, tratava-se de mecanismos independentes. A partir dai, muitas
tetraciclinas modificadas (conhecidas como CMTs, Figura 1.5), com intensa atividade
antiMMP e néo antimicrobianas foram sintetizadas (Stezowski, 1976; Prewo e Stezowski,
1977; Greenwald e Golub, 2001; Islam et al., 2003; Acharya et al., 2004; Sandler et al.,
2005; Kothari e Simon, 2006; Holmes et al., 2008).
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CMT-7 CMT-8

Figura 15 Estrutura das principais tetraciclinas quimicamente modificadas. 4-
dedimetilaminotetraciclina (CMT-1), 6-deoxi-6-demetil-4-dedimetilaminotetraciclina (CMT-3), 7-
cloro-4-dedimetilaminotetraciclina (CMT-4), pirazoltetraciclina (CMT-5),12a-deoxi-4-
dedimetilaminotetraciclina (CMT-7), 6-deoxi-5-hidroxi-4-dedimetilaminotetraciclina (CMT-8).
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Atualmente as CMTSs constituem uma familia de pelo menos 10 moléculas (CMT-1-
10) sem a presenca, em geral, do grupo dimetilamonio (DMA) na posi¢cdo C4. Algumas
CMTs (Figura 1.5) parecem ser IMMPs mais potentes do que as TC convencionais,
apresentando vantagens como a baixa toxicidade e maior acimulo no plasma sanguineo,
mas, sobretudo, elas ndo apresentam mecanismo de resisténcia comum na terapia com
antibidticos. A principal desvantagem das CMTs é a baixa solubilidade em &gua (cerca de
0,01mg/mL)(Seftor et al., 1998; Acharya et al., 2004). As CMT-1, -3, -4, -7 e -8 (Figura 1.5)
demonstram o maior potencial terapéutico como inibidores de MMPs, in vitro e in vivo,
apresentando uma maior lipofilicidade relativa, sendo que a CMT-3 estd em fase Il de
triagem clinica como um antimetastéatico (Liu et al., 2001). O mecanismo pelo qual as CMTs
inibem as MMPs ainda ndo é bem conhecido, entretanto € sabido que as tetraciclinas se ligam
aos ions metéalicos Zn(1l) e Ca(ll) associados com as metaloproteinases, bloqueando o sitio
ativo das enzimas ou induzindo mudancas conformacionais, que tornam a pro-
enzima susceptivel a fragmentacdo durante o processo de ativacao. De acordo com Acharya
e colaboradores (Acharya et al., 2004) as CMTs reduziriam a atividade das MMPs pelo

mesmo mecanismo descrito para TC e derivados.

1.6 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Considerando a importancia de se controlar a atividade das metaloenzimas da matriz
extracelular, e conhecida a complexidade do sistema em questdo, o planejamento racional
dos inibidores das MMPs requer um modelo molecular adequado para possibilitar o estudo
dos mecanismos de interacdo proteina-ligante. As estruturas de difracdo de Raios X para as
MMPs e alguns inibidores tém colaborado no desenvolvimento de novos compostos
baseados nessas estruturas. Entretanto, no caso dos inibidores da familia das TCs néo
existem, ainda, estruturas cristalograficas reportadas na literatura, nem estudos que
contemplem aspectos moleculares essenciais para o entendimento da natureza das interagdes
entre CMTSs e as metaloenzimas, tornando relevante o estudo teérico do modo de ligacéo das
MMPs com estes potenciais inibidores. Nesse sentido o objetivo geral do presente trabalho
é explorar as metodologias teoricas, através de célculos ab initio (HF e DFT), docking
molecular, simulacdo de dindmica molecular (DM) e célculos de energia livre de ligacao,
para avaliar a interacéo de diferentes CMTs (Figura 1.5) com as metaloproteinases MMP-2
e MMP-9 (a partir das estruturas cristalograficas das enzimas), ambas diretamente

relacionadas aos processos de metastase de células tumorais.
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2 METODOS COMPUTACIONAIS

A quimica computacional pode ser considerada o grande elo entre 0 experimento e a
teoria. Mediante o grande desempenho e capacidade de armazenamento de dados das
maquinas atuais pode-se “reproduzir virtualmente” conjuntos de sistemas experimentais
através de modelos bastante razoéveis. Seguido da aplicacdo dos mais diversos métodos
computacionais, fruto de aproximacdes na teoria quantica, ao fim de experimentos
computacionais € possivel obter em nivel molecular propriedades de interesse, inclusive
aquelas inacessiveis experimentalmente.

Neste capitulo apresentaremos uma explanacéo das principais metodologias teéricas
utilizadas no desenvolvimento da presente tese. A descri¢cdo aqui apresentada € necessaria
tendo em vista que a escolha e aplicacdo de técnicas e metodologias adequadas é essencial
para o sucesso de um projeto.

O capitulo foi dividido em secbes onde serdo apresentadas as diferentes
metodologias. Na secdo 1 serdo discutidos os aspectos fundamentais associados aos métodos
ab initio, conceitos e aproximacdes que sdo em sua maioria os fundamentos do método
discutido em seguida, a Teoria do funcional de Densidade (Density Functional Theory,
DFT). Na secdo 3 serdo abordados os métodos de Mecanica Molecular (MM) e simulacao.
Na secdo 4 serdo apresentados os principais métodos para predizer energia de associacao, 0
MM-PBSA (Molecular mechanics/Poisson-Boltzmann Surface Area) e o método de
integracdo termodindmica (Thermodynamic Integration, TI) e a Gltima secdo é dedicada a
descricdo dos principios e conceitos do docking molecular proteina-ligante, com atencéo ao

algoritmo e funcéo de avaliacdo usados pelo programa AutoDock.

2.1 FUNDAMENTOS TEORICOS DOS METODOS AB INITIO

Os modelos tedricos tém por objetivo descrever quanticamente a estrutura molecular
e as propriedades quimicas, isto é, ligacBes quimicas, fendbmenos espectrais, reatividade
molecular, entre outros, dependentes por sua vez de movimentos e interac@es entre nicleos
e elétrons que constituem as moléculas. Os elétrons s&o particulas cujo comportamento em
atomos e moléculas ndo podia ser descrito satisfatoriamente pelos principios da mecénica
classica. Novas teorias eram necessarias para explicar comportamentos observados através

de experimentos usando radiacdo eletromagnética sobre a matéria. (Levine, 2000)
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Um dos primeiros fenémenos observados foi a quantizacdo da luz, mostrada por Max
Planck em seu estudo da radiagdo emitida por um corpo negro (Eisberg e Resnick, 1988), o
qual mostrou que a radiacdo emitida € limitada a certos valores discretos. Outro estudo
realizado por Albert Einstein descreve o efeito fotoelétrico, no qual ele propds que a energia
radiante era quantizada em pacotes concentrados, chamados de fotons (Atkins e Paula,
2012). Dessa forma uma série de experimentos envolvendo a interagdo da radiagdo com a
matéria mostraram o comportamento dual onda-particula. A mecéanica classica baseada nas
Leis de Newton ndo podia explicar todos esses fendmenos, o que foi possivel somente com
o0 desenvolvimento da mecénica quantica, a qual considera que os elétrons tém propriedades
de particulas, mas também de onda. Esse conceito ja era apresentado por De Broglie em seus
trabalhos que mostravam que o comportamento dual particula-onda da radia¢do também se
aplicava a matéria (Eisberg e Resnick, 1988; Levine, 2000; Atkins e Paula, 2012).

A mecénica quéntica é fundamentada no conceito de dualidade particula-onda da
matéria, considerando que a particula é distribuida no espaco como uma onda. Diferente da
nocdo classica de trajetoria surge entdo o novo conceito: o da fungdo de onda, ¥ (psi). O
postulado fundamental da mecénica quantica prevé que para qualquer sistema material existe
uma funcdo de onda associada, a qual é funcdo do tempo e das coordenadas e que descreve
0 estado do sistema.

Na forma independente do tempo a Equacdo proposta por Erwin Schorédinger em
1926 é considerada o coracdo da mecéanica quéantica, pois lida com um observavel

importante, a energia do sistema, Eq. 2.1.
AY = E¥Y (2.1)

Esta é uma equacdo de autovalores e autovetores, na qual H é o operador
Hamiltoniano que opera na fungdo de onda W para obter o autovalor de energia (E) do
sistema. Para uma dada particula de massa m a equacéo de Shcrodinger dependente do tempo

pode ser escrita como:

" VZ+VIY(T,t) = ih AdUD) 2.2
2m N =t ot (22)
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Na qual 7 é a constante de Planck, V é o operador Laplaciano, V é a energia potencial
e 7 sdo as coordenadas da particula.

Para um grupo de particulas, por exemplo, uma molécula a eq. (2.2) pode ser reescrita
de forma similar, mas agora a funcédo de onda deve ser funcdo das coordenadas de todas as
particulas que compdem o sistema. No caso particular em que o potencial V nédo é
dependente do tempo, a equacao de Shcrodinger pode ser simplificada atraves da separagédo
de varidveis. Assim pode-se reescrever a equacdo como um produto de duas fungdes: a

funcéo espacial Y(#) e a dependente do tempo t(t).

YT ) =@ (o) (2.3)

Para maioria dos problemas de interesse quimico a separacao de variaveis é possivel

e aplica-se nestes casos apenas a equacdo de Shcrodinger independente do tempo.

Hy(# R) = EY(#,R) (2.4)

Na equacio acima H é operador Hamiltoniano de energia total e ¥ ¢é a funcio de onda total
dependente das coordenadas eletronicas r e das coordenadas nucleares R. A solucdo desta
equacdo corresponde aos diferentes estados estacionarios da particula. Sendo que o estado
de menor energia é chamado estado fundamental. E preciso considerar que a equagio nessa
forma ndo contempla efeitos relativisticos, ou seja, a variacdo na massa dos elétrons

enguanto particula em movimento é negligenciada.

2.1.1 Aproximagdo de Born-Oppenheimer

Da forma como escrita acima a equagdo de Shcrddinger s6 pode ser resolvida
analiticamente para o &tomo de hidrogénio e outras espécies hidrogenoides (atomo de um
elétron). Para sistemas complexos € necessario aproximacfes e a primeira delas é a
aproximacdo de Born-Oppenheimer. Em termos qualitativos essa aproximacgdo consiste
basicamente na separagdo dos movimentos nucleares e eletrénicos, ou seja, considera-se o
fato do ndcleo ser muito mais pesado que os elétrons e por consequéncia os elétrons se

movem muito mais rapido que os nucleos. Portanto, podemos considerar que os elétrons se
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movem num campo onde o0s nlcleos estdo fixos e a fungdo de onda total pode ser descrita

como o produto das funcGes de onda eletronica W, (r; R) e nuclear W,,(R) .
W(r,R) =¥, (r; R)¥,(R) (2.5)

O Hamiltoniano puramente eletronico que descreve o movimento de N elétrons num

campo de M cargas pontuais € representado na Equacdo (2.6)

ﬁ:_lgv.z_g EQJFE Ei (2.6)
) 244" —Tiq 44Ty
i a 1 J

i> Y

A equacdo de Schrodinger eletrdnica pode, portanto, ser escrita como:
H.W.(r;R) = E,(R)¥,(r; R) (2.7)

Nessa equacio o Hamiltoniano eletrénico H, opera sobre as coordenadas eletronicas
r, e a funcdo de onda total W, (r; R) depende parametricamente das coordenadas nucleares
R. Dessa forma, para diferentes arranjos dos nucleos, ou seja, diferentes valores de R obtém-
se uma fungéo diferente das coordenadas eletronicas. Devido a essa dependéncia, a energia
total para os sistemas numa determinada configuracao (nucleos fixos) inclui a contribuigédo
da repulsdo nuclear, embora as coordenadas nucleares ndo aparecam explicitamente na

fungéo de onda eletronica.

Z,Z
E E B

Etotar = Ee + . (2.8)
Taﬁ

a [f>a

Uma vez resolvido o problema eletronico € possivel resolver a equacdo para o
movimento nuclear. Como os elétrons se movem muito mais rapido que os nucleos, é
razoavel substituir as coordenadas eletronicas por seus valores médios, obtendo um

Hamiltoniano nuclear para 0 movimento dos ndcleos em um campo médio dos elétrons.
~ 1_,
o= =57+ Epora (29)
a
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Resolvendo-se o problema eletrénico para um conjunto de coordenadas nucleares
(R), obtemos uma superficie de energia potencial (do inglés Potential energy surface, PES),
através da qual podemos calcular a funcdo de onda dos nucleos que descreve 0 movimento

nuclear, ou seja, a rotacdo, vibracao e translacdo da molécula.
2.1.2 Aproximacao de Hartree-Fock

Para resolver a Equacdo (2.7) para sistemas de muitos elétrons, utiliza-se a
aproximacdo de um elétron de Hartree-Fock (Ditchfie.R; Szabo, 1996; Jansen, 1999;
Cramer, 2006; Morgon e Koutinho, 2007). O método de HF se baseia na determinacéo de
uma fun¢do de onda geral W, na forma de um produto antissimétrico de fungdes de onda de
um elétron. De acordo com a teoria de orbitais moleculares (OM), a cada elétron esta

associado uma funcdo spin-orbital ¢;, ou ¢;z, em que ¢; € a fungéo de onda espacial e
cx(mS = 1/2) e B(mg = — 1/2) as func@es de spin. Considerando que elétrons sao férmions

e “particulas” idénticas, os principios de exclusdo de Pauli e da indistinguibilidade devem
ser satisfeitos. Portanto, a funcdo de onda eletrénica deve ser escrita, na forma compactada,

como um determinante de Slater.

W, = = (b (Da(D$1(DB(2) .. ny, (B (2.10)

Para encontrar a funcdo de onda e o valor exato da energia devem-se conhecer as
fungBes spins-orbitais que minimizam a energia total, para tal utiliza-se o Principio
Variacional. Este principio estabelece que qualquer funcdo de onda aproximada apresenta

uma energia superior ou igual & energia da funcéo de onda exata.

e

E aproximada :f ngﬁelpe dt > Elpgxata (211)
T

Como consequéncia do Principio Variacional o menor valor de energia estara
associado a funcdo de onda mais proxima da exata. Dessa forma, partindo de uma funcéo

de onda aceitavel, com vérios parametros ajustaveis, variar esses parametros de modo a
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minimizar a energia corresponde encontrar a representacdo mais precisa para a funcao de
onda do sistema.
Aplicando o principio variacional, usando um determinante de Slater para construir

uma funcdo inicial aceitavel temos as equacdes de Hartree-Fock para cada spin orbital ¢;

PN

foi =&, (2.12)

Nesta equacao ¢; € o autovalor da equacdo de Hartree-Fock representando a energia

dos orbitais ¢;, e f é operador de Fock, definido como:

f= E+ZZ(2]U . ) (2.13)

Nesta equacdo h é o Hamiltoniano de 1 elétron e Jij e K;; representam as integrais de

Coulomb e de troca, respectivamente.

Jiy = [[ 91 W5 @z 908, @ 2.14)

Ky = f br (DG 1z i@ by (Ddrydr, 2.15)

Cada spin-orbital deve ser obtido resolvendo a eq. (2.12) usando o correspondente
operador de Fock £. O problema é que o operador de Fock definido na eq. (2.13) depende
de todos os outros n-1 elétrons dentro do sistema. Para resolver a equacdo de Hartree-Fock
é preciso conhecer as solugdes correspondentes. O caminho usado para resolver este tipo de
problema é usar um método iterativo de solucdo. Neste método parte-se de um conjunto de
spin-orbitais “tentativa” para formular o operador de Fock, resolve-se a equagéo de Hartree-
Fock para obter um novo conjunto de spin-orbitais, formula-se um novo operador de Fock e
repete este processo até que um critério de convergéncia preestabelecido seja satisfeito.

A equagdo de Hartree-Fock pode ser resolvida numericamente para sistemas
atbmicos com poucos elétrons. Entretanto, para moléculas este tratamento é

significantemente mais complicado, sendo necesséria aplicagdo de algumas alternativas. Em
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1951 C. C. J. Roothaan prop6s que os orbitais moleculares poderiam ser representados por
uma combinagdo linear de orbitas atdbmicos (LCAO- Linear Combination of Atomic

Orbitals) centrados em cada atomo do sistema.

k
b= Cun i=123..k/, (2.16)
u=1

X, Sa0 os orbitais atomicos, C,; a contribuicdo dos orbitais atomicos u para o orbital

molecular i e k é nimero de orbitais atdmicos usados na expansdo. Substituindo a eq. (2.16)

na eg. (2.12) obtemos as equacdes de HF-Roothaan.

k
z Cui (Fuy — £:Su0) = 0 (2.17)

u=1

Na qual F,, sdo os elementos da matriz da Fock e S, as integrais de sobreposicéo
dos orbitais atomicos y,e x,. A solugcdo ndo trivial para a Equacdo (2.17) vem pela

resolucdo do determinante secular eq. (2.18).
det(E,, — &Suy) =0 (2.18)

Esse determinante € resolvido por um processo iterativo, conhecido como campo

autoconsistente (SCF), uma vez que os elementos da matriz de Fock F,, dependem do
operador F que por sua vez depende dos coeficientes C,;. Apds o calculo dos elementos da
matriz de Fock, o determinante secular é resolvido obtendo-se os valores para a energia ¢;,
e a matriz de coeficientes C,; € determinada. Com a nova matriz C realiza-se uma nova

expansdo e 0 processo se repete até que ocorra convergéncia.
2.1.3 Aproximacéo do conjunto de fungdes de base

O conjunto de fungdes y, € denominado de base de funcdes e representam orbitais
semelhantes aqueles do atomo de hidrogénio, contendo parte radial e angular. A
determinacédo ou escolha correta dessas fungdes é fundamental para o sucesso dos célculos
quanticos. De fato, é necessario que um conjunto de funcdes de base possa ter amplitude
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suficiente para representar regides do espaco com maior densidade de probabilidade
eletronica, ou menor amplitude em regides onde a densidade de probabilidade é menor. A
principio seria possivel pensar que quanto maior o conjunto de fungdes de base, ou seja,
infinito ou completo, melhor seria a representacdo dos orbitais moleculares. Mas na préatica
é usado um conjunto finito de fun¢des de base e quanto menor esse conjunto mais pobre a
representacdo dos orbitais. Nesse contexto, € preciso que prevaleca 0 senso quimico para
escolher um conjunto de fungdes vidavel computacionalmente e eficiente para tratar os
sistemas quimicos de interesse.

As funcbes de base atdmicas radiais usadas em célculos de orbitais moleculares
podem ser orbitais atomicos de Slater (STO’s - Slater Type Atomic Orbitals) ou fungdes de
base atdbmicas do tipo gaussianas (GTO’s - Gaussian Type Atomic Orbitals).

Os STO’s tém uma dependéncia exponencial com a distancia nacleo-elétron e séo
muito similares aos orbitais atdmicos do atomo de hidrogénio, e por isso os STO’s
representam satisfatoriamente o &tomo de hidrogénio. Os orbitais STO’s podem ser descritos

na forma abaixo:

Xsro = N~ exp(—¢r) Y, (6, ¢) (2.19a)

Nesta equacdo N é uma constante de normalizacdo, ¢ é o expoente do orbital, 9, ¢
sdo coordenadas esféricas e Y; ,, sdo os harmonicos esféricos. O n, | e m séo os numeros
quanticos: principal, momento angular e magnético, respectivamente.

A dependéncia exponencial, que caracteriza as STO’s, garante um processo de
convergéncia relativamente rapido. No entanto o calculo das integrais de trés e quatro
centros ¢ extremamente dificil e caro computacionalmente, limitando a aplicacdo dos STO’s
a sistemas atdmicos e diatdmicos, ou célculos semi-empiricos onde essas integrais sdo
negligenciadas.

As GTO’s s@o polinomios em coordenadas cartesianas (X, y, z) que apresentam uma

dependéncia exponencial em r? (onde r é distancia ntcleo-elétron). S&o representados como:

Xero = Nx'y/z" exp(=¢r?) (2.19b)
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Onde N ¢ a constante de normalizacédo e i, j,k sdo numeros inteiros positivos ou
zero e podem definir os orbitais s, p, d. Se i+ j+k =0, a GTO representa o orbital atdbmico
S;se i+ j+k =1 o orbital representado é p.

As fungdes do tipo gaussianas variam exponencialmente com o quadrado da distancia
nacleo-elétron, o que torna este tipo de funcdo inferior em termos de qualidade, em
comparag¢ado as STO’s, na descrigdo do comportamento dos elétrons perto do nlcleo. Apesar
dessa deficiéncia, as GTO’s tém propriedades matematicas que tornam o seu tratamento
computacional particularmente conveniente. Na verdade, é possivel substituir as duas
funcdes gaussianas centradas em atomos diferentes, por uma Unica funcdo gaussiana
centrada num ponto intermediario. Assim, integrais de dois elétrons em trés e quatro centros
atdbmicos diferentes podem ser reduzidas a integrais ao longo de dois centros diferentes, que
sdo significativamente mais faceis de calcular.

Apesar de trés vezes mais fungBes gaussianas serem normalmente necessarias para
garantir o mesmo nivel de precisdo que um determinado numero de funcdes de Slater, a
maioria dos calculos quénticos utiliza fung¢des do tipo GTO’s. A razdo é que, embora menos
realisticas, a resolugdo das integrais eletrénicas tem um custo computacional menor.

Outra possibilidade de descricdo dos orbitais atbmicos é usar uma combinacao linear
de funcBes gaussianas como funcdes de base; originando novas fun¢es chamadas funcGes

contraidas (CGTO - Contracted Gaussian-Type Function) representadas como:

Xi = Z d,ur Ir (2'20)
u

d, sdo novos coeficientes de expansdo e g, sao as funcdes gaussianas originais (GTO) e
sdo denominadas primitivas.

As fungdes de base podem ser classificadas pelo numero de fungbes gaussianas que
as formam. Uma base €é dita minima quando o nimero de fung¢bes € minimo, ou seja, uma
unica funcdo para cada orbital atdmico. Dessa forma tem-se para C(H), que uma funcéo de
base minima, por exemplo: STO-3G, pode ser representada por (6s,3p/3s)—[2s,1p/1s].

Uma base é dita estendida ou estendida de valéncia quando cada orbital é definido
por duas ou mais funcGes de base. Quando se usa duas fungdes para cada orbital incluindo a
valéncia e a camada interna (core) trata-se de uma funcéo duplo-zeta (DZ), isso gera duas

vezes mais funcbes de base e duas vezes mais coeficientes do que uma base minima. No
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caso de usar trés funcGes para cada orbital tem-se uma triplo-zeta (TZ). Essas funcdes
representam uma maior demanda computacional, mas podem significar uma melhora efetiva
nos resultados dos calculos.

Funcdes de base estendida sdo normalmente representadas por K-nImG, na qual K
representa 0 numero de fungdes utilizadas para os elétrons de camada interna. A notacao
nlm, define as fungdes utilizadas para a camada de valéncia e “G” o uso de GTOs para
representar 0s orbitais atbmicos.

Como exemplo, a notacdo 3-21G representa uma base de camada de valéncia

estendida, com o esquema de contracédo definido abaixo.

r 3
X1 = Z di)(iGTO
i=1

5
X2 = Z diXiGTO
i=4

Vs =xE"
(65,3p/35)—[3s,2p/25]

3—21G <

A escolha do conjunto de funcbes de base depende do sistema molecular a qual sera
aplicada. Para aumentar a flexibilidade da base ou melhorar a sua descricdo em determinadas
regides pode-se adicionar fungdes extras, como as fungdes difusas ou ainda funcbes de
polarizacdo. Quando for de interesse é possivel ainda utilizar-se dos chamados potenciais
efetivos de caroco para tratar sistemas de muitos elétrons. Essas funcdes serdo descritas nas

secdes seguintes.

2.1.3.1 Incluséo de funcdes de polarizagao

O aumento do numero de bases triplo-zeta, quadruplo-zeta nem sempre é o melhor
na descricdo de um sistema quimico, particularmente em casos de moléculas com forte
anisotropia na distribuicdo de carga. Nestes casos o melhor é adicionar fungbes de
polarizacdo. Funcdo de polarizacdo sdo fungdes com maior nimero quéntico de momento
angular. Ou seja, conjunto de bases polarizadas incluem orbitais adicionais de maior
momento angular do que os orbitais ocupados. Normalmente adicionam-se fungdes d para o
atomo de C e f para os metais de transicdo, ou ainda func6es p para o &tomo de hidrogénio.

O uso de fungdes de polarizagdo para os atomos pesados geralmente é indicada por um * ou
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** guando séo incluidas para o H também. Por exemplo, a notacdo 6-31G* é na verdade o
conjunto de fungBes 6-31G acrescido de uma funcdo d para os &tomos pesados, que também
pode ser descrita como 6-31G(d). No caso de também conter fungéo de polarizacdo para 0s
atomos de H, tem-se 6-31G** ou 6-31G(d,p).

2.1.3.2 Incluséo de funcéo difusa

Funcdes difusas sdo funcbes que possuem expoente mais difuso e produzem uma
melhor descricdo da funcdo de onda longe do nicleo. E de particular importancia para
sistemas que possuem grande concentracdo de densidade eletronica longe do nucleo. Por
exemplo, moléculas com elétrons desemparelhados, anions, sistemas carregados e moléculas
no estado excitado. O uso da funcdo difusa é normalmente denotado pelo simbolo + (apenas
atomos pesados) ou ++ (4&tomos pesados e hidrogénio). No caso da notacdo 6-31+G(d) tem-
se 0 conjunto de funcdes 6-31G(d) (discutido acima) acrescido de fungdes difusas para 0s
atomos pesados, analogamente a funcdo 6-31++G(d) apresenta funcdes difusas para os

atomos pesados e para 0s atomos de hidrogénio.

2.1.3.3 Potencial efetivo de “carogo”

Nos célculos de sistemas moleculares quanto maior o nimero de elétrons envolvidos
maior sera 0 numero de funcbes de base necessarias para expandir os correspondentes
orbitais moleculares, o0 que aumenta o custo computacional. Entretanto, para os sistemas com
grande nimero de elétrons, a maioria deles é de camada interna (core), com destaque para
0s metais de transicdo. Esses elétrons do ponto de vista quimico ndo sdo, a principio,
“importantes” por ndo estarem diretamente envolvidos na formagdo de ligagdes quimicas.
Portanto, uma aproximacdo muito utilizada para simplificar o nimero de funcGes de base
consiste em substituir os orbitais internos por pseudopotenciais e tratar explicitamente
somente 0s elétrons da camada de valéncia. Esses potenciais, denominados de ECP
(Effective Core Potentials), sdo acompanhados de um conjunto de bases de valéncia, que
varia de acordo com o pseudopotencial. Os ECP’s podem também incluir efeitos
relativisticos denominados RECP (Relativistic Effective Core Potentials), que tem
importancia para alguns atomos pesados. Os pseudopotenciais sdo conhecidos também como
potenciais efetivos de carogo e existem diferentes potenciais descritos na literatura com

formas analiticas normalmente baseadas em expansdo de funcBes gaussianas.
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Ugcp(r) = z dy r™ee Sk (2.21)
K

Os parametros dk, nk ¢ {x dependem do momento angular e sdo determinados pelo
método dos minimos quadrados. Para metais de transicdo os melhores resultados energéticos
sdo encontrados considerando o espaco de valéncia uma camada abaixo da tltima camada.

A aproximacao dos potencias de carogo é muito usada principalmente para os metais
de transicdo. Nos calculos realizados para reacao de andlogos da cisplatina, a fungéo de base
usada para a platina foi um pseudopotencial, uma vez que o &tomo de Pt contém 78 elétrons,
sendo sua configuracio (Z=78): 1s? 2s? 2p® 3s? 3p® 3d™° 4s? 4p°® 4010 4114 552 5p® 5d8 6s%. A
camada de valéncia é representada por: 5s? 5p® 5d® 6s2 e tratada explicitamente, o resto dos
elétrons que formam o core, serdo tratados pelo pseudopotencial, neste caso o LANL2DZ.
Esse pseudopotencial foi desenvolvido por P. J. Hay e W. R. Wadt (Hay e Wadt, 1985),
sendo os elétrons de valéncia tratados por um conjunto de bases (8s,6p,3d) — [3s,3p,2d].

Como ja foi mencionado, o método € variacional, por consequéncia, quanto maior o
namero de funcbes de base usadas para expandir os orbitais moleculares, menor sera a
energia. Se o conjunto de funcdo de base fosse completo entdo teriamos o resultado exato
para a funcdo de onda molecular dentro da aproximagdo de HF. Como esse conjunto
completo € em geral infinito, ficamos limitados a uma base incompleta e a energia obtida €

chamada energia SCF.
2.1.3 Limitag&o da teoria de Hartree-Fock e correlagéo eletronica

A aproximacao de Hartree -Fock ndo contempla as interacdes instantaneas entre dois
elétrons, ou seja, seu movimento correlacionado ndo é propriamente tratado. A correlagédo
eletronica é geralmente definida como a diferenca entre a energia exata (nao relativistica) e

a solucéo da equacéo de HF no limite de um conjunto de fungdes de base completo.

ECOT‘T — Eexata _ EHF (2 22)
Quando se inclui a correlagdo eletrénica que leva em consideragdo o acoplamento
dos movimentos eletrénicos individuais, contribui-se para a diminuigéo da repulséo elétron-

elétron diminuindo a energia total.
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Existem véarios métodos que contém correlacdo eletrbnica e que se baseiam no
método de HF. Com exce¢do da teoria do funcional de densidade (DFT), que sera
brevemente discutida a seguir, todos os métodos correlacionados envolvem a mistura de
funcbes de onda do estado fundamental com funcBes de onda dos estados excitados. Os
métodos mais conhecidos sdo a Teoria de Perturbacdo de Muitos Corpos (MBPT - Many
Body Perturbed Theory), Interacdo de Configuracdo (Cl - Configuration Integration) e o
método Coupled Cluster (CC)(Szabo, 1996; Jansen, 1999; Cramer, 2006; Morgon e
Koutinho, 2007). Esses sdo os chamados meétodos pos-Hartree-Fock, os quais ndo serao
detalhados neste texto.

Todos esses métodos chamados p6s-HF requerem necessariamente um maior custo
computacional, como relatado na Tabela (2.1). O que torna a aplicacdo da maioria deles
proibitiva, ou muito dificil, para sistemas moleculares maiores, como por exemplo, sistemas
bioldgicos. Nesse sentido, a DFT tem se destacado como uma alternativa ao método HF e
aos meétodos pos-HF. A grande vantagem do método DFT é incluir um tratamento
aproximado da correlacao eletrénica por um custo computacional bem menor do que 0s
métodos pds-HF, uma vez que a demanda computacional num calculo HF varia com N* (ver
Tabela 2.1), onde N é o numero de fun¢des de base usada na expansdo dos orbitais
moleculares (LCAO), nos métodos pés-HF variam com N°-N7 e no caso do DFT com N2,
Portanto, a DFT é uma alternativa para sistemas maiores sem perder qualidade nos resultados

em comparacdo com o HF.

Tabela 2.1. Escala de calculo como uma funcdo do nimero de funcGes de base (N) para

varios métodos estrutura eletrénica (Cramer, 2006).

Escala Método

& DFT

N4 HF

N> MP2

N6 MP3, CISD
N’ MP4

& MP5, CISDT
N? MP6

N10 MP7, CISDQT
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2.2 TEORIA DO FUNCIONAL DE DENSIDADE

Nos ultimos anos a Teoria do Funcional de densidade (DFT) tem sido amplamente
aplicada nos estudo de estrutura eletrénica de moléculas e solidos. Os calculos DFT
demandam um menor custo computacional que método HF e pds-HF, em contrapartida
apresenta resultados bastante similares a esses Ultimos métodos. Nesta se¢ao apresentaremos
uma breve introducdo do formalismo da DFT, sendo que maior aprofundamento pode ser
obtido num grande ndmero de trabalhos (Ziegler, 1991; Morgon e Custodio, 1995; Duarte,
2001; Cramer, 2006; Morgon e Koutinho, 2007) que apresentam uma revisao da DFT e seu
desenvolvimento que ocorre de fato, ap6s os trabalhos de Hohenberg, Kohn e Sham por volta
de 1964(Hohenberg e Kohn, 1964; Kohn e Sham, 1965).

2.2.1 O teorema de Hohenberg-Kohn

As bases da teoria do funcional de densidade estdo no teorema de Hohenberg-Kohn
(HK)(Hohenberg e Kohn, 1964). Este propde que a energia eletrénica do estado fundamental
(E,) e outras propriedades moleculares podem ser determinadas completamente a partir da
densidade eletronica deste estado (p,). A energia para o estado fundamental ndo degenerado

¢ um funcional da densidade eletrbnica,

Ey = Eylpol (2.23)

O colchete denota o funcional e o subscrito zero representa o estado fundamental. A
vantagem do tratamento proposto pelo formalismo da DFT sobre os outros métodos é
baseada na ideia de que a funcdo de onda para sistemas de n elétrons necessita de 3N
coordenadas para cada elétron e mais uma se o spin € incluido, ou seja, 4N coordenadas para
sua descricdo. No entanto, a densidade eletronica é uma funcdo de 3N coordenada
independente do nimero de elétrons que constitui o sistema. Portanto, se a complexidade da
fungédo de onda aumenta com o nimero de elétrons, a densidade eletronica permanece com
0 mesmo numero de variaveis, independente do tamanho do sistema.

O teorema de HK confirma a existéncia de um funcional relacionando a densidade
eletrnica e a energia do sistema, mas ndo descreve a forma desse funcional. A busca de
funcionais capazes de conectar essas duas grandezas continuam sendo objeto de estudo no

campo da DFT.
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2.2.2 O formalismo de Kohn e Sham

Em 1965 Kohn e Sham (Kohn e Sham, 1965) propuseram um formalismo pratico
para resolver o teorema de Hohenberg-Kohn para um conjunto de elétrons interagentes,
partindo de um sistema de referéncia ficticio no qual existem apenas particulas
independentes que ndo interagem entre si (Cramer, 2006), de tal modo que a densidade
eletrbnica gerada seja a mesma do sistema real original composto pelas particulas reais
interagentes. A chave da aproximacdo de Kohn-Sham é que o funcional de energia cinética
de um sistema pode ser dividido em duas partes: uma parte que pode ser calculada
exatamente e que considera os elétrons como particulas que nao interagem, e um pequeno
termo de correcdo que inclui a contribuicdo da interacdo elétron-elétron.

Dentro do formalismo Kohn-Sham, a energia eletronica do estado fundamental de

um sistema de n elétrons e N nucleos pode ser escrita como:

N| =

n N 7 3
Blol = =5 ) i 0T an = Y. [ Zpan + [ 2 dnar, + 5l @220
i=1 =17 X !

Nesta equacdo y; sdo os orbitais de Kohn-Sham. O primeiro termo representa a
energia cinética dos elétrons ndo interagentes, o segundo termo considera a interacdo nucleo-
elétron e o terceiro termo corresponde a repulsdo de Coulomb entre a distribuicdo de carga
total de ry e ro. Por fim o quarto termo é chamado de termo de troca e correlacéo, e representa
a correcdo da energia cinética devido a natureza interagente dos elétrons e todas as correcfes
ndo cléssicas da repulsao elétron-elétron.

A conexdo entre o sitema ficticio e o real pode ser estabelecida quando a densidade
eletrdnica p(r) é escrita como a densidade eletrénica fundamental, dada por um conjunto de

orbitais de um elétron (os orbitais de Kohn-Sham)(Morgon e Koutinho, 2007).

p() = D @I = po(r) (2:25)
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Os orbitais de Kohn-Sham sdo obtidos resolvendo as equag6es de Kohn-Sham. Isto pode ser
obtido aplicando o principio variacional para a energia eletronica E[p] com a densidade de

carga dada pela eg. (2.25).

hipi(r;) = eap; (ry) (2.26)

h; é o Hamiltoniano de Kohn-Sham e ¢; é a energia associada aos orbitais de Kohn-Sham.

O Hamiltoniano pode ser escrito como:

N
~ 1 Z T
hy = ——vi—Z—X+p( 2) 41+ V¥ (ry) (2.27)

Ty T
X=1 Xi 12
Em que o termo VX¢ é o potencial de troca e correlagdo, dado pela seguinte derivada

funcional:

SEX[p]

V¥l = —

(2.28)

As equacdes (2.26), (2.27) e (2.28) representam o esquema Kohn-Sham autoconsistente-KS-
SCF, Kohn-Sham — Self Consistent Field(Cramer, 2006; Morgon e Koutinho, 2007). Como
0 potencial depende da densidade eletrdnica, p(r), as equacdes de Kohn-Sham séo
resolvidas por meio de um procedimento autoconsistente.

Os orbitais de Kohn-Sham séo espressos em termos de um conjunto de funcéo de
bases. Resolver essas equacdes corresponde a determinar os coeficientes em uma
combinacao linear de fungdes de base, de forma similar ao que é feito no calculo de Hartree-
Fock. Portanto, a escolha do conjunto de funcéo de bases também é importante na DFT. A
diferenca é que a escala no HF varia com N*onde N é o nimero de fungdes e na DFT varia
com N2, como mostrado na Tabela 2.1.

A equacdo de Kohn-Sham é capaz, a principio, de produzir resultados exatos para
energia, no entanto apresenta um funcional cuja forma analitica ndo é conhecida, o funcional
de troca e correlacdo. Quando se compara as formulagdes da teoria do funcional da densidade
e a Teoria de Hartree-Fock, a diferenca mais significativa estd no potencial de troca e

correlacdo. A chave para obter um bom resultado com o método Kohn-Sham da DFT &
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conseguir uma boa aproximacao para a energia de troca e correlagdo. Existe um grande
nimero de representacbes para esse termo e pesquisadores que trabalham no
desenvolvimento de funcionais de troca e correlacdo. Entre as aproximacgoes mais utilizadas
para este termo esta a aproximacao da densidade local (LDA - Local Density Approximatio),
e um aperfeicoamento chamado aproximagéo do gradiente generalizado (GGA - Generalized
Gradient Approximation).

2.2.3. Aproximacéo da densidade local

A LDA é baseada na teoria do gasosa de elétrons homogéneo, um sistema com
densidade eletrénica p(r) ndo homogéneo, como uma molécula ou atomo, é tratado
aproximando-se EX¢ pelo valor correspondente ao gasosa de elétrons homogéneo com a
densidade p(r).

Na LDA o termo de troca e correlacao € separado em duas parcelas:
El5s = EX[p] + E€[p] (2.29)
A primeira aproximacéo para o termo de troca, E¥[p], foi proposta por A. M. Dirac

em 1930 e foi usada junto com o modelo de Thomas-Fermi, no modelo de Thomas-Fermi-
Dirac(Cramer, 2006):

Efyalp] = —Cy f p(r)*/3 dr (2.30)

Esta equacdo da LDA considera apenas sistemas de camada fechada, ou seja, todos
os elétrons emparelhados. No entanto, a aproximacao da densidade local de spin (LSDA),
inicialmente proposta por Slater (Slater, 1951), representa a aplicagcdo mais geral da LDA ao
introduzir a dependéncia do spin no funcional. Quando considerada a densidade de spin a

equacéo do funcional de troca passa a ser escrita como:

Elsoalp] = =2"°C [ (0 + pff yr (231)
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Nesta equacéo a(ms = 1/2) ef(mg=— 1/2) representam as funcdes de spins.

Para sistemas de camada fechada, o e B sdo iguais e a equacdo para LSDA € idéntica a
equacao para LDA.

Na aproximacdo da LDA ndo é conhecida nenhuma forma explicita da parte de
correlacdo, EC[p]. Entretanto diferentes formulacdes para este funcional foram
desenvolvidas, como as apresentadas no trabalho de Ceperley e Alder(Ceperley e Alder,
1980). A forma mais utilizada foi desenvolvida por S. Vosko, L. Wilk and M. Nusair (Vosko,
Wilk e Nusair, 1980), chamada VWM, e que incorpora o0s resultados de Monte Carlo de
Ceperley (Ceperley, Whitlock e Kalos, 1979; Ceperley e Alder, 1980). Outros funcionais de

correlacdo populares e mais recentes sao os de Perdew (PL)(Perdew e Zunger, 1981).
2.2.4. Aproximacdo do gradiente generalizado

Os sistemas ndo sdo homogénios, ou seja, a densidade eletronica é fortemente ndo
uniforme no espaco. O método GGA leva em conta este efeito, produzindo um funcional de
troca e correlacdo que depende ndo somente da densidade, mas também do gradiente da
densidade, Vp(r). Esses funcionais sdo os mais usados atualmente na DFT e podem ser

escritos de forma generalizada como:

ESEulp] = | BXClp(), Vo) dr 232)

Diferente da LDA, na aproximacdo GGA existem diferentes parametrizagdes
possiveis para o termo [ EX¢[p(r), Vp(r)] que originam funcionais diferentes. Um grande
namero desses funcionais de troca GGA foi desenvolvido. Os mais comuns sdo os de
Becke88 (B) (Becke, 1986), Perdew-Wang (Bairoch e Apweiler) (Perdew e Yue, 1986),
Modified-Perdew-Wang (mPW) (Perdew e Yue, 1986), Perdew-Burke-Ernzerhof (PBE)
(Perdew, Burke e Ernzerhof, 1996) entre outros. A eficacia desses funcionais depende muito
do sistema para o qual s&o aplicados. Para a funcéo de correlacdo na GGA também ha varias
formulages, alguns exemplos incluem Becke 88 (B88), Perdew 86 (Perdew e Zunger, 1981)
e o popular Lee-Yang-Parr (LYP) (Lee, Yang e Parr, 1988).

Em geral esses métodos GGA apresentam boas vantagens sobre os métodos de
densidade local. Mais recentemente uma nova classe de funcionais GGA foi desenvolvida,
chamada de meta-GGA (M-GGA), eles dependem explicitamente, em maior ordem, do
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gradiente da densidade, ou densidade de energia cinética, os quais envolvem derivadas dos
orbitais de Kohn-Sham. Esses métodos ainda sdo bastante instaveis, mas tém apresentado
melhores resultados na determinacgéo de algumas propriedades energéticas. Exemplos desses
funcionais, M-GGA incluem o B95 (Becke, 1996), KCIS (Krieger et al., 1999), entre outros.

2.2.5 Funcionais de densidade hibridos

Os funcionais hibridos combinam a troca e correlacdo de métodos convencionais
como GGA com parte do teorema de troca exato do método de Hartree-Fock. Um exemplo
de funcional hibrido foi proposto por Becke (Becke, 1993):

EX¢ = Egga + cxEdvato + Eéca (2.33)

Hé certo empirismo na determinacdo do fator peso dado a cada componente funcional
misturado. O caminho usado para determinar essa proporcdo € a comparacdo com
propriedades experimentais, como potencial de ionizacdo, energia atbmica total e outras
calculadas para pequenas moléculas (Becke, 1996). Ainda assim os potenciais hibridos tém
mostrado melhores resultados do que o GGA tradicional para muitas propriedades
moleculares. Atualmente, sdo 0s mais usados nos calculos de quimica quéntica, sobretudo
para moléculas. Alguns exemplos incluem: B3LYP (Becke, 1988b; 1996), B3P86 (Becke,
1988b; 1996), B3PW91 (Becke, 1988b; 1996), B98 (Hamprecht et al., 1998),
BH&HLYP(Becke, 1993; 1996), MPW1K (Adamo e Barone, 1998), mPW3LYP (Perdew,
Burke e Ernzerhof, 1996; Adamo e Barone, 1998).

Os funcionais mais recentes estdo ainda em desenvolvimento e sdo chamados
hibridos-meta-GGA (HM-GGA\). De forma generalizada esses métodos dependem do termo
de troca de Hartree-Fock, da densidade eletronica, do gradiente da densidade e da densidade
de energia cinética. Exemplos de HM-GGA incluem: B1B95(Becke, 1988b; 1996), BB1K
(Becke, 1996; Adamo e Barone, 1998), MPW1B95 (Zhao e Truhlar, 2004), M05(Zhao e
Truhlar, 2004), M05-2x (Zhao, Schultz e Truhlar, 2006), M06 (Zhao, Yan e Truhlar, Donald
G., 2008), M06-2x (Zhao, Yan e Truhlar, Donald G., 2008). Esses métodos tém mostrado
superioridade aos outros formalismos, particularmente na determinacdo de barreiras de
energia de reacao.

Os desenvolvimentos na area da DFT continuam acontecendo, hd uma constante

busca por um funcional que englobe técnica, sofisticacéo, precisdo e exatiddo. Mas embora
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0s métodos HM-GGA e M-GGA sejam melhores que 0 GGA e LDA, os resultados variam
muito de funcional para funcional. Além disso, como ja foi mencionado, o desempenho dos
funcionais ndo sdo uniformes e dependem muito do sistema estudado. Portanto, nestes casos
ainda prevalece o bom senso e a analise critica dos resultados e da propria literatura na

escolha de um funcional para célculos DFT.

2.3 MECANICA MOLECULAR

Todas as metodologias apresentadas neste capitulo apresentam suas vantagens e
limitacdes. Os métodos baseados na Mecéanica Molecular (MM) em particular sdo muito
mais rapidos do que os métodos puramente quanticos, e por esse motivo sdo amplamente
aplicados no estudo quimico de sistemas bioldgicos, que devido ao tamanho elevado sdo na
maioria das vezes proibitivos para métodos quanticos. No entanto, os métodos de MM néo
podem ser aplicados nos casos onde 0s processos ou propriedades de interesse dependem da
distribuicdo eletronica na molécula, ou seja, quando ha quebra ou formacéo de ligacdes
quimicas. Os principais aspectos das metodologias de MM serdo abordados nesta se¢do, com
especial atengdo ao campo de forca da MM AMBER, que foi bastante explorado na execucao
do presente trabalho.

2.3.1 Mecénica Classica

Os métodos de mecanica molecular escrevem a energia do sistema como sendo uma
funcdo parametrizada das coordenadas nucleares. Isto é realizado negligenciando ambos 0s
elétrons e aspectos quanticos do movimento nuclear. O modelo da mecanica classica de
estrutura molecular considera as moléculas como uma colecdo de atomos ligados entre si
por forcas elasticas ou harmonicas. Estas forcas sdo descritas pelas funces de energia
potencial das contribui¢des estruturais, como comprimento de ligacao, angulos de ligacao,
angulos diedros e interacfes ndo ligadas. A energia é entdo escrita como um somatorio
dessas diferentes contribuicfes, na qual cada termo é uma funcdo individual previamente
parametrizada para um dado conjunto de tipos de d&tomos. O conjunto dessas fungdes é
conhecido como campo de forca empirico. Os parametros envolvidos sdo normalmente
derivados de dados experimentais ou de calculos com alto nivel de teoria (DFT, HF) para

sistemas modelos pequenos.
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2.3.2 Aspectos gerais dos campos de forca da mecanica molecular

Os campos de forca sdo baseados em trés conceitos principais: a forma funcional
usada para modelar as interacdes moleculares; os tipos de atomos que servem para
diferenciar o mesmo em situagdes diferentes; e o conjunto de parametros associados aos
tipos de &tomos. Esse campo de forca representa a energia potencial molecular em relagédo a
uma geometria de referéncia, em um determinado sistema de coordenadas, esse potencial

pode ser representado pelo somatorio:
Evm = Eese + Eang + Etors + Evaw + Eete (2.34)

Onde os termos componentes sdo, na ordem, estiramento de ligacdo; deformacao
angular; torcdo; termos cruzados provenientes das torcdes; interacfes (atracdo e repulsdo)
de van der Waals entre os a&tomos ndo ligados e interacOes eletrostaticas entre 0s atomos.
Todos esses termos serdo discutidos brevemente nesta secao.

2.3.2.1 Estiramento da ligagédo

A energia potencial de estiramento E,; € a Soma das energias potenciais necessarias
para deformacdo de cada ligacdo da molécula, sendo a soma feita sobre todos os atomos
ligados. A escolha mais simples para tratar o potencial de estiramento é utilizar a
aproximacdo harmonica, na qual V. serd a funcdo quadratica do deslocamento do

comprimento de ligacdo r a partir do seu ponto de referéncia ou equilibrio ry.
1 2
Vest,r = E ky(r —15) (2.35)

Onde k, é a constante de forca da vibragdo correspondente.
A maioria dos campos de forca comumente utiliza a aproximacdo do oscilador
harménico, que descreve a vibragdo molecular muito bem, sobretudo préximo da regido de

equilibrio ry.

2.3.2.2 Deformacgéo angular
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A energia potencial de deformacéo angular E,,,, € a energia necessaria para tirar um

angulo formado por trés atomos do seu valor de equilibrio, 6,. A aproximacdo mais comum

é um potencial harménico:

1
Vang,@ = E ko (6 — 90)2 (2.36)

Analogamente a equacdo anterior para o estiramento, ko é a constante de forca
associada a deformacgdo angular e 8 e 6, sdo o valor do angulo e o valor do angulo de
equilibrio, respectivamente. O desempenho desse termo pode ser melhorado incluindo
termos de ordem maior, como é o caso do campo de forca MM2 desenvolvido por N. L.
Allinger e colaboradores (Allinger, 1977). Esse campo de forca considera termos cubicos

além do termo quadratico.
2.3.2.3 Termo de tor¢éo

O termo E,,, € a energia de tor¢do associada a rotacdo em torno de uma ligacéao J-
K, como mostrado na Figura 2.1. O angulo de tor¢do ou angulo diedro é definido como
aquele formado entre a ligacdo K-L e a ligacdo J-1 (Figura 2.1). A forma comumente usada
para descrever esse termo é usando uma funcgdo periddica escrita em termos de uma funcao

cosseno, que expandida numa série de Fourier truncada no terceiro termo € escrita como:

1
Viors,p = 5 [Vi(1 + cosp) + V(1 + cos2¢) + V5(1 + cos3¢)] (2.37)

Nesta equacdo ¢ é o angulo diedro definido pelos atomos ijkl e V1, V2 e V3 sdo as
constates de forca da torgdo dependentes dos tipos de &tomos e que podem ser determinados
a partir de dados experimentais ou através de métodos de mecanica quantica.

Os termos referentes a energia de estiramento, energia de tor¢do e energia de

deformacéo angular sdo ilustrados na Figura 2.1.
2.3.2.4 InteracOes eletrostaticas

As interacOes eletrostaticas sao usadas para atomos nao ligados. Numa molécula em

geral havera maior concentracdo de elétrons em algumas partes, o que classicamente pode
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ser representado por cargas parciais sobre o atomo. A energia eletrostatica tem papel
fundamental nas intera¢6es moleculares. O termo mais importante na energia eletrostatica é
a interacdo carga-carga. A forma funcional geralmente utilizada para esse termo é o potencial
de Coulomb. De acordo com esse funcional a carga atbmica é atribuida &tomo a &tomo, assim
a interacgdo eletrostatica entre diferentes moléculas ou diferentes partes da mesma molécula
é dada pelo somatdrio sobre pares de atomos, calculada de acordo com a equagdo de

Coulomb abaixo:

qi9q;
- 2.38
ele : Srij ( )

ij

A energia eletrostatica € entdo funcdo das cargas atomicas (g;, q;), da distancia entre

0 par de 4tomos i e j e da constante dielétrica do meio, €. A principal diferenca no calculo
dos termos de energia eletrotatica entre os diferentes campos de forca estad na forma como
as cargas sdo calculadas. As cargas podem ser obtidas através de calculos de mecénica
quantica ou métodos semiempiricos. Varios tipos de cargas atbmicas estdo disponiveis de
acordo com o método usado. Alguns exemplos incluem: cargas de Mulliken(Mulliken,
1962), NBO (Reed, Curtiss e Weinhold, 1988), RESP(Bayly et al., 1993), cargas de
Gasteiger (Gasteiger e Marsili, 1980).

Interagées nao ligadas, Vg, + Vi

Energiade deformagdo

’angular, Vang 6

Figura 2.1 Alguns termos da equacgédo de MM.

2.3.2.5 Interacdo de van der Waals
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As interacOes de van der Waals sd@o mais um tipo de interacdo entre os &tomos nao
ligados. Das interacGes entre espécies quimicamente ndo ligadas a energia de van der Waals
contempla as energias de inducéo e dispersdo. A energia de inducdo vem da interacdo entre
0s momentos de multipolos permanentes de uma molécula e os momentos induzido de outra
e é sempre atrativo. J4 a energia de dispersdo vem da interacdo entre os multipolos induzidos
das duas moléculas e também é sempre atrativo. Alguns campos de for¢ca descrevem essas

interacdes através do potencial de Lennard-Jones, o qual pode escrito como:

A;i By
Waw = Z [r. o — r—lgl (2.39)
T ij ij

Nesta equacdo 7;; € a distancia entre os pares atomicos i e j. Os termos A;; e B;; sdo

constantes dados por:

A = rL+rJ_ .S B:.:= 2 i+i 240)
1y 2 2 glg] e 1y = 2 2 ( "

Nesta equagdo r;"e ;" sdo os raios de van der Waals para os atomos i e j, os termos
& € g sdo os parametros de Lennard-Jones correspondente. O termo A;; pode ser
determinado da polarizabilidade medida experimentalmente ou calculada. O termo B;; pode

ser obtido de dados cristalograficos. Para distancias muito curtas (menores que 0 somatorio
do raio de van der Waals para o par de a&tomos i e j) as interacdes dadas pela eq. (2.39) sao
altamente repulsivas devido a superposicao da densidade eletrénica. O primeiro termo da eq.

(2.39) varia com o inverso de r;;'% e descreve a repulséo e o segundo termo que varia com

0 inverso de r;;° descreve as atracfes de longo alcance.

2.3.3 Campos de forca da mecanica molecular

Todos os parametros apresentados no texto acima sdo importantes para os célculos
com mecanica molecular. Entretanto esses parametros sao definidos de maneira distinta em
cada campo de forca de acordo com a parametrizacdo de cada tipo de 4&tomo ou grupo de
atomos em cada sistema quimico. O tipo de atomo é um conceito que define o ambiente

quimico do mesmo na molécula. As principais informacdes usadas na defini¢do do tipo de
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atomo sdo 0 numero atdbmico dos atomos que se ligam ao 4&tomo de referéncia, bem como o
tipo de ligacéo. Por exemplo, um carbono sp? tem representacdo diferente de um carbono sp,
sp3 ou ainda um carbono de anel aromatico ou de carbonila. Os conjuntos de parametros
associados a estes tipos de &tomos séo obtidos atraves de ajustes das constantes do funcional
através de varios dados experimentais. Dada a dificuldade em se obter alguns parametros
experimentalmente e também da necessidade de um grande ndmero desses dados, pelo
menos trés a quatro independentes para cada parametro, alguns campos de forca mais
recentes tém se aproveitado de calculos de estrutura eletrénica de alto nivel para ajustar seus
parametros.

E importante comentar sobre o conjunto de moléculas utilizadas para a
parametrizacdo. Alguns campos de forca sdo mais abrangentes, podendo ser usados com boa
precisdo para célculo de energia de varias moléculas. Outros campos de forca sao
parametrizados apenas para um conjunto especifico de moléculas como é o caso de campos
como 0 AMBER (Weiner et al., 1984; Cornell et al., 1995) parametrizado para proteinas e
acidos nucleicos. Alguns campos de forca usam 0s mesmos parametros para todos o0s tipos
de atomos, sdo ditos campo de forca universal, é o caso do UFF(Cox e Lloyd, 1975). A
Tabela 2.2 descreve alguns campos de forca conhecidos e a que tipos de moléculas séo
geralmente empregados.

Tabela 2.2 Comparacdo entre os campos de forca mais comuns.

Campos de forga Moléculas
EAS Alcanos
EFF Alcanos
MM2 Alcanos
MM3 Geral
MM4 Geral
CFF 93/95 Hidrocarbonetos
MMFF94 Geral
DREIDING Geral
AMBER Proteinas, acidos nucleicos, carboidratos
OPLS Proteinas, acidos nucleicos, carboidratos
CHARMM Proteinas
GROMOS Proteinas, acidos nucleicos, carboidratos
MOMEC Compostos com metais
ESFF Geral
UFF Geral
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Devido ao grande interesse no estudo de sistemas bioldgicos geralmente, proibitivos
para calculos puramente quantico, muito esfor¢o foi devotado no sentido de obter e melhorar
campos de forca viaveis computacionalmente e que fossem parametrizados especificamente
para esses sistemas. Neste sentido alguns campos de forca como AMBER (Weiner et al.,
1984; Cornell et al., 1995), CHARM (Mackerell, Wiorkiewiczkuczera e Karplus, 1995;
Mackerell, 1998; Mackerell et al., 1998), GROMOS (Daura, Mark e Van Gunsteren, 1998;
Scott et al., 1999; Kunz et al., 2012; Schmid et al., 2012) e OPLS (Jorgensen e Tiradorives,
1988; Jorgensen, Maxwell e Tiradorives, 1996) sdo 0s mais comumente parametrizados para
sistemas como proteinas, &cidos nucleicos e carboidratos.

Todos esses campos de forca aplicados em simulacdo de sistemas bioldgicos usam
uma funcdo potencial que é funcdo de pares de atomos. Eles aplicam a aproximacao
harmonica para ligacdes e angulos, uma série de Fourier para tor¢des e termo de van der
Waals e Coulomb para interacdes de 4&tomos ndo ligados. A principal diferenca entre eles
estd em como sdo parametrizados. No entanto, 0 AMBER e o CHARM sdo os campos de
forca mais populares no estudo de sistemas bioldgicos. Na proxima secdo, os principais

principios associados ao campo de forca AMBER serdo apresentados e discutidos.

2.3.3.1 Campo de forca AMBER

O campo de forca AMBER (do inglés Assisted Model Building and Energy
Refinement) foi desenvolvido por P. Kollman e seus colaboradores (Weiner et al., 1984,
Cornell et al., 1995) para o calculo de proteinas e acidos nucleicos.

Atualmente o campo de forca AMBER se refere a uma familia de campos de forca.
Diferentes esquemas de parametrizacdo foram usados para representar peptideos, proteinas
e acidos nucleicos (FF94, FF96, F98, F99, F99EP, FF02, FFO2EP, FF03)(Cornell et al.,
1995); o GAFF (Generalized AMBER force Field) contém parametros para moléculas
orgénicase 0 GLYCAM (GLYCAMZ2000, GLYCAMO4EP) desenvolvido para carboidratos.

No campo de forca AMBER o0s termos de estiramento de ligagédo e deformacéo
angular sdo calculados usando a aproximacdo harmonica incluindo apenas termos
quadraticos. Os termos referentes a tor¢do sdo determinados por uma série de Fourier
truncando no sexto termo. As interagdes de van der Waals sdo aproximadas pelo potencial
de Lennard-Jones. A formula de Coulomb é considerada para o calculo do potencial de
interacdo eletrostatico. Os tipos de cargas variam com a versdo do campo de forca usado,

mas para a maioria dos campos de forca AMBER as cargas parciais sdo obtidas usando o
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método RESP (Bayly et al., 1993) a partir da geometria obtida no nivel de teoria HF/6-
31G(d).
A energia potencial para 0 AMBER pode ser escrita na forma:

UR) = D KG-m)?+ ) Kp®—00)"+

ligacdes angulos

Yo Aij  Bij  qiq;
—(1 -6 -+ — 2.41
E > (1+cos(ng —6)) + E lnj“ - +£Rij (2.41)

diedro nao-ligados

Nesta equacdo K,, Ko e V, representam as constantes de forca de estiramento e
deformacéo angular e o potencial de tor¢éo, respectivamente. r, 6 e ¢ sdo comprimento de
ligacdo, angulo de ligacdo e angulo diedro, quando estdo com subscrito zero representam 0s

valores de equilibrio para os termos individuais.
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2.4 DINAMICA MOLECULAR

Simulacdo de Dinamica Molecular € uma das técnicas mais versateis no estudo de
biomoléculas. Ao longo dos anos ocorreu um desenvolvimento computacional significativo,
bem como grandes avancos nos algoritmos de DM proporcionando uma maior eficiéncia das
simulag0es.

Atualmente, as simulacdes de DM séo aplicadas com certa facilidade para investigar
estrutura, dindmica e termodinamica de sistemas bioldgicos. Esses calculos representam uma
forte ferramenta computacional no estudo da quimica de sistemas macromoleculares,
sobretudo porque permitem o estudo de propriedades dindmicas dos sistemas. Dentro das
aplicacBes mais importantes da DM para sistemas bioldgicos estdo o estudo da estabilidade
das proteinas, mudancas conformacionais, interagdo com substratos (Karplus e Mccammon,
2002; Warshel, 2002), bem como podem ainda ser aplicadas no auxilio ao desenho de novas
drogas e na determinacdo de estruturas de RMN e Raios X.

2.4.1 Principios Basicos da DM

A metodologia de DM é fundamentada na mecanica cléassica e fornece propriedades
dindmicas dependentes do tempo para todos 0s atomos individuais que compdem o sistema.
A simulacdo de DM gera sucessivas configuracdes do sistema através da integracdo

numeérica das equacgdes de movimento de Newton.

xi By (2.42)
dtz m; '

Esta equacdo descreve a trajetéria de uma particula de massa m;, ao longo da
coordenada x; submetida a uma forga F,,. A partir do conhecimento da forga que atua em
cada atomo pode-se determinar a aceleracdo de cada atomo do sistema. Integrando as
equacOes de movimento de Newton € possivel obter as velocidades e as novas posi¢des dos
atomos. Com as novas velocidades e posi¢des calcula-se a energia cinética e potencial do
sistema. Aplicando este procedimento obtém-se um conjunto de posicdo e velocidade de
cada particula ao longo do tempo, chamado de trajetéria. O método acima descrito é
deterministico, uma vez conhecida a velocidade e posi¢cdo de cada particula, o estado do

sistema pode ser assim determinado para qualquer tempo, tanto no presente quanto no futuro.
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A grande dificuldade para se obter a energia potencial através das equacdes de
Newton € que ndo existe solucdo analitica para essas equacgdes, as quais sao resolvidas
numericamente. A integracdo dessas equacfes de movimento € realizada através de
algoritmos baseados no método das diferencas finitas. A integracédo é dividida em pequenos
intervalos de tempo, &t, chamados de passo de integracdo, permitindo simular os
movimentos de maior frequéncia do sistema que muitas vezes sdo as vibragdes das ligacoes.
Os algoritmos mais populares sdo os de Verlet (Verlet, 1967), o algoritmo Leap-frog
(Eastwood, Hockney e Lawrence, 1980) e ainda outros como Verlet-velocidade e o
algoritmo de Beeman(Beeman, 1976).

O algoritmo de Verlet utiliza as posicdes (r) e aceleragdes (a) dos atomos no tempo
t e as posicOes do passo anterior, t-ot, para determinar as novas posi¢des no tempo t+6t, de

acordo com a equacao abaixo:

r(t+ 6t) = 2r(t) — r(t — 6t) + %&2 (2.43)

Essa equacdo surge do fato que no método de Verlet, se a posicdo do centro de massa
da particula i no tempo t € ri(t), as posi¢cdes nos tempos t+3t sdo dadas por uma expanséao de

Taylor ao redor de ri(t), uma expanséo para frente (eq. (2.44)) e outra para tras (eq. (2.45)):

r(t + 6t) =r(t) + v(t)dt + %a(t)atz + - (2.44)

r(t —6t) =r(t) —v(t)6t + %a(t)&z + oo (2.45)

Somando as duas equac6es acima se obtém a eq. (2.43). Este método usa velocidades
(v) nédo explicitas e requer um Unico célculo das forcas por ciclo de integragéo, apresentando
uma precisédo modesta.

O algoritmo Leap-frog é¢ uma modificagdo do algoritmo de Verlet, tendo as mesmas
propriedades, porém maior precisdo. Na aproximacdo Leap-frog as velocidades (v) séo
calculadas na metade do intervalo de (6t/2), sendo a primeira calculada em t+6t/2 e entéo
usando esta velocidade calcula-se a posi¢do r no tempo t+6t, como mostrado na equagao

abaixo:
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v (t + 17&) =v (t - 17&) + a(t)dét (2.46)
r(t+6t) =r()+v (t + 17&) ot (2.47)

Este algoritmo é significativamente mais preciso e também computacionalmente

bastante mais expansivo que o algoritmo de Verlet.

2.4.2 Passo de integracdo e a manutencdo da geometria

O passo de integracdo (chamado de time step) € um fator importante para o processo
da simulacdo de DM. Um passo muito pequeno resulta num aumento do custo computacional
e limita o espaco de fase que pode ser explorado. Um passo muito longo pode levar a
instabilidade nos algoritmos de integracdo devido a mudancas rapidas nas forcas.
Geralmente, considera-se que o limite superior do passo de integracdo é aquele que permite
simular bem o movimento mais rapido do sistema, ou seja, aqueles de frequéncias mais
elevadas. Em sistemas biomoleculares as vibra¢fes de maior frequéncia estdo associadas ao
estiramento das ligacBes envolvendo 4&tomos de hidrogénio da ordem de 10fs (por exemplo,
para ligagdo C-H). O passo de integracdo deve ser pelo menos uma ordem de magnitude
menor que este movimento, portanto o passo recomendado é de 1fs.

Os movimentos de alta frequéncia limitam o tamanho do passo de integracdo, mas
geralmente esses movimentos nao afetam o comportamento global do sistema. Uma solugéo
para aumentar o passo de integracao é congelar as vibracdes de maior frequéncia aplicando
vinculos para as ligacbes correspondentes de maneira a preservar o comprimento das
ligagBes nos seus valores de equilibrio, sem afetar os graus de liberdade restantes. Sdo entéo
estabelecidas constrigdes sobre as distancias de ligacdo e angulos, ou restricdes sobre as
posicdes.

O método mais comum usado para manter a geometria ou parte dela na simulagéo de
DM ¢é o algoritmo SHAKE (Ryckaert, Ciccotti e Berendsen, 1977). Neste método as
equacOes de movimento dos sitios sdo descritas inserindo termos de for¢a que agem para
preservar os comprimentos das ligacdes. Assim a equacao de movimento de um atomo i de

uma molécula com n sitios pode ser dada por:
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dzri

Tz = RO+ z ¥ij () (248)

Jj#L
Onde o termo y;; é a forca de vinculo que mantém rigida a ligagéo entre os sitios i e

O uso do algoritmo SHAKE para fixar ligagdes de hidrogénio com &tomos pesados
tem sido rotineiramente aplicado na simulacdo de DM de proteinas. Este uso permite definir
um passo de integracdo de 2fs que resulta numa reducdo considerdvel do custo

computacional.
2.4.3 Condigdes periddicas de contorno e raio de corte

Os sistemas simulados com DM possuem normalmente 10%-10° particulas, e s&o
relativamente pequenos em escala macroscépica de modo que boa parte dos atomos
encontra-se rodeado pelo vacuo. A maneira mais comum de minimizar esse efeito de
fronteira € usar as chamadas condicdes periodicas de fronteira (Periodic Boundary
Conditions, PBC). Neste método o sistema € colocado dentro de uma caixa (ciclica,
retangular, octaédrica) que é replicada em todas as dire¢des do espago. Durante a simulacao
se um atomo sair da caixa original sua imagem entra pela face oposta da caixa, com a mesma
velocidade e assim o numero total de atomos na caixa central e no sistema como um todo é
conservado. Desta forma ndo ha fronteiras no sistema e as condi¢des indesejadas de um
sistema isolado, bem como o efeito de superficie sdo substituidos por condigdes periddicas.

Como consequéncia do uso das condicfes periddicas de fronteira um raio de corte
(chamado cutoff) é usado para evitar a interacdo da particula com sua prépria imagem ou
com a mesma particula duas vezes. Isso é feito truncando o potencial em um raio de corte
esférico, geralmente da ordem de L/2 (L ¢ a largura da celula), que significa tipicamente 8

ou 10 A para simulagdes em caixa de aguas, ou 16 A para simulacdes em solvente implicito.
2.4.4 Tratamento das interagdes de longo alcance

O uso do raio de corte resulta num tratamento inapropriado das interagdes de longo

alcance, como as interaces eletrostaticas, que decaem com o inverso da distancia. O
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potencial de Coulomb usado para tratar essas interacdes de longo alcance decai com a
distancia que é menor que r" (n é a dimensdo do sistema). O truncamento abrupto desse
potencial leva a problemas na estabilidade da simulacdo (Schreiber e Steinhauser, 1992;
York et al., 1995).

Diferentes métodos foram desenvolvidos para contornar esse problema com as
interagdes de longo alcance. Dentre os métodos estd 0 método das soma de Ewald e o0 método
do campo de reacdo (Tironi et al., 1995). O método mais usado é o das somas de Ewald, que
foi introduzido como uma técnica para somar interac6es de longo alcance entre diferentes
particulas incluindo as varias imagens dentro do sistema periddico. De forma geral, o termo
correspondente as interagdes de longo alcance converge rapidamente no espago reciproco,
enquanto transformadas de Fourier fornecem a energia potencial da interacdo de uma
particula com suas imagens periddicas.(Morgon e Koutinho, 2007)

Algumas varia¢fes do método das somas de Ewald sdo comuns nos programas de
DM. Entre eles destaca-se o Particule Mesh Ewald (PME)(Essmann et al., 1995), que
mantém a eficiéncia e precisdo dos célculos, mas com mais rapidez no protocolo

computacional e esta implementado no pacote AMBER.
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2.5 METODOS PARA O CALCULO DA ENERGIA LIVRE DE ASSOCIACAO

A energia livre de Gibbs é de grande importancia para o estudo de reagdes quimicas,
uma vez que a maioria das reacdes € estudada a pressao constante. No entanto, esta é uma
das propriedades mais dificeis de serem determinadas (Wang et al., 2001; Simonson,
Archontis e Karplus, 2002). A simulacdo da energia livre fornece uma ligacdo entre as
propriedades macroscépicas que podem ser medidas e os fendmenos microscopicos dos
sistemas quimicos e biolégicos. Por isso o calculo da energia livre tem tido uma grande
aplicacdo de simulagdes moleculares. Nesse sentido, muitas pesquisas séo realizadas na
busca pelo refinamento dos métodos usados para o calculo da energia (Steinbrecher e
Labahn, 2010). A integracdo termodindmica (Thermodynamic Integration - TI) e a
perturbacdo de energia livre (Free Energy Perturbation - FEP) sdo os métodos mais
rigorosos usados para o calculo da energia livre. Os métodos FEP e Tl sdo considerados de
primeira escolha para o célculo da energia de interacdo proteina-ligante. No entanto, ambos
sdo computacionalmente caros limitando sua aplicacdo principalmente no caso de sistemas
grandes. Outras aproximagdes foram desenvolvidas para estimar a energia livre mais
rapidamente e com precisdo aceitavel (Ajay e Murcko, 1995; Steinbrecher e Labahn, 2010).
Entre esses métodos o mais popular € o MM-PBSA (molecular mechanics/Poisson
Boltzmann surface area method)(Massova e Kollman, 2000; Swanson, Henchman e
Mccammon, 2004; Kuhn et al., 2005). Nessa secdo serdo apresentados 0s principios
associados a aplicacdo desses métodos no estudo de interagcBes proteina-ligante. Uma
extensiva revisdo sobre o calculo de energia livre pode ser encontrada na literatura
(Straatsma e Mccammon, 1992; Lamb e Jorgensen, 1997; Kollman et al., 2000; Van
Gunsteren, Daura e Mark, 2002; Gumbart, Roux e Chipot, 2013).

2.5.1 Os métodos FEP e T1

Tanto o Tl quanto o FEP sdo métodos rigorosos para se calcular teoricamente a
energia livre de ligacdo que ndo dependem de nenhum pardmetro empirico além dos ja
presentes nos campos de forca da MM. No FEP, a energia é computada do valor esperado
da diferenca de energia entre dois estados dada pelo fator de Boltzmann. No T, a energia
livre é calculada do valor esperado da derivada da energia em relacdo ao parametro de

acoplamento (Morgon e Koutinho). Na literatura estdo disponiveis trabalhos de revisdo dos

60



METODOS COMPUTACIONAIS

métodos FEP e TI(Straatsma e Mccammon, 1992; Kollman, 1993; Aleksandrov e Simonson,
2009; Steinbrecher e Labahn, 2010).

De acordo com o método da perturbacédo termodindmica, inicialmente proposto por
Zwanzig (Zwanzig, 1954), a diferenca da energia livre entre um estado de referéncia A e um

estado perturbado B é dado por:
AV
AG = Gy — G, = —kTln (exp (— ﬁ))A (2.49)

Onde k é a constante de Boltzmann, T é a temperatura em Kelvin e AV ¢ a diferenca
de energia potencial entre o estado de referéncia e o estado perturbado. A eq. (2.49) indica
uma média calculada num emsemble gerada da DM ou ainda de uma simulacdo de Monte
Carlo.

Como a amostragem ¢ feita no estado de referéncia A, sé é obtida uma boa
convergéncia para o célculo da média (exp (—%))A se 0 estado perturbado B for

semelhante ao estado A. Um possivel problema de convergéncia apresentado pela eq. (2.49),
principalmente se os estados A e B forem razoavelmente diferentes, pode ser superado
recorrendo a aproximacado do parametro de acoplamento. Nesta aproximacéo é definido um
caminho entre os dois estados pela introducdo de um conjunto de fungbes de energia
potencial intermediérias construidas como uma combinacdo linear do potencial do estado

inicial e final (V4, Vp).
Vip = (1 = A4,)Va + 1,V (2.50)

Nesta equacéo 4,, € o parametro de acoplamento que variade O a 1.

A validade desta aproximacgdo é fundamentada no fato da energia livre ser uma
funcéo de estado, que pode ser definida pelos estados inicial e final e calculada ao longo de
um caminho reversivel que liga esses dois estados. De modo que a mudanca na energia livre
total de A = 0 até 1 = 1 pode ser obtida a partir do somatério das mudangas da energia para

os varios valores de A, como mostrado abaixo:

AG:GB_GA:_

|

> e —B s = VDl (2.51)
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f=— (2.52)

Esta equacdo é usada para representar a aproximacao da perturbagéo de energia, FEP.

O método da integracdo termodinamica é baseado na seguinte equacéo:

Loav(d)
AG = dA 2.
6= | S (253)

Assumindo que o potencial intermediario V;, € definido como uma combinacéo linear

de V, e VV a equacdo acima pode ser reescrita na forma:
1
AG = f (AV,,),dA (2.54)
0

Na prética a integral € aproximada por uma soma sobre intervalos discretos em 1. As
simulacdes sdo realizadas para diferentes valores A entre 0 e 1 e a média de emsemble €
determinada para cada valor de A. Essas simula¢fes podem ser realizadas na direcdo direta
(0—1) ou na diregdo reversa (1—0), sendo a diferenca entre a simulacdo direta e reversa é
chamada de histerese e é a medida da incerteza estatistica da integragao.

Em principio as metodologias FEP e TI deveriam chegar ao mesmo resultado, pelo
fato da energia livre ser uma funcdo de estado. No estudo de interacfes proteina-ligante,
geralmente, essas metodologias sdo aplicadas para calcular a diferenca de energia livre de
ligagdo entre dois ou mais ligantes (L1, L2) e uma proteina alvo (R). Essa diferenca de

energia pode ser obtida de acordo com o ciclo termodinamico abaixo:

AG, (L1
L1 + R A D R
AGligu[[m AG;{;T’L.(EE
12+ R —> 2R
AGy, (L2)

Figura 2.2 Exemplo de um ciclo termodindmico usado nos métodos FEP eTI para o calculo

da energia livre de ligacao relativa entre L1 e L2 com a proteina receptora R.
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Na Figura acima AG2'S, e AGf‘,ﬂéa representam a diferenca de energia entre 0s
ligantes L1 e L2 quando ligados no sitio da proteina e em agua, respectivamente. Os termos

AGy;4(L2) e AGy4(L1) correspondem a energia de ligagdo. A partir desse ciclo é possivel

obter a energia relativa de ligagdo (AAG,;4) como:

AAGg = AGuy(L2) — AGy,(L1) = AGEL, — AGEI4® (2.55)

A aplicacdo das metodologias FEP e TI € limitada ao fato dos ligantes L1 e L2
apresentarem similaridade estrutural para diminuir problemas de céalculo, que exige
pequenas perturbacdes. Por isso esses métodos sdo usados para determinar a energia de
ligacdo relativa entre ligantes similares, caso contrario o uso do FEP e TI devem ser evitados.

Os resultados obtidos com os métodos FEP e TI apresentam excelente acordo com
dados experimentais, como mostrado por varios estudos(Straatsma e Mccammon, 1992;
Aleksandrov e Simonson, 2009; Perez, Fernandes e Ramos, 2010; Steinbrecher e Labahn,
2010). No entanto, esses métodos demandam de um alto custo computacional, devido ao
grande tempo de célculo necessario para excuta-los. Esse fato torna muitas vezes proibitivo
aplica-los quando ha um numero grande de ligantes sendo investigados. Nestes casos a
aplicacdo de outras metodologias mais rapidas e capazes de prever a energia livre de ligacdo
é recomendavel. Dentre os diferentes métodos para o célculo da energia livre de forma mais
simplificada 0o MM-PBSA(Kollman et al., 2000) tém sido bastante usado e serd brevemente

discutido abaixo.
2.5.2 O método MM-PBSA

O MM-PBSA é um método para calcular a energia livre de ligacdo a partir de um
numero finito de estruturas representativas extraidas da trajetoria resultante do processo de
DM (Swanson, Henchman e Mccammon, 2004; Kuhn et al., 2005). No MM-PBSA o efeito
do solvente € incluido apenas de forma implicita, isto € através do uso de uma constante
dielétrica apropriada. Neste sentido pode ser aplicado tanto para trajetorias geradas por
simulacOes de DM realizadas em solvente explicito com condicdes periodicas de fronteira e
com contra-ions quanto para simula¢des em solvente implicito. Uma vez que nesse método

um conjunto de configuracfes do soluto é obtido da DM com solvente explicito, ou néo, e
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todas as moléculas do solvente séo eliminadas. De acordo com 0 MM-PBSA a energia livre
é calculada a partir da equacéo seguinte:

AG = Eyp — TAS + MGy (2.56)

A energia de mecanica molecular (Ey,,,) é calculada para cada configuracdo no vacuo
com o mesmo campo de forca usado na simula¢do da DM, como descrito na eq. (2.34). A
diferenca € que na simulagdo de DM os termos ndo ligantes séo calculados para todas as
interacOes observadas num determinado raio de corte pré-definido; para efeitos de célculo
destas componentes no MM-PBSA, o raio de corte considerado é infinito, ou seja, todas as
interacOes ndo ligantes presentes no sistema sdo incluidas. Tanto a energia molecular (Ey)
quanto a energia de solvatacdo (AG,,;,) a0 calculadas como uma média sobre um nimero
finito de estruturas representativas extraidas da trajetoria resultante da DM.

A entropia conformacional (T'AS) do soluto, incluindo contribui¢des translacionais,
rotacionais e vibracionais, pode ser estimada por analise de modos normais (Srinivasan et
al., 1998). Este € o termo da eq. (2.56) cujo célculo é mais exigente do ponto de vista
computacional. No entanto, em aplicacbes tipicas de MM-PBSA este termo ¢€
frequentemente desprezado.

A energia livre de solvatacdo (AG,;,) do sistema é obtida para cada estrutura
intermediéria como uma soma de duas contribui¢des: uma contribuicéo eletrostatica Gpg,
dada pela resolucdo numérica da equacdo de Poisson-Boltzmann (Warwicker e Watson,
1982; Gilson e Honig, 1988; Honig e Nicholls, 1995) e uma contribuicdo ndo polar Nao
Polar Gpzo—poiar €Xpressa sob a forma de um termo dependente da area acessivel ao solvente

(Surface Area, SA)(Tannor et al., 1994).

AGgory = AGpp + AGné\o—polar (2.57)

A equacéo de Poisson-Boltzmann, que serve de base para o calculo da componente

eletrostatica da energia livre de solvatacao € dada por:

Ve(r)Vop(r) —k'p(r) = —4mp(r) (2.58)
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Onde ¢ () é o potencial eletrostatico, £(r) é a constante dielétrica do meio, p(r) é a
densidade de carga do soluto e k' é o inverso do comprimento de Debye-Huckel. As
derivadas da equacdo de Poisson-Boltzmann sdo determinadas atraves de uma formula de
diferengas finitas, resolvida de forma iterativa até que seja alcancado um determinado
parametro de convergéncia. Este método esta implementado em varios programas, como
DELPHI (Rocchia, Alexov e Honig, 2001) e as versées AMBERS8-12(Amber10, 2008).

Os componentes eletrostaticos da energia livre de solvatacdo podem ser vistos como
uma variacdo da energia eletrostatica resultante da transferéncia do soluto de um meio com
uma constante dielétrica baixa (vacuo), para um meio com uma constante dielétrica alta

(solucdo), mantendo a mesma constante dielétrica para o soluto.
1 80 1
AGrs =5 ) (6% - d1) (2.59)
i

O termo de solvatacao ndo polar € aproximado por uma funcdo linear, dependente da

area acessivel ao solvente, dada por:
AGnzo—potar = y(4) + B (2.60)

Onde A é a area acessivel ao solvente e y e f sdo constantes obtidas a partir de dados

experimentais.

A energia livre de ligagdo (AGy;4) entre um ligante e um receptor (proteina-receptor)

é calculada de acordo com a relagdo abaixo:
AGll’g = AGcomplexo - AGrecptor - AGligam:e (2-61)

A energia livre de ligagdo receptor-ligante pode ser calculada de duas formas. A
primeira, e que em principio seria mais correta, é realizar simula¢ées de DM independentes
para 0 complexo, receptor e ligante, sendo cada uma destas trajetdrias usadas para extrair
um numero de estruturas representativas para o complexo, receptor e ligante,
respectivamente, que serviriam depois de base para o calculo da respectiva energia livre. A

segunda forma consiste em partir de uma tnica simulacdo de DM para o complexo receptor-
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ligante, usando essa trajetOria para extrair estruturas representativas para o complexo,
receptor e ligante. Esta abordagem é mais rapida, pois é necessaria apenas uma Unica
simulacdo de dindmica. No entanto, nela supem-se que as estruturas do receptor e do ligante
extraidas da simulacdo do complexo podem ser combinadas como uma aproximacao realista
das estruturas que o receptor e o ligante assumiriam numa simulacdo de DM independente.
Esta aproximagcdo foi usada no desenvolvimento da presente tese, e é geralmente o método
dominante em estudos MM-PBSA.
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2.6 DOCKING MOLECULAR PROTEINA-LIGANTE

A compreensdo dos mecanismos pelos quais receptores biolégicos reconhecem,
interagem e associam-se com seus substratos moleculares e inibidores é um dos grandes
desafios da biologia molecular, bem como, é de suma importancia na descoberta de novos
compostos bioativos baseados no desenho racional de farmacos. Nesse sentido,
metodologias computacionais tém sido uma forte ferramenta na descricdo de processos de
reconhecimento molecular receptor-ligante. Em especial, os métodos de docking proteina-
ligante vém sendo amplamente aplicados em pesquisas académicas e por grandes empresas
farmacéuticas e de biotecnologia em todo mundo(Mihasan, 2012). O docking molecular visa
basicamente a predicdo do modo de associacdo de um ligante (inibidor) com um determinado
receptor (proteina) cuja estrutura 3D seja conhecida, e, mediante o calculo da energia de
interacdo entre o ligante e o receptor ranquear diferentes ligantes quanto a afinidade ao alvo
bioldgico (Sousa, Fernandes e Ramos, 2006; Kukol, 2008).

As técnicas de docking apresentaram grande avanco nas Ultimas décadas. Isto
ocorreu devido ao crescimento do poder computacional bem como ao acesso facilitado aos
bancos de dados de pequenas e grandes moléculas, como proteinas.

Nesta se¢do abordaremos os conceitos chaves da metodologia de docking molecular,

com especial atencdo ao programa AutoDock® que foi usado na execucgdo desta tese.

2.6.1 Principios do docking molecular

Segundo a literatura, métodos de docking tentam predizer a estrutura de um
complexo intermolecular entre dois ou mais constituintes moleculares(Sousa, Fernandes e
Ramos, 2006). Isto é feito estruturalmente com a predicdo do modo de interacdo e
energeticamente com a predicdo da afinidade de ligacdo receptor-ligante. Os estudos se
aplicam geralmente entre pequenas moléculas e alvos macromoleculares (RNA, DNA ou
proteinas), chamado docking proteina-ligante. No entanto, a metodologia pode ser aplicada
no estudo da interacdo proteina-proteina, que é considerado o estado da arte em termos de
docking molecular.

O primeiro programa de docking foi desenvolvido em 1982 por Kuntz e
colaboradores (Kuntz et al., 1982) e foi chamado de Dock. Atualmente um grande numero
de softwares esta disponivel no mercado. Na literatura estdo disponiveis varios artigos de

revisao a respeito dos métodos de docking, bem como trabalhos comparando a eficacia dos

67



METODOS COMPUTACIONAIS

diferentes programas (Cramer, 2006; Sousa, Fernandes e Ramos, 2006; Kukol, 2008;
Mihasan, 2012).

A Figura 2.3 ilustra as principais etapas envolvidas em qualquer protocolo de
docking. O experimento de docking envolve encontrar 0 modo de ligagdo mais favoravel de
um ligante dentro do alvo molecular de interesse. Esse modo de associagdo com o receptor
pode ser definido pelas variaveis de estado do ligante, que consistem nas posic¢des (X, V, 2);
na orientacdo no espaco e, se o ligante for flexivel, na conformacéo (angulo de torcéo). Cada
uma dessas variaveis descreve um grau de liberdade em um espaco de busca
multidimensional. Os métodos de docking podem ser rigidos, nesse caso o ligante e o
receptor sdo mantidos fixos e o espaco de busca é muito menor do que no caso do docking
que considera a flexibilidade do ligante, chamado semirrigido. O docking pode ainda ser
totalmente flexivel, quando receptor e ligante sdo flexiveis. Mas essa abordagem ainda €
bastante limitada devido ao espaco de busca quase proibitivo, tendo em vista que as
moléculas receptoras sdo macromoléculas como proteinas.

Basicamente todos os métodos de docking necessitam de uma funcdo de avaliacédo
(funcdo de scoring) para ranquear os modos de associacdo baseados na energia de interacao
da macromolécula-ligante e de um método de busca para explorar as varaveis de estado
(busca no espaco conformacional macromolécula-ligante).

As funcgbes de scoring tradicionalmente usadas nos programas de docking podem ser
classificadas em:

Empiricas: Reproduzem a energia de ligacdo como uma soma de interacfes resultantes da
contribuicdo ponderada dos pardmetros estruturais (nimero de ligacbes de hidrogénio,
ibnica, contatos polares, entropia, ...). Os pesos para cada parametro sdo obtidos por ajuste
de uma série de complexos proteina-ligante com constante de ligacdo conhecida. As funcdes
mais comuns séo: LUDI(Bohm, 1998), CHEMSCORE(EIdridge et al., 1997; Murray, Auton
e Eldridge, 1998), X-SCORE(Wang, Lai e Wang, 2002) e GOLDSCORE(Rarey, Kramer e
Lengauer, 1997).

Baseadas em campos de forca da MM: A energia livre de ligacdo é estimada a partir da
soma de interacdes eletrostaticas e de van der Waals como descritas nos campos de forca da
MM. Muitas vezes também séo adicionados termos empiricos para incluir efeitos da entropia
e de solvatacdo. Incluem essas fungcbes o DOCK(Meng et al, 1994) e o
CHARMM(Mackerell, Wiorkiewiczkuczera e Karplus, 1995).

Baseadas em conhecimento: Representa a energia de afinidade como uma soma de

interacdes de pares de atomos da proteina-ligante dentro de certa distancia. Os potenciais
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sdo derivados da analise estatistica das distribuic6es e frequéncias de interacdes especificas
de pares atbmicos em complexos proteina-ligante com estrutura conhecida (depositadas no
Protein Data Bank, por exemplo). Incluem essas funcbes: PMF(Ishchenko e Shakhnovich,
2002), DrugScore(Gohlke, Hendlich e Klebe, 2000), FLEX(Rarey et al., 1996).

As funcbes empiricas sdo as mais usadas nos programas de docking envolvendo
estudo de novos farmacos. No entanto, o sucesso da funcdo é bastante dependente do sistema
a qual esta sendo aplicada. Muitos estudos tém aplicado uma combinacdo de diferentes
funcbes, chamadas funcdo consenso(Charifson et al., 1999), visando aumentar a
probabilidade de encontrar a solugdo correta. Essas funcGes consenso ainda estdo em
discussdo, pois a combinacdo de diferentes funcdes de avaliacdo poderia levar a amplificacéo

dos erros devido as aproximac@es de cada funcdo.

Selegdo do alvo " .
Sele¢do do ligante
molecular

A 4 A 4

Preparacdodo alvo
molecular

Preparagdodo ligante

Avaliagao dos

resultados do docking l

Figura 2.3 Esquema de docking tipico. O fluxograma mostra os passos fundamentais
comuns a todos os protocolos de docking. As estruturas 3D para a macromolécula alvo e a
molécula ligante tém que ser escolhidas e em seguida, cada uma das estruturas deve ser
preparada em conformidade com os requisitos do método de docking a ser utilizado. Apos o
experimento de docking ser realizado, os resultados devem ser analisados e selecionados 0s

melhores modos de ligagcdo (Kukol, 2008).

Os algoritmos de busca podem ser subdivididos em duas categorias principais: 0s
métodos estocasticos e o0s deterministicos (Cramer, 2006; Kukol, 2008). Os métodos
classicos de minimizagdo de energia e 0s metodos de simulacdo por DM sdo exemplos de

métodos deterministicos aplicados ao docking. Os métodos sistematicos varrem o espaco de
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busca em intervalos pré-definidos. Os métodos estocasticos realizam buscas aleatorias nas
variaveis de estado até atingir um critério de parada estabelecido pelo usuario. Monte Carlo,
simulated annealing e algoritmos evolucionarios sdo exemplos de métodos de busca
estocastica que também tém sido usados nos problemas de docking proteina-ligante.

Na secdo seguinte serdo descritos as fungdes de scoring e o algoritmo de busca usado
pelo AutoDock, que é o programa mais usado e citado na literatura até o presente.

2.6.2 O programa AutoDock

O programa AutoDock (Morris et al., 2009) utiliza um algoritmo genético (AG)
tradicional e um AG Lamarckiano (Wheeler et al.) para busca no espaco conformacional. O
AGL ¢ um algoritmo genético hibrido de busca local.

A funcdo de avaliacdo usada pelo AutoDock é baseada no campo de forcas AMBER
(ver se¢do 2.3.3.1) acrescido de alguns termos empiricos, e por isso é considerado uma
funcdo de scoring empirica (Morris et al., 1998). Os termos empiricos da funcéo de scoring
do AMBER séo para incluir o efeito do solvente, o qual é baseado em parametros atbmicos
de solvatagcdo. Um segundo termo empirico para modelar a perda da entropia conformacional
com a ligacdo receptor-ligante e um ultimo termo para incluir os efeitos das ligagbes de

hidrogénio. A funcédo de scoring do AMBER é descrita abaixo:

AG = AG Zli—il+AG Y
vdw : rij 12 rij 6 ele . € (rij)rij

Cij D”
+AGlig—H E(t) 12 .. 10 + Elig—H
g rij rij

2
+AGtorsNtors + AGsolv Z SiVje(_rij/zaz) (2-62)

icj

Os coeficientes (AG) foram determinados empiricamente, por uma regressao linear
maltipla sobre um conjunto de 30 complexos proteina-ligante, com constantes de inibicéo
(Ki) conhecidas, depositados do PDB (Para versdo do AutoDock 4.0 foram usados um
conjunto de 188 complexos)(Morris et al., 1998).

As contribuicOes em fase gasosa incluem o potencial 12-6 de Lennard Jones, um

potencial 12-10 para liga¢cBes de hidrogénio que também leva em conta a dependéncia
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angular da ligagdo com o termo E(t) e o potencial eletrostatico de Coulomb. O quarto termo
corresponde a contribuicao entropica desfavoravel da ligacéo receptor-ligante e proporcional
ao nimero de ligagdes sp® no ligante (N,,,s). O Ultimo termo de desolvatacgéo é calculado
por uma variacdo do método de Souten e colaboradores (Stouten et al., 1993), baseados em
parametros atdmicos de solvatacdo e neste caso restrito a atomos de carbono alifaticos e
aromaticos do ligante. Para cada um desses 4&tomos é avaliado a porcentagem de volume ao
seu redor que é ocupada por atomos da proteina, essa porcentagem é entdo ponderada pelo
parametro de solvatacdo atdmica do referido atomo resultando na energia de dessolvatacao.
Além disso, uma constante (Ej;,_p) € adicionada ao termo de ligacdo de hidrogénio para
modelar a dessolvatacao de atomos polares.

Todos os termos da eq. (2.62) sdo somas realizadas para todos os pares de atomos do
ligante (i) e da proteina (j), bem como para todos os pares de 4&tomos do ligante que estdo
separados por trés ou mais ligagdes. A energia de interacdo intramolecular do ligante ndo é
incluida no célculo da energia livre de ligacdo, mas é considerada na energia total de
formacdo que € a funcdo avaliacdo que dirige o processo de busca do docking (usada no
método de busca conformacional).

Para diminuir o custo computacional com o calculo dos termos de interacdo entre
atomos ndo ligados (por exemplo, os termos das interacdes de longo alcance), que envolveria
um nuamero total de &tomos do ligante e da proteina (geralmente da ordem de milhares de
atomos), é utilizada uma aproximacdo baseada em grade (Luty et al., 1995). Nesta
metodologia sdo considerados apenas os atomos do receptor vizinhos ao sitio ativo da
proteina, que é englobado por uma grade/rede tridimensional. Um atomo referéncia é
colocado em cada ponto da rede, e sdo pré-calculados potenciais de interacdo atdmica para
cada tipo de atomo do ligante (Figura 2.4). Essa energia € armazenada em cada ponto da
grade, constituindo o mapa de potencial. Os valores da energia para cada conformacao do
ligante é determinado posteriormente por uma interpolacdo trilinear dos oito pontos da rede

gue envolve cada um dos atomos do ligante.
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Espacamento da grade /A

Ponto da grade

B

eixoz

atomo referéncia—

Figura 2.4 Modelo de grade gerado pelo Autogrid, uma sub-rotina do AutoDock. A grade
¢ construida ao redor da proteina, ou do sitio de interesse da proteina, um atomo sonda
correspondente a cada tipo de a&tomo do ligante sdo dados os valores de energia que pode ser
posteriormente usados pelo programa principal de docking se os atomos do ligante séo

encontrados perto destes pontos. Figura adaptada de Morris et al(Morris et al., 1998)

A metodologia de docking esta hoje bem estabelecida, mas ainda longe da perfeicao.
A maioria dos programas de docking existentes é capaz de predizer complexos proteina-
ligante com erro médio de 1,5-2,0 A e com taxa de sucesso de 70-80% (Sousa, Fernandes e
Ramos, 2006). No entanto o problema do docking ainda tem vérias deficiéncias ocultas, a
auséncia de uma funcdo de scoring capaz de combinar eficientemente a precisdo e
velocidade talvez seja um dos maiores problemas. Nesse sentido, diversos estudos buscam
desenvolver fungbes de avaliacdo que possam incluir os efeitos entrdpicos, eletrostaticos,
solvente e flexibilidade dos receptores no calculo da energia. Além disso, algoritmos de
busca mais efetivos em amostrar o espaco conformacional proteina-ligante sdo necessarios.
Para, além disso, é preciso ressaltar que os resultados de um experimento de docking
molecular ndo devem ser tomados como o resultado final de um estudo estrutural, mas sim
como um bom ponto de partida para uma analise mais precisa e profunda usando

metodologias mais sofisticadas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos altimos anos, dado o conhecimento da estrutura tridimensional de diferentes
dominios cataliticos das MMPs, intensas pesquisas tém sido realizadas com o intuito de se
obter inibidores sintéticos potentes e seletivos para as MMPs (Nuti, Tuccinardi e Rossello,
2007; Murphy e Nagase, 2008; Tu et al., 2008). No entanto, os resultados desfavoraveis
apresentados nos ensaios clinicos para a maioria dos compostos incentivou a pesquisa por
inibidores especificos com afinidade por zinco, presente no sitio ativo das enzimas, 0s
chamados ZBGs. As CMTs e outros derivados da TC fazem parte desse grupo de compostos.
Neste trabalho foi proposta a investigacdo da natureza da interagdo entre tetraciclinas
qguimicamente modificadas e MMPs, buscando avaliar aspectos estruturais, reatividade,
dindmica e implicacdes biologicas dessas interagdes.

Em geral, as maiores dificuldades em utilizar métodos computacionais no estudo da
interacdo de inibidores com as MMPs séo o tamanho da estrutura e a presenca de metais,
sendo que a primeira dificuldade é modelar o sistema de interesse em diferentes niveis de
complexidade. Nesse sentido, a estratégia adotada foi comecar modelando sistemas menores,
como por exemplo, partes do sitio catalitico, onde é possivel aplicar calculos ab initio (ou
DFT) puros. No segundo momento foram modelados sistemas mais complexos envolvendo
a estrutura experimental da MMP de interesse disponivel no banco de estruturas PDB. As
estruturas dos complexos das CMTs com as metaloproteinas foram primeiramente obtidas
através da metodologia de docking molecular. Em seguida um novo conjunto de parametros
para os atomos de Zn estrutural e catalitico da enzima foi calculado, validado e depositado
dentro do campo de forcas AMBER. Esses parametros foram entdo usados na simulacédo de
DM das estruturas dos complexos MMP-CMTs e uma completa andlise da estrutura e
dindmica desses complexos foi realizada. Por fim a reatividade dos ligantes foi avaliada com
o calculo da energia livre de ligacdo aplicando os métodos de integragdo termodinamica e
MM-PBSA. De modo que cada etapa do estudo mencionada sera descrita e discutida nas

secdes seguintes.
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3.1 INTERACAO DAS TETRACICLINAS QUIMICAMENTE MODIFICADAS COM O
[ON ZN(11) PRESENTE NO SIiTIO CATALITICO DAS MMPS: EVIDENCIAS PARA O
SIiTIO DE COORDENACAO DO METAL

Dentre as tetraciclinas quimicamente modificadas a CMT-3 ou COL-3 est4 em fase
mais avangada nos testes como antitumorais, pois ela atua inibindo a expressao e atividade
das gelatinases A e B, MMP-2 e MMP-9, respectivamente (Tu et al., 2008). Essas enzimas
degradam os principais componentes da membrana basal e, portanto, sdo essenciais a
progressdo celular, desempenhando um papel primério no mecanismo de metéstase. Outras
CMTs incluindo CMT-1, CMT-4, CMT-7 e CMT-8 (Figura 1.5) também apresentam
atividade antiMMP.

No entanto, os testes bioldgicos em diferentes linhagens de células tumorais mostram
um comportamento distinto entre as CMTSs. Testes in vivo com células de melanoma humano
(C8161) altamente invasivo e metastatico mostram que a CMT-3 pode diminuir em até 97%
a atividade da gelatinase A, enquanto que a CMT-7 inibe apenas 8% os niveis de atividade
extracelular da gelatinase(Seftor et al., 1998; Liu et al., 2001). A diferenca na poténcia das
CMTs como inibidoras de MMP pode ser um resultado direto das diferencas estruturais entre
as mesmas, diferencas essas que podem alterar a solubilidade e reatividade desses
compostos.

A TC e também os derivados da familia das CMTs possuem diferentes sitios
disponiveis para a coordenacdo com ions metalicos (Figura 3.1) e formam complexos com
ions como Mg(ll), Ca(ll), A1), Zn(I1), Pt(I1), entre outros(Asleson e Frank, 1975; Lee e
Everett, 1981; Machado et al., 1995; Matos e Beraldo, 1995; Wessels et al., 1998; Guerra et
al., 2006). Em geral, essa forte habilidade das TCs e andlogos em formarem complexos
metalicos € tida como um dos principais fatores para o potencial biolégico dessas moléculas,
uma vez que a coordenacdo com o metal pode interferir diretamente no mecanismo de agéo
desses compostos em nivel molecular. Nesse sentido, a aplicacdo de métodos tedricos para
investigar aspectos estruturais e propriedades termodinamicas do processo de complexacéao
com metais pode ser relevante para a elucidacdo do modo de acdo das CMTs como IMMPs.

Ha disponivel na literatura um grande namero de trabalhos que tem contribuido com
0 entendimento da quimica das tetraciclinas aplicando métodos tedricos para investigar
mudancas conformacionais, complexagdo com ions metalicos, interagdo com proteinas e
propriedades espectroscdpicas desses compostos (Dos Santos, De Almeida e Zerner, 1998b;
Duarte et al., 1999; Dos Santos et al., 2003; Othersen, Lanig e Clark, 2003; Leypold et al.,
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2004; Meindl e Clark, 2005; Aleksandrov e Simonson, 2006; Dos Santos et al., 2006;
Othersen et al.,, 2006; Marcial et al.,, 2008; 2009). Esses estudos tém auxiliado
experimentalistas na caracterizacdo do modo de coordenacao de ions metalicos, incluindo
Mg(II), Al(I11) e Pt(I1), que é uma tarefa dificil devido a existéncia de varios possiveis sitios

de coordenacao na molécula da TC e derivados.

OH o) O[H] o/ NH,
A\ M VAN, J

~

M Y, \Y,
Figura 3.1 Distintos modos de coordenacdo apresentados pelas CMTs (ilustrados para
CMT-3).

Foram realizados célculos quanticos de primeiros principios baseados na teoria do
funcional de densidade (DFT) para descrever a interacdo de diferentes CMTs (Figura 1.5)
com o ion Zn(Il) da enzima MMP. No primeiro momento foram explorados os distintos
modos de coordenacdo do metal nas CMTSs, incluindo os modos I-VI mostrados na Figura
3.1, considerando para isso a interagdo das mesmas com o ion Zn(ll) hexahidratado
([Zn(H20)6])*"). Em seguida foi usado como modelo molecular o ion Zn(ll) no sitio ativo da
gelatinase B (MMP-9) considerando a primeira esfera de coordenacdo do metal que
compreende His401, His405 e a His4ll(numerado de acordo com a estrutura
cristalografica). O modelo foi obtido de uma estrutura de cristalografia de Raios X de alta
resolucéo no Protein Date Bank (PDB cddigo 1L6J)(Elkins et al., 2002). Por fim, a estrutura
e a estabilidade dos complexos Zn(11)-CMT, foram discutidas como um primeiro esforco
para investigar o mecanismo de acdo das CMTs como inibidoras de metaloproteinases da

matriz.
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3.1.1 Tratamento tedrico

As CMTs consideradas neste estudo foram CMT-1, CMT-3, CMT-4, CMT-7 e CMT-
8 (ver Figura 1.5). Estas moléculas em comparacdo com outras CMTs e a propria TC
apresentam uma maior lipofilicidade relativa, sendo, portanto, melhor absorvidas pelo
organismo e células humanas administradas por via oral. As CMTs possuem apenas dois
grupos ionizaveis, devido a auséncia do grupo dimetilamdnio na posicao C4, por isso ndo
possuem um terceiro pKa como a tetraciclina. Dependendo do pH da solucdo, as CMTs
podem existir nas formas ndo ionizada (LHz) ou nas formas ionizadas LH™ (03) e L%
(03,012). Pinsuwan e colaboradores (Pinsuwan et al., 1999) usaram a técnica de
espectrofotometria para determinar as constantes de acidez da CMT-3, encontrando 0s
valores de 5,6+0,2 (pKal) e 8,35+0,07 (pKa2).

O presente estudo foi organizado em duas partes. Primeiramente todos os modos de
coordenacao possiveis, representados na Figura 3.1, foram testados para a CMT-1 e CMT-
3. Aescolha dessas duas CMTs especificas se deve a caracteristicas importantes das mesmas.
A CMT-1 foi a primeira tetraciclina ndo antibidtica a ser sintetizada e tem a estrutura mais
préximada TC, jaa CMT-3 é a mais simples das tetraciclinas, ndo possuindo nenhum ligante
nas posicdes C4, C5, C6 e C7. Além dos diferentes modos de coordenacdo, foram
consideradas também a geometria dos ligantes em suas diferentes formas ionizadas, ou
seja, LH2, LH e L%. O metal foi tratado como uma espécie hexahidratada, como mostra a
Equacéo (3.1).

[Zn(H,0)6)?>" + LHY - [Zn(LH,)(H,0),]?>** + 4H,0
~n=012ex=-2,-1,0 (3.1)

Na segunda parte desse estudo, os modos de coordenacdo mais estaveis para 0s
complexos CMT-1-Zn(ll) e CMT-3-Zn(ll) foram considerados na construcdo do modelo
com o sitio ativo da MMP-9 obtido da estrutura cristalografica da enzima (Elkins et al.,
2002).

Atualmente existe nos bancos de estruturas um grande numero de metaloenzimas
resolvidas por técnicas de cristalografia de Raios X ou RMN. As gelatinases A ¢ B
apresentam uma sequéncia primaria bastante semelhante, ndo s6 em humanos, mas também
em outras espécies, como mostra a Figura 3.2. A regido do dominio catalitico das enzimas €

altamente conservada e como na maioria das MMPs, sendo a primeira esfera de coordenagéo
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do zinco catalitico formada por trés histidinas (His401, His405 e His411) (Clendeninn e
Appelt, 2001).

Gelatinases

MMP2Humana Y S L F L VA AHEFGHAMGLTEHSOQDPGALMAZPII Y
MMP-2 Ratos Y SLFLVAAHETFGHAMGLTEHSQDPGALMATPII Y
MMP-2Coelhos Y S L F LV AAHETFGHAMGLTEHSAQDPGALMATPII Y
MMP9Humana ¥ S L FL V A AHEFGHATLGLDHSSVPEALMAPMY
MMP9Coelhos Y S L F LV AAHETFGHATLGLDHSSVPERLMAPMY
MMP-9 Ratos Y SLFLVAAHETFGHATLGLDHSSVPEALMATPILY

Figura 3.2 Estrutura priméria da regido do zinco catalitico das MMP-2 -9. A regido alinhada
corresponde aos residuos 393-423 da MMP-9 humana. Abreviacdes: A, alanina; R, arginina;
N, asparagina; D, acido aspartico; E, acido glutdmico; Q, glutamina; G, glicina; H, histidina;
I, isoleucina; L, leucina; M, metionina; F, fenilalanina; P, prolina; S, serina; Y, tirosina; V,

valina.

Para estudar a interacdo das CMTs com a enzima, adotamos a gelatinase B (MMP-
9) depositada no PDB sob o codigo 1L6J (Elkins et al., 2002), da qual somente a primeira
esfera de coordenagéo (His401, His405 e His411) foi considerada na construcdo do modelo.
A estrutura dos aminoécidos foi considerada na sua forma neutra, com os grupos COOH e
NH,. Todas as CMTs foram usadas como ligantes na forma totalmente desprotonada (L?),
como mostra a Figura 3.3. A estequiometria final dos complexos com o zinco catalitico foi
[Zn(L)(His)3].

R His, 401
His 401 —‘2_,_
<N \ / \
N + LZ- » <N
His 411 \ \ His 405
R / N/Zn\N/YR His 411 / /Zn\N/Y
N =
_J \_ /His 405 \() [E \—
N= N=— N
NH, O
L=CMT-3,CMT-1,CMT-4,CMT-7,CMT-8 R= H;C——CH—C——OH

Figura 3.3 Processo considerado no estudo da reagdo com o modelo do sitio ativo da MMP-
9.
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Todas as geometrias foram completamente otimizadas e caracterizadas como minimo
na superficie de energia potencial (Mackerell et al.) usando DFT com o funcional hibrido
B3LYP(Becke, 1988b; Lee, Yang e Parr, 1988). O conjunto de funcbes de base 6-31G(d)
foi usado para todos os atomos, incluindo o ion zinco (Curtiss et al., 1998; Rassolov et al.,
2001). A energia livre de reacdo (AGg4) foi calculada usando a Equagdo (3.2), na qual
AEg'=¢ vem da contribuicéo eletrdnica-nuclear e AGf ; da corrego térmica. Esta (ltima
contribuicdo € obtida utilizando o formalismo da termodinamica estatistica, o qual tem como
principios modelos simples como gasosa ideal, rotor-rigido e oscilador harménico(Jansen,
1999; Levine, 2000).

AGg gy = AEFS™™ + AGE , (3.2)

Recentemente, Ramos e colaboradores(Sousa, S. F., Fernandes, P. A. e Ramos, M.
J., 2007; Sousa, Carvalho, et al., 2009) demonstraram a acuracia e superioridade do
funcional B3LYP, em comparacdo com Hartree-Fock e até mesmo teoria de perturbacédo de
segunda ordem Moller-Plesset para sistemas biologicos contendo Zn. Neste sentido, embora
a avaliacdo sistematica de métodos de calculo ndo fosse objetivo do presente trabalho, foram
realizados célculos adicionais para avaliar o possivel efeito do conjunto de funcbes de base
e dos funcionais DFT na energia relativa dos complexos. Para isso foram realizados calculos
de energia usando um dos mais modernos funcionais DFT chamado M06(Zhao, Y. e Truhlar,
D. G., 2008). Para avaliar o efeito das func6es de base na energia, foram realizados calculos
de energia usando o conjunto de funcfes 6-311+G(2d,p) com os funcionais B3LYP e MO06,
nomeados como B3LYP/6-311+G(2d,p)// e M06/6-311+G(2d,p)//. Em todos os célculos
foram usadas as geometrias otimizadas no nivel B3LYP/6-31G(d).

Os calculos foram realizados também em solugdo (¢=78,39, correspondente a agua)
usando o modelo continuo polarizavel (PCM) dentro do formalismo IEF (Cances, Mennucci
e Tomasi, 1997; Cossi et al., 2002). A cavidade do soluto foi construida de acordo com o
esquema UAHF (Barone, Cossi e Tomasi, 1997), incluindo somente as contribuigdes
eletrostaticas para a energia de solvatacéo, como ja havia sido sugerido em trabalhos prévios
(Marcial et al., 2008; 2009).

A energia livre de reacdo em solucdo foi calculada de acordo com a Equacéo (3.3),
sendo o nivel B3LYP/6-31G(d) utilizado para o calculo da geometria, correcdo térmica e
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energia de solvatagdo. Todos os célculos foram realizados usando o programa Gaussian
09(Frisch et al.).

AGgaq = AGg g + 8AGsy (3.3)

Na Equacgdo (3.3) o ultimo termo na direita representa a diferenca de energia de
solvatagdo entre as espécies interagentes.

3.1.2 Estrutura e estabilidade dos complexos [Zn(LHx)(H20)2]*

As CMTs inibem a atividade das MMPs por mecanismo néo antimicrobial, atuando
como um ZBG. Na literatura ha varios trabalhos discutindo aspectos importantes quanto a
farmacocinética e lipofilicidade desses compostos (Seftor et al., 1998; Pinsuwan et al., 1999;
Liu et al., 2001; Shen et al., 2010). No entanto, quando atuam como ZBGs, nédo se sabe
muito sobre a estrutura do complexo formado com o zinco catalitico das enzimas, mas ha
evidéncias de que a reatividade das CMTSs esté diretamente relacionada a sua estrutura. Esta
relacdo é suportada por estudos realizados com o analogo CMT-5 (Figura 1.5), os quais
mostram que essa CMT néo apresenta atividade como inibidora de MMP in vitro (Nelson,
Hillen e Greenwald, 2001). Na CMT-5, os grupos carbonila C11 e hidroxila C12 séo
substituidos por &tomos de nitrogénios formando um anel de cinco membros, eliminando um
importante sitio de coordenacdo dos ions Zn(ll) e Ca(ll) (sitio VI na Figura 3.1). Essas
observacOes experimentais sugerem que o sitio 0O11-O12 esteja relacionado ao modo de
interacdo da CMT com o ion zinco presente no dominio catalitico das metaloproteinas. Nesse
sentido € importante explorar em nivel molecular as interacdes das CMTs com o ion zinco.

O zinco é um dos metais mais abundantes nos organismos humanos, e apresenta
algumas propriedades que o diferenciam de outros metais. Por exemplo, 0 zinco apresenta
esfera de coordenacdo flexivel, podendo adotar nimero de coordenacéo seis, cinco ou quatro
dependendo dos ligantes. A possibilidade de uma rapida troca de ligantes também é uma
caracteristica importante para o mecanismo catalitico de metaloenzimas. O zinco existe no
meio biolégico na forma do cation Zn(ll), apresentando uma camada d fechada
(configuragdo d% e geralmente forma complexos incolores que torna dificil a aplicagio
direta de técnicas experimentais na caracterizacdo desses compostos. Esta ultima
caracteristica € uma das grandes motivacdes para o uso de ferramentas computacionais no

estudo de sistemas contendo ions Zn(Il) (Sousa, Lopes, et al., 2009).

79



RESULTADOS E DISCUSSAO

Para definir os modos de coordenagdo mais estaveis dos complexos CMT-Zn(l1), o
processo (3.1) foi investigado na fase gasosa e em solugcdo aquosa. Foram propostos 18 sitios
distintos de coordenacdo para as CMT-3 e CMT-8, considerando as trés formas ionizadas
(LH2, LH" e L%). Para a forma neutra LH e ionizada LH" foram analisados cinco sitios de
coordenacdo, tendo sido propostos dois tautdbmeros para o sitio I11(03-Nam) e 1VV(O1-Nam)
na forma neutra (IIIA e IVA, respectivamente). Um total de sete estruturas para
[Zn(LH2)(H20)2]** e cinco para [Zn(LH)(H20).]* foram calculadas. Para o ligante na forma
completamente ionizada L?> foram calculados seis estruturas com estequiometria
[Zn(L)(H20)2], sendo um modo adicional na posi¢do O11-0O12 chamado de modo V1 (Figura
3.1). A Figura 3.4 mostra todas as estruturas otimizadas para os complexos CMT-Zn(l1) no
nivel B3LYP/6-31G(d).

Em todos os complexos mostrados na Figura 3.4, a CMT-1 e a CMT-3 coordenam-
se a0 metal de forma bidentada, com exce¢cdo do modo de coordenagdo VI(011-012),
proposto somente para os ligantes completamente ionizados. Neste caso a estrutura inicial
que apresentava o ion Zn(Il) coordenado aos &tomos O11- 012 sofre uma grande distor¢édo
e a geometria final apresenta o metal ligado aos &tomos O11-O1, com uma fraca interacédo
eletrostatica com 0 O12 (Figura 3.4a). Os comprimentos das ligacdes O11-Zn e O1-Zn foram
calculados e variam de 1,94-1,97 e 1,93-1,96 A, respectivamente. Ja a ligagdo O12-Zn varia
de 2,16 a 2,33 A, os quais estdo proximos de comprimentos tipicos de ligacdo para
complexos de zinco com tetraciclinas e com aminoécidos em metaloenzimas (Matos e
Beraldo, 1995; Dos Santos, De Almeida e Zerner, 1998b; Tamames et al., 2007). Entretanto,
esses resultados sugerem que a CMT quando ionizada atua como um ligante tridentado no
modo de coordenacdo VI(011-012-01), para o qual o metal apresenta uma esfera de
coordenacdo pentacoordenada (Figura 3.4a). Este modo de coordenacdo ja foi descrito para
outro complexo de zinco com o analogo 5a,6-anidrotetraciclina (AHTC), o qual foi
caracterizado comparando-se os espectros UV-Vis experimental (Matos e Beraldo, 1995) e
tedrico (Dos Santos, De Almeida e Zerner, 1998b). Parametros termodinamicos também
mostraram que o complexo tridentado é a espécie mais estdvel em solucdo agquosa do
complexo AHTC-Zn(Il).

Os valores para os principais angulos diedros dos complexos CMT-Zn(ll) sdo
mostrados na Tabela 3.1. As maiores distor¢des ocorrem no modo de coordenacdo VI, o0s
valores de w4:[C1,C2,C2am,02am] sdo -16,79° (CMT-1) e -16,71° (CMT-3). Esses valores

se devem a forte distor¢do no esqueleto da CMT, com a coordenag&o no sitio 011-012-01,
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a qual favorece a mudanca na conformacdo do grupo amina na CMT-1 e na CMT-3 para a
forma cis (ver Figura 3.4a).

[Zn(L)(H20)7] L = CMT-
1

1(03-Oam) 11(01-Oam) 111(03-Nam)

IV(O1-Nam)
V(012-01)
[Zn(L)(H20)s] L = CMT-
3
11(01-Oam)
1(03-0am) 111(03-Nam)

VI(011-012)
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Figura 3.4 Estruturas dos complexos CMT-Zn(Il) otimizadas no nivel B3LYP/6-31G(d).
(a) Complexos com ligantes na forma L%. (b) Complexos com o ligante LH". (c) Complexos

com ligante LHo.

[Zn(L)(H20)]* L= CMT-1

1(03-0am) 11(01-Oam)
-Oam
111{03-Nam)

V(012-01)

[Zn(L)(Hz0)2]" L = CMT-3

1(01-Oam)
1(03-0am) 111{03-Nam)

V(012-01)

Continuacao Figura 3.4
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[Zn(L)(H20)2]"? L = CMT-1

1(01-Oam)
1(03-0am) I11(03-Nam)

I11A(O3-Nam) IV(O1-Nam) V(012-01)

w»-

[Zn(L)(H20)2]*? L = CMT-3

1(03-0am) 11(01-Oam)

11(03-Nam)

IA(O3-Nam IV(O1-Nam) V(012-01)

\*] o

Continuacao Figura 3.4

Para o complexo com o ligante na forma L2 coordenados nos sitios 11(01-Oam) e

IV(O1-Nam) ocorre uma transferéncia do proton da agua para o O11 da CMT, levando a
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uma maior estabilizacdo desses complexos. Para os complexos com [Zn(LH)(H20)2]* e
[Zn(LH)(H20)2]*, a CMT-3 e a CMT-1 coordenam de forma bidentada e o centro metalico
apresenta geometria tetraédrica distorcida. O comprimento da ligagdo Zn-O varia de 1,87-
1,97 A, e a ligacdo Zn-N varia de 2,00-2,04 A. Os angulos O-Zn-O e O-Zn-N foram
calculados com valores de 90,6-106,6° e 85,4-96,4°, respectivamente. O sitio V(012-0O1) no

complexo [Zn(LH)(H20).]" sofre uma distor¢do levando a mudanca na conformacdo do

grupo amina para a forma cis, o que pode ser observado pelo valor do angulo de torsdo (wa)

apresentado na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Principais angulos diedros (°) para os complexos das CMTs com Zn(l1).

CMT-1
o1 46,76 57,37 56,28 57,47 55,12 22,90 45,43
LH, © 4583 57,73 52,14 57,34 54,58 25,20 39,64
w3 41,24 5339 50,64 51,66 50,26 24,29 44,48
o4 176,96 -25,83 -1531 -1152 -171,31 -168,30 -178,61
o1 5588 55,57 54,83 52,01 29,17
LH @2 55,87 57,89 54,56 54,60 31,43
w3 92,15 5259 50,94 49,79 31,48
os 176,19 -16,67 -47,61 -153,65 -19,57
o1 61,13 3336 38,80 32,90 51,52 46,10
L2 o 59,12 36,93 42,86 35,56 51,04 49,22
w3 99,76 31,17 40,14 31,56 50,27 41.14
w4 177,21 -1430 -7,09 -166,85 -143,02 -16,71
CMT-3
I I i 1A v IVA \ Vi
o1 46,05 5434 5588 57,73 19,35 44,38
LH, @ 4498 51,37 5154 57,59 21,73 38,66
w3 39,99 46,97 49,60 51,04 20,40 42,86
o4 177,32 12,01 -1591 -12,38 -167,04 -178,40
o1 96,55 5243 5584 56,59 47,40
LH @2 56,67 51,16 55,56 53,18 43,99
w3 952,01 4994 5114 48,92 48,87
w4 17453 7,93 -50,95 -130,12 33,27
o1 6099 32,32 60,39 31,00 51,12 45,44
2= 2 58,71 36,13 58,68 33,86 50,52 48,42
w3 57,93 29,85 57,25 29,30 49,26 34,59
os 170,98 -1 -44,46 -166,16 -140,41 -16,79
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o1: [012a,C12a,C4a,H4a], w2:[C4,C4a,C12a,C1], ws: [C12,C12a,C4a,Ch],
®4:[C1,C2,C2am,02am] (numeracdo de acordo com a Figura 3.1).

A maioria dos sitios mostrados na Figura 3.1 envolve a coordenacdo do metal com
atomos de oxigénio, a excecdo dos sitios I11(03-Nam) e IV(O1-Nam), nos quais o N
completa a esfera de coordenacdo. Os valores das distancias de ligacdo Zn-O nesses
complexos sdo sempre maiores do que as ligagdes Zn-N, o que sugere uma maior afinidade
do ion zinco pelo atomo de oxigénio. O carater mais fraco das ligagfes Zn-N pode ser
observado com o célculo do indice de ligagdo de Wiberg (Wiberg) para o complexo da CMT-
3 no modo 111(03-0Oam), com valores de 0,42 (Zn-0O) e 0,29 (Zn-N). Um fato interessante é
gue a maioria dos compostos estudados como inibidores de MMPs apresentam atomos de O
como ligante, como os inibidores derivados do acido hidroxamico.

A estabilidade dos complexos [Zn(LHn)(H20).]*** foi comparada em todos os niveis
de teoria estudados, e € mostrada na Figura 3.5. As estruturas mais estaveis no nivel
B3LYP/6-31G(d) foram usadas como referéncia. Em pH baixo, no qual a espécie LH; é
predominante, a coordenacdo do zinco ocorre preferencialmente no sitio V(012-01).
Entretanto, os sitios 11(03-Oam) e I(O1-Oam) sdo também estaveis, apresentando energia
similar a0 modo V. Sao estes também os sitios mais favoraveis para o caso do ligante na
forma LH", sendo o sitio Il o minimo global paraa CMT-1. Em pH alto, o sitio VI(011-012)
é 0 mais estavel, sequido pelo modo Il. Todos os sitios contém apenas atomos de O, aqueles
que contem atomos de nitrogénio sio aproximadamente 20 kcal mol™* menos estaveis. Como
mostrado na Figura 3.5, a ordem de estabilidade ndo muda com o nivel de teoria aplicado;
dessa forma, somente a energia livre de Gibbs obtida no nivel B3LYP/6-31G(d) sera
discutida nesta secéo.

A energia livre de Gibbs relativa (SAGRr) para o processo (3.1), a qual foi calculada
no nivel B3LYP/6-31G(d) em fase gasosa e em solucdo aquosa, é apresentada na Tabela 3.2.
Surpreendentemente, a estabilidade dos complexos em fase gasosa e em solucdo aquosa
apresenta 0 mesmo comportamento. Para os complexos [Zn(LH2)(H20)2]?*, a ordem de
estabilidade foi V > Il ~ I. No caso dos complexos com carga +1, os modos Il e | sdo
igualmente favoraveis, e em solucdo aquosa a diferenga de energia é proxima de 1,0 kcal
mol™. Para os complexos neutros [Zn(L)(H20).], 0 modo de coordenagdo VI(012-01) o
mais estavel, seguido pelos modos Il e I. A maior estabilidade do complexo VI tanto para
CMT-3 quanto CMT-1 atribuida ao modo tridentado de coordenacdo do Zn envolvendo os
atomos 011-012-01 do ligante (ver Figura 3.4).
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Figura 3.5 Energia de complexacdo relativa calculada em fase gasosa para 0os complexos
[Zn(LHn)(H20)2]**, onde n=0, 1, 2 e x="-2, -1, 0.

Como ja observado anteriormente para a energia relativa, os complexos nos quais o
Zn esta ligado a atomos de N sdo menos favoraveis (ver Tabela 3.2). Em geral, a ordem de
estabilidade mostrada na Tabela 3.2 foi idéntica aquela ilustrada na Figura 3.5, portanto, a
contribuicédo da energia térmica e de solvatacdo permanecem constantes. A partir dos valores
de energia relatados podemos concluir que o sitio de coordenacdo do Zn depende do pH do
meio. Especificamente, 0 modo 011-012-0O1 (anel BC) foi 0 mais estavel em pH baixo e
alto (formas LH: e L), e 0 modo 03-Oam-O1 (anel A) foi favoravel em meio neutro (LH-
). Em todos os casos, os sitios de coordenagéo envolvendo somente dtomos de O sdo mais

favoraveis do que aqueles que envolvem também &tomos de N.
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Tabela 3.2 Energia livre de Gibbs relativa (SAGr valores em kcal mol™) em fase gasosa e
em solucdo aquosa (valores em colchetes) calculados no nivel B3LYP/6-31G(d) para os
distintos sitios de coordenacdo da CMT-1 e CMT-3.

CMT-1 CMT-3

LH, LH- L% LH, LH- L%
| (03-Oam) 6,77 [8,63] 6,90 [1,01] 47,1[3,00] 6,9[8,6] 0,00[0,00] 459 [3,52]
11 (01-0am) 8,69 [5,15] 0,00[0,00] 8,7[10,6] 14,4[12,0] 0,41[1,74] 5,54 [4,79]
11l (O3-Nam)  37,4[19,1] 39,7[22,6] 5581[26,8] 37,9[19,1] 32,8[217] 79,7 [26,5]

1A (03-Nam) 70,6 [32,8] - - 70,0 [33,5] - -
IV (O1-Nam) 26,3[17,2] 33,1[20,9] 37,4[31,1] 33,3[24,1] 29,5[23,2] 358][29,3]
IVA (O1-Nam) 32,0 [26,9] - - 32,1[7,1] - -
V (01-012)  0,00[0,00] 255[19,2] 22,7[8,2] 0,00[0,00] 8,03[153] 21,2[7,86]
VI (011-012) - - 0,00 [0,00] - - 0,00 [0,00]

Este estudo inicial, como descrito na Equacgdo (3.1), permitiu identificar os sitios
preferenciais de ligacdo do ion Zn na molécula de CMT baseado na estabilidade dos
complexos com os ligantes CMT-3 e CMT-1. No entanto, o objetivo consiste em avaliar o
modo de interagdo das CMTs com o0 ion Zn presente no sitio ativo das metaloproteinas.
Desse modo, a préxima etapa do trabalho foi considerar um modelo molecular que mimetize
0 zinco catalitico da MMP-9. Entender o mecanismo de complexagdo da CMT com o zinco
é fundamental, tendo em vista que se espera que 0 modo de acdo desses compostos seja pelo

bloqueio do sitio ativo das enzimas.

3.1.3 Complexos das CMTs com modelo do zinco catalitico da MMP-9

As interagcOes entre as CMTs e o0 zinco ativo da MMP-9 foram investigadas
considerando somente a primeira esfera de coordenacao que contem os aminoacidos His401,
His405 e His411 (Figura 3.3). O modelo foi obtido da estrutura cristalografica da pré-forma
da gelatinase B (MMP-9) humana, a qual foi resolvida com resolucéo de 2,5 A por Elkins e
Colaboradores (Elkins et al., 2002). Os dominios da enzima foram deletados, incluindo o
pré-dominio inserido dentro do sitio ativo através da coordenagdo da cadeia lateral do
aminoacido cisteina ao zinco presente no dominio catalitico da enzima. Esta ligacdo é

rompida quando a enzima € ativada, permitindo o zinco ativo interagir com o substrato
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especifico ou com o inibidor da MMP. Diversos estudos tém relatado a aplicacdo de modelo
simples do sitio ativo de enzimas, os chamados modelos miméticos, para elucidacdo do
mecanismo de acdo de diversas enzimas e seus inibidores (Diaz, Suarez e Sordo, 2006;
Tamames et al., 2007). E conhecido que a estrutura eletronica do metal e da sua vizinhanca
desempenha importante papel nos processos cataliticos das enzimas. Portanto, a
representacdo do metal e da primeira esfera de coordenacédo parece ser uma boa aproximagao
para o estudo de reacGes que ocorrem no sitio ativo da enzima. Esses modelos pequenos
tratados com mecanica quantica tém sido aplicados no estudo da estrutura e mecanismo de
varias enzimas (Linder e Rodgers, 2004; Diaz, Suarez e Sordo, 2006; Gupta, 2007). Logo,
para definir o sitio preferencial para coordenacdo das CMTs com o zinco, o modelo
simplificado deve ser, em principio, suficiente.

As CMT-1, CMT-3, CMT-4, CMT-7 e CMT-8 foram consideradas nesta etapa, na
forma L%, na qual todos os sitios de coordenacdo sdo acessiveis. Baseados nos resultados
obtidos para os complexos [Zn(LHn)(H20)2]***, somente os sitios de coordenagdo mais
estaveis foram tratados, incluindo os modos 11(0O1-Oam), V(012-01) e VI(011-012). As
geometrias dos ligantes livres e dos complexos foram otimizadas no nivel B3LYP/6-31G(d).
Os célculos de energia foram realizados para os complexos nos niveis B3LYP/6-
311+G(2d,p)// e com o funcional M06 com os conjuntos de funcdes 6-31G(d) e 6-
311+G(2d,p). Os parametros termodindmicos da reacdo mostrada na Equacdo (3.4) serdo

discutidos, bem como as energias e estruturas dos complexos formados.

[Zn(His);]?* + L2~ - [Zn(L)(His);] (3.4)

Os comprimentos de ligacdo do metal-ligante foram comparados com o modelo
obtido da estrutura de Raios X (Elkins et al., 2002).

Antes de discutir as energias de complexagdo dos modos, algumas caracteristicas dos
complexos devem ser consideradas. Em todas as estruturas a coordenagao envolve atomos
de O e os ligantes CMTs atuam como bidentados. As tetraciclinas sdo conhecidas pela sua
flexibilidade conformacional, podendo adotar diferentes formas, de acordo com o solvente
e 0 pH do meio (Meindl e Clark, 2005). Particularmente, o processo de conversdo da forma
estendida (no inglés extended (EXT)) para a dobrada (no inglés folded (FLD)) foi
considerado, o qual envolve a pseudo rotacdo da ligacdo C4a-C12a (ver Figura 3.6) e pode
ser monitorada através do valor do angulo diedro O12a-C12a-C4a-H4a (w1) (ver Figura 3.1

para a numeragao).
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Figura 3.6 Representacdo da mudanga na conformacéo estendida (a)—dobrada (c) prevista
para o complexo [Zn(CMT-3)(His)s] e a variagcdo angulo diedro O12a-C12a-C4a-H4a (wy).

A estrutura intermediaria mostrada em (b) foi obtida apds 72 etapas da otimizacao.

Na forma EXT o valor de w: varia de 50-60° e o valor na conformacéo dobrada é ao
redor de -60° (Dos Santos et al., 2003). Estudos tedricos indicam que essas geometrias
diferem entre si por poucos kcal mol™ (Dos Santos, De Almeida e Zerner, 1998a; Meindl e
Clark, 2005; Othersen et al., 2006); desse modo, é praticamente impossivel identificar
condicdes sob as quais esteja presente exclusivamente uma Unica espécie. As TCs podem
mudar de conformagdo quando ocorre a coordenagdo com um metal. Distintos sitios de
coordenacdo sdo disponiveis para diferentes formas espaciais dos ligantes da familia das TCs
(Othersen, Lanig e Clark, 2006).

No complexo [Zn(CMT-L)(His)z], a mudanga conformacional da forma EXT para a
forma FLD foi prevista para L=CMT-3. A Figura 3.6 mostra as estruturas obtidas durante a
otimizagdo do complexo no modo VI, sendo o processo EXT—FLD claramente seguido
como ilustrado na Figura 3.6. Na geometria inicial (Figura 3.6a), o valor de o1 =47,2°¢e a

geometria atribuida é estendida (Dos Santos et al., 2003). A geometria obtida apds 72 etapas
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de otimizacéo (Figura 3.6b) apresenta w1 = 5,5°. Para a geometria completamente otimizada
o1 = -60,8°, sendo a geometria atribuida como FLD. A interconversao foi favorecida pela
forte ligacdo de hidrogénio entre o0 O3 do ligante e o grupo amino da His411(03---HNH =
1,95 A). Uma segunda interacao responsavel pela estabilizacdo da forma dobrada envolve o
grupo Nam da CMT-3 e 0 HN da His405 (H2N---HN(His405) = 2,0 A), ilustrada na Figura
3.7. No entanto, essas interacdes sdo mais dificeis de ocorrerem no ambiente do sitio ativo

da proteina, no qual a flexibilidade do amino&cido é menor.

14

Nam (CMT-3) - HN (His405)
—— 03 (CMT-3) - HNH (His411)

12

Distancias (A)

0 T T y T T T ' T Y T Y T . T z
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Etapas da otimizagéo

Figura 3.7 Interagcdes importantes ao longo da otimizacdo da geometria para 0 complexo
[Zn(CMT-L)(His)s] que favorecem a mudanca conformacional, calculados no nivel
B3LYP/6-31G(d).

Os parametros estruturais dos compostos calculados nos niveis B3LYP/6-31G(d) sdo
mostrados na Tabela 3.3. Os comprimentos das ligagdes Zn-ligante foram aproximadamente
2,1 A, independentemente do tipo de ligante, sugerindo que o centro metalico Zn é
pentacoordenado. Um importante aspecto estrutural a ser discutido é o grau de trigonalidade
do centro metalico nos complexos. Este parametro foi calculado de acordo com a Equacéo
(3.5).

=8 —a)/60°, (3.5)
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na qual, B e o se referem ao maior angulo na esfera de coordenacdo do metal como mostra

0 esquema 3.1.

Esquema 3.1. Esquema usado para o célculo do grau de

_> trigonalidade (7).

Esse pardmetro é usado para compostos pentacoordenados, nos quais para t=1 a
geometria possui simetria Dan perfeita (bipiramide trigonal) e para t=0 a geometria € Cay
(piramide de base quadrada)(Addison et al., 1984).

A andlise do pardmetro t revela um comportamento interessante na coordenacdo do
ion Zn no anel A das CMTs, mais precisamente no sitio 11(O1-Oam). O grau de trigonalidade
é proximo de zero para todos complexos, especialmente CMT-3 e CMT-1 (tr = 0,1), 0 que
sugere que a geometria do centro metalico € uma piramide de base quadrada quase perfeita
(ver Figura 3.8a, c). Por outro lado, quando coordenado no sitio V(012-01) e VI(012-011)
o valor do grau de trigonalidade é préximo de 1,0, como mostrado na Tabela 3.3. Em
particular, para o complexo com CMT-8 no modo V, t = 0,9, para 0 complexo da CMT-1
no modo VI, Tt = 0,9, e para a CMT-3 também no modo VI, T = 0,8. Todos esses complexos
envolvem coordenacéo nos anéis A, B ou C das CMTs; e neste caso, a geometria ao redor
do centro metalico é uma bipiramide trigonal quase perfeita (ver Figura 3.8b,d,e). Esses
resultados sugerem que a geometria do zinco depende do sitio de ligagdo, e ndo da CMT
especificamente. Como discutido previamente o zinco pode assumir diferentes geometrias,

dependendo do sitio de coordenacédo (Sousa, Lopes, et al., 2009).
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Tabela 3.3 ParAmetros estruturais (distancias em A e angulos em °) calculados no nivel
B3LYP/6-31G(d) para os complexos [Zn(L)(His)z], onde L corresponde as distintas CMTSs.

ZN(His401) ZN(His411)
Zn- Zn- Zn- Zn-
Molecules -Zn- -Zn- T
o? N(His401) N(His405) N(His411)
N(His405) o?

> MMP-9b - 2,05 2,21 2,26 107,27 - -
%
CMT-1 2,07 2,04 2,07 2,10 116,64 151,77 0,13
CMT-3 2,00 2,04 2,06, 2,27 107,48 157,68 0,11
€ CMT4 208 2,05 2,06 2,15 120,82 159,61 0,37
§ CMT-7 2,02 2,05 2,10 2,12 136,29 174,64 0,64
S cMT8 2,03 2,05 2,06 2,19 118,07 164,81 0,52
CMT-1 2,03 2,05 2,11 2,16 134,88 173,79 0,65
CMT-3 2,03 2,08 2,09 2,21 105,99 171,38 0,68
g MT4 207 205 2,10 2,10 127,64 170,58 0,72
& CMT-7 201 2,06 2,12 2,15 133,76 172,31 0,64
g CMT-8 2,02 2,07 2,08 2,17 128,16 180,00 0,86
CMT-1 2,04 2,03 2,06 2,16 115,65 171,02 0,89
__ CMT3 2,05 2,06 2,07 2,14 124,65 170,23 0,76
g CMT-4 2,04 2,06 2,06 2,14 112,17 168,84 0,74
=  CMT-7 2,03 2,05 2,07 2,16 114,19 170,48 0,66
55)— CMT-8 2,00 2,04 2,08 2,19 115,25 166,17 0,72

A analise da estrutura de Raios X do complexo da MMP-9 com o inibidor
hidroxamato (Rowsell et al., 2002) revela que o ion Zn(ll) esta coordenado a His405,
His401, His411l e aos dois atomos de O do ligante. O centro metalico apresenta uma
geometria pentacoordenada distorcida, proxima de uma pirdmide de base quadrada perfeita
(t = 0,1). Outra estrutura de Raios X da MMP-9 com um inibidor do tipo carboxilato
(Tochowicz et al., 2007), similar a CMT, foi analisada. Os resultados mostram que o metal
tem numero de coordenagdo cinco e uma geometria proxima de uma pirdmide de base
quadrada. (t = 0,1). Quando coordenado no sitio I, a CMT-1 e a CMT-3 interagem com 0
anel imidazol da histidina (His401), o que leva a diminuicdo do angulo His401-Zn-O e

His411-Zn-O (ver Tabela 3.3.) reduzindo o grau de trigonalidade.
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Figura 3.8 Geometrias otimizadas no nivel B3LYP/6-31G(d) para o complexo
[Zn(L)(His)3], sendo L CMT-1/11(01-Oam) (a), CMT-3/VI(012-011) (b), CMT-4/11(O1-
Oam) (c), CMT-8/VI1(012-011) (d) e CMT-7/ V(012-01) (e).
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A Tabela 3.4 mostra a energia livre de Gibbs do processo ilustrado na Equacao (3.2)
em fase gasosa (AGr,g) € em solucdo aquosa (AGRr aq) para todos os complexos [Zn(L)(His)s].
Em geral, todos os processos sdo termodinamicamente favoraveis, exceto quando o nivel
B3LYP/6-311+G(2d,p) foi aplicado, mostrando varios valores de AGr,aq>0. A ordem de
estabilidade depende do sitio de coordenagdo e da estrutura do ligante. No entanto, em todos
0s complexos considerados, 0 modo mais espontaneo para a coordenacdo do zinco em fase
gasosa, foi o sitio 11(0O1-Oam) para CMT-1, -4, -7 e -8, e o sitio VI(012-O11) paraa CMT-
3. Este mesmo comportamento foi observado em solugdo aquosa, com excecdo da CMT-8
quando aplicado um conjunto de fungdes de base triple-zeta (M06/6-311+G(2d,p)). Neste
caso, o sitio VI foi calculado como o mais favoravel para coordenacao do metal em solucéo,
0 que leva a conclusdo de que o sitio II(CMT-1, -4 e -7) e VI(CMT-3 e -8) sdo 0s mais
favoréveis para a ligagéo do ion Zn(ll). A energia livre de Gibbs das rea¢des em fase gasosa
e em solugcdo aquosa foi calculada a partir da Equacdo (3.2) e (3.3), respectivamente.
Somente o primeiro termo do lado direito da Equacéo (3.2) (Angg‘””C) foi obtido em todos
0s niveis de teoria, os termos referentes a correcéo térmica (AG,{Q) e de solvatacao (6AGs,;)
foram tomados do célculo no nivel B3LYP/6-31G(d). Como mostrado na Tabela 3.4, é
significante o efeito do solvente na espontaneidade dos processos pelo fato dos reagentes
serem espécies carregadas e os produtos compostos neutros (ver Equacao (3.1)). Apesar dos
inconvenientes apresentados pelo modelo continuum no tratamento de espécies idnicas, 0s
resultados obtidos em solucdo para as reacfes com as CMTs parecem razoaveis quando
comparados com processos similares envolvendo outros analogos da tetraciclina (Matos e
Beraldo, 1995).

Antes de discutir a relacdo estrutura-reatividade das CMTSs, é importante destacar o
efeito do nivel de teoria na energia de reacdo. As energias de reacdes calculadas com o
funcional MO06 foram cerca de 4-7% menores (valores mais negativos) que 0S
correspondentes dados no nivel B3LYP. Quando o conjunto de funcgdes de base aumenta, a
energia de reacdo também aumenta de 8-9%; portanto, os valores calculados usando o nivel
M06/6-311+G(2d,p) sdo mais satisfatdrios, equilibrando ambos os efeitos. Por isso somente

esses valores sdo discutidos nesta secdo (penultima coluna da Tabela 3.4)
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Tabela 3.4 Energia livre de Gibbs (em kcal mol?) para a formagido do complexo
[Zn(L)(His)3] com L = CMT-1, -3, -4, -7 e -8.

AGRrg [AGR ag]? Log B P¢
B3LYP/ MO06// B3LYP// MO06// M6/
6-31G(d) 6-31G(d) 6-311+G(2d,p) 6-311+G(2d,p) 6-311+G(2d,p)
CMT-1
Il (O1-Oam) -286,5[-28,3] -300,8[-42,7] -263,7[-5,55] -283,1[-24,9] 18,3
V (01-012) -257,4[-14,1] -272,5[-29,3] -238,2[5,06] -257,1[-13,9] 10,2
VI (011-012) -261,5[-17,8] -271,9[-28,2] -241,9[1,77] -255,9[-12,3] 9,0
CMT-3
Il (O1-Oam) -284,2[-20,7] -299,4[-37,0] -262,4[0,00] -282,8[-20,5] 15,0
V (01-012) -257,4[-8,36] -269,6[-21,7] -237,8[10,0] -253,8[-5,92] 4,3
VI (011-012) -293,6[-24,5] -308,3[-40,4] -269,0[-1,00] -289,7[-21,7] 15,9
CMT-4
Il (O1-Oam) -293,7[-27,9] -312,4[-48,8] -269,5[-5,91] -294,9[-31,3] 23,0
V (01-012) -270,7[-17,4] -287,7[-36,7] -249,3[1,71] -271,8[-20,8] 15,3
VI (011-012) -272,7[-16,2] -288,2[-34,0] -251,7[2,55] -272,9[-18,6] 13,6
CMT-7
Il (O1-Oam) -274,1[-13,9] -293,7[-35,0] -250,7[8,08] -276,8[-18,1] 13,3
V (01-012) -262,6[-18,0] -276,2[-33,1] -243,2[-0,03] -260,5[-17,3] 12,7
VI (011-012) -257,5[-16,1] -268,9[-29,0] -238,8[1,07] -253,7[-13,8] 10,1
CMT-8
Il (O1-Oam) -28509[-23,3] -304,1[-43,5] -261,1[-0,50] -286,3[-25,7] 18,8
V (01-012) -266,3[-22,6] -279,8[-38,1] -2455[-3,83] -252,0[-10,3] 76
VI (011-012) -258,2[-22,5] -267,6[-33,9] -239,5[-5,82] -262,7[-29,0] 21,3

& A notacdo // usada para o nivel de teoria indica que a geometria foi otimizada no nivel
B3LYP/6-31G(d). ° Calculado usando os valores de energia obtidos no nivel MO06/6-
311+G(2d,p)/I. O logB=-AGRr,aq/1,364. ¢ O valor experimental de log = 15,59 +0,01 para o
complexo AHTC-Zn(ll) (Matos e Beraldo, 1995) .

Como ja foi descrito previamente, a reacdo do ion Zn(ll) com CMT-1 ocorre
preferencialmente no sitio 11, ja para a CMT-3 o sitio VI foi levemente mais favoravel (1,2

kcal mol™). As geometrias desses modos sdo mostrados na Figura 3.8a,b. Comparando os
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valores da energia livre de reacdo para CMT-1 e CMT-3 (Tabelas 3.2 e 3.4), podemos
observar que a CMT-3 apresenta 0 mesmo comportamento, com o sitio VI mais estavel. No
entanto, para a CMT-1, o modo 11 é cerca de 12,6 kcal mol™ menos estavel do que o modo
VI gquando o modelo bioldgico é considerado. A ordem de estabilidade dos complexos com
a CMT-4 ¢ idéntico ao previsto para CMT-1 (Il >V ~VI, ver Tabela 3.4). As estruturas
dessas moléculas s&o similares, diferindo apenas na posi¢do C7 (ver geometria do modo Il
na Figura 3.8c). Para CMT-7 o modo Il é o mais estavel, entretanto, o0 modo V é igualmente
estavel e foi somente 0,8 kcal mol™* menos favoravel em solugdo. Diferente das outras CMTS,
a CMT-7 néo possui 0 grupo OH na posi¢cdo C12a, o que pode influenciar na coordenacao
no sitio V(012-01). A geometria do modo V para a CMT-7 esta mostrada na Figura 3.8e.

A relacdo estrutura-reatividade para os complexos com CMT-8 é similara CMT-3, e
a seguinte ordem de estabilidade foi observada: VI > |1 >V. Um fator estrutural comum entre
esses dois ligantes é a auséncia do grupo OH na posicdo C6. A CMT-8 possui um grupo
hidroxila na posicdo C5, semelhante ao seu analogo antimicrobiano mais direto, a
doxiciclina (ver Figura 1.4).

A interacdo do analogo AHTC (ver Figura 1.4) com ion Zn(ll) em solucdo aquosa
foi estudada por Beraldo e Matos (Matos e Beraldo, 1995) aplicando espectroscopia de
dicroismo circular. Os resultados deste estudo sugerem que 0 zinco se coordena no sitio
VI(012-011), e a constante de formacdo do complexo AHTC-Zn(ll) (em escalas
logaritmicas) foi igual a log B = 15,59 + 0,01. A Tabela 3.4 mostra os valores das constantes
de formacao dos complexos CMTs-Zn(1l) no nivel M06/6-311+G(2d,p) em solucdo aquosa.
Embora exista uma grande diferenca entre o sistema experimental e modelo tedrico, 0s
valores das constantes de formacdo dos complexos foram comparados. Os resultados
experimentais sugerem que a coordenagdo com 0 zinco ocorra no sitio VI, o qual é
igualmente favoravel para a CMT-3 (log B = 15,9) e CMT-8 (log B = 21,3). A principal
diferencga entre as CMT-3 e -8 e as demais € a auséncia do grupo OH na posi¢do C6, o que
parece estabilizar o modo VI. Similarmente ao analogo doxiciclina (Acharya et al., 2004;
Lee et al., 2009; Shen et al., 2010), a qual é uma efetiva inibidora de MMP, e também néo
contém o grupo OH na posicdo C6, o que sugere que a presenca da hidroxila dificulta a
coordenacao do metal na posicdo O12-O11.

Até o presente momento, o mecanismo molecular de inibicdo das MMPs pelas
tetraciclinas quimicamente modificadas ndo foi completamente descrito. Entretanto, a
relacdo estrutura-atividade das CMTs ja foi observada. As diferencas estruturais entre as
CMTs afetam a habilidade das mesmas em interagir com proteases. No presente estudo foi
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demonstrado que a estrutura das CMTs interferem na coordenagdo com o ion Zn(l1) presente
no sitio ativo das MMPs. Baseados na energia relativa, mostrada na Tabela 3.4, os analogos
CMT-3 e CMT-8, com o sitio VI(012-011) como preferencial para a coordenacdo do ion
Zn(11), apresentam um comportamento interessante. Para as outras CMTSs o sitio preferencial
foio Il ou V (ver Tabela 3.4). Portanto, considerando o modelo simples do ambiente quimico
do zinco catalitico das MMPs reagindo com o conjunto de CMTSs, as propriedades estruturais
e energéticas determinadas no presente estudo sugerem que a CMT-3 e CMT-8 apresentam
caracteristicas diferentes para a coordenagdo com o zinco, o que pode estar relacionado com

a atividade distinta dessas moléculas enquanto IMMP.
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3.2 ESTUDOS DE DOCKING MOLECULAR NA MODELAGEM DOS COMPLEXOS
DA METALOPROTEINASE MMP-2 COM OS LIGANTES CMTS

Como discutido anteriormente, as tetraciclinas quimicamente modificadas estédo
entre os candidatos mais promissores a inibidores das metaloproteinases da matriz (Tu etal.,
2008). A inibicdo das MMPs é uma estratégia terapéutica para o tratamento de diversas
patologias, sobretudo aquelas que estéo relacionadas a progresséo celular, como o cancer.
Considerando os numeros relacionados a essa doenca, que a classifica como um problema
de satde publica mundial (Inca, 2011; Nci, 2013), hd um grande esforgo em identificar novos
inibidores sintéticos de MMPs (ver Tabela 1.2). No entanto, o tnico IMMP disponivel no
mercado, a doxiciclina (ver Figura 1.4), é usado no tratamento de doencas periodontais e
atua inibindo a atividade das MMP-7 e -8 (Kumar et al., 2008). Outros analogos da TC vém
sendo testados frente a diferentes linhagens de células tumorais. Atualmente o composto em
fase mais avancada é a CMT-3 (Col-3 ou metastat®), que estd em fase Il de testes clinicos
como um antimetastatico(Clendeninn e Appelt, 2001). Entre outros, o metastat inibe MMP-
2 e MMP-9, impedindo a metastase em modelos pré-clinicos de cancer de prostata. A fase
Il de testes tem mostrado bons resultados em modelos de sarcoma de Kaposi (Tumor
maligno do endotélio linfatico)(Tu et al., 2008). A despeito de tudo o que ja foi obtido de
estudos com testes bioldgicos in vivo e in vitro, € preciso ressaltar que ainda ndo ha muita
informacdo sobre o mecanismo de a¢do das CMTs como IMMPs.

Na secdo anterior do presente estudo, foram empregadas metodologias teéricas na
investigacdo do modo de coordenacdo das CMTs com o ion Zn(ll) presente no sitio ativo
das MMPs. Essa interacdo ligante-metal também foi avaliada usando um modelo mimético
do sistema bioldgico que foi construido a partir da estrutura cristalografica da MMP-9 e
continha a primeira esfera de coordenacdo do metal (His401, His405 e His41l). Em
metaloproteinas a estrutura eletrénica do metal e da sua vizinhanga imediata é fundamental
para o processo catalitico das enzimas. Por isso 0 uso de modelos pequenos usando métodos
de mecénica quantica é frequentemente aplicado no estudo de sitios ativos de enzimas e
mecanismos de reacdo enzimatica (Diaz, Suarez e Sordo, 2006; Himo, 2006; Sousa,
Carvalho, et al., 2009). No entanto, para entender em nivel molecular o mecanismo de a¢ao
das CMTs, enquanto inibidoras das MMPs, é preciso modelar a interacdo com toda a
proteina para incluir os efeitos estruturais e energéticos do ambiente proteico além da esfera

de coordenacdo do zinco. Neste sentido, nesta secdo sera apresentado o estudo da
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modelagem molecular dos complexos de diferentes CMTs com o dominio catalitico da
MMP-2 baseado na metodologia de docking molecular.

3.2.1 Tratamento tedrico

As estruturas de Raios X das gelatinases A (MMP-2) e B (MMP-9) humana foram
obtidas do Protein Data Bank. A estrutura da MMP-9 foi resolvida por Rowsell e
colaboradores (Rowsell et al., 2002) (codigo PDB, 1GKC) com uma resolucdo de 2,3 A ea
estrutura da MMP-2 foi resolvida por Dhanaraj e colaboradores (Dhanaraj et al., 1999)
(codigo PDB, 1QIB) com resolucdo de 2,8 A. Todas as moléculas de agua foram removidas
e 0s atomos de hidrogénio adicionados a enzima em pH 7,0.

As estruturas dos ligantes CMT-n (n=1, 2, 3, 4, 6, 7 e 8) foram otimizadas usando o
DFT com o funcional hibrido B3LYP(Becke, 1988a; Lee, Yang e Parr, 1988) e o conjunto
de fungdes de base 6-31G(d)(Curtiss et al., 1998; Rassolov et al., 2001) para todos os
atomos. O mapa de potencial eletrostatico (MEP) para as geometrias otimizadas foi gerado
usando o utilitario do Gaussian09(Frisch et al.), CUBEGEN. As isoenergias de contorno dos
MEPs foram calculadas e sobrepostas numa superficie de densidade eletrénica constante de
0,2 e/bohr® usando o programa Gaussianview 5.0.

Os ligantes foram docados dentro do sitio ativo da enzima usando 0s programas
AutoDockTools e AutoDock 4.0 (Morris et al., 2009). Os arquivos de entrada no formato
adequado para o AutoDock foram gerados usando o programa VsLab (Cerqueira et al.,
2011). As cargas atdmicas para os ligantes foram calculadas no nivel B3LYP/6-31G(d). Um
modelo ndo ligado foi usado para o atomo de zinco e os seguintes parametros foram
adotados: raio de van der Waals = 1,1 A; profundidade do poco potencial = 0,25 kcal mol™;
carga = +2,0e (Stote e Karplus, 1995). A grade utilizada para os estudos de docking foi
definida como 80x80x80 A centrada no atomo de zinco catalitico da enzima e com 0,275 A
de espago entre os pontos da grade. Como parametro para o docking molecular, foi
empregado o algoritmo genético lamarckiano ou AGL. O nimero de conformacdes previstas
para as simulacdes foi de 100, e 0 nimero maximo de corridas realizadas pelo algoritmo foi
27.000. As 100 conformacGes de menor energia foram selecionadas pelo programa como as
melhores conformac@es dos ligantes nos sitios receptores. As melhores poses dos ligantes
dentro do sitio ativo das MMPs foram escolhidas baseadas em dois critérios: a funcdo
scoring do programa AutoDock (Morris et al., 1998) e na menor distancia entre os ligantes

CMT-n e 0 atomo de zinco catalitico.
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A estrutura da MMP-2 usada neste estudo estava complexada com o inibidor
hidroxamato, mas as coordenadas do inibidor ndo foram depositadas no PDB, por isso para
validar o protocolo de docking adotado neste estudo foi realizado um experimento de re-
docking com a MMP-9 complexada com o hidroxamato-reverso (N-formil hidroxilamina)
(cddigo PDB 1GKC) (Rowsell et al., 2002). As conformacdes e todas as principais
interagOes foram analisadas e seréo discutidas.

3.2.2 Validacéo do protocolo de docking

Para validar o protocolo de docking adotado neste estudo, primeiramente foi
realizado um experimento de re-docking usando a estrutura da MMP-9 complexada com o
hidroxamato-reverso. As moléculas de dgua foram removidas, bem como a molécula do
ligante, que foi novamente ancorado dentro do sitio ativo da MMP-9 seguindo o protocolo
descrito acima.

Foram realizados varios testes variando os parametros da grade e também para o
atomo de zinco. O ponto mais delicado dentro do protocolo de docking a ser adotado no
estudo de sistemas envolvendo metais € justamente os parametros para o metal. No caso das
MMPs, o &tomo de zinco pode ser tratado com parametros obtido em outros estudos, como
discutido por Shelver e Hu (Hu e Shelver, 2003). Neste estudo 0s autores usaram 0S
parametros de vdW obtidos por Stoke e Karplus (Stote e Karplus, 1995) (r = 1,1 A; £ = 0,25
kcal molt) para o atomo de zinco no processo de re-docking de quarenta complexos
diferentes de MMPs/ligantes com estrutura conhecida, e mostraram bons resultados com
diferentes programas de docking. No entanto o uso da carga formal +2e para o &tomo de Zn
pode ndo ser realistico, uma vez que a carga deve estar distribuida pelos atomos coordenados
ao metal. Por isso os autores (Hu e Shelver, 2003; Hu, Balaz e Shelver, 2004) sugerem que
num estudo de docking é importante uma avaliacdo dos pardametros a serem usados para o
zinco, os quais podem ser determinantes, principalmente em estudos envolvendo MMPs.
Neste sentido, na presente tese foram avaliados trés valores diferentes de carga para o atomo
de zinco, e ainda diferentes parametros de grade. A Figura 3.9 mostra os resultados desses
pardmetros em funcdo do desvio médio quadratico, RMSD (Root Mean Square deviation),
que é uma medida muito usada para a geometria tridimensional de moléculas para comparar
duas conformac6es de um dado conjunto de pontos, tipicamente &tomos. No geral, para um
conjunto de &tomos idénticos presentes em duas conformacdes diferentes, a analise por

RMSD fornece uma medida da diferenca entre esses dois conjuntos de &tomos. O docking
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pode ser avaliado baseado no RMSD entre as estruturas obtidas no docking e a estrutura de
Raios X, que deve ser menor que 2A para ser aceitavel. O RMSD é calculado a partir da

relacdo abaixo:

N
1
RMSD = | (xei = xa)? + (et = Ya)? + (2t = )7 (3.6)
i=1

Nesta Equacao X, Yc, Zc Sa0 as coordenadas atdbmicas da estrutura cristalografica e xq,

Yd, Z4 S0 as coordenadas atdmicas das estruturas obtidas com o docking.
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Figura 3.9 Pardmetros da grade versus RMSD entre as estruturas do docking e de Raios X
para diferentes cargas no atomo de zinco. Os valores entre parénteses referem-se ao

espagamento da grade.

Os dados mostrados na Figura 3.9 sugerem que neste caso € razoavel usar a carga
formal +2e para o zinco e os parametros de grade como 80x80x80 e 0,275 A de espaco entre
0s pontos da grade. Esse conjunto de parametros levou a estrutura do complexo MMP-
9:hidroxamato-reverso com menor RMSD, 0,61 A. A estrutura obtida no docking foi
sobreposta a estrutura de Raios X como mostrado na Figura 3.10. Foi verificado que as

principais interac6es de hidrogénio entre o inibidor e o sitio ativo da MMP-9 foram mantidas,
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definindo assim o protocolo de docking a ser aplicado na determinacdo dos complexos da
MMP-2 com as CMT-n.

S1’ pocket

Figura 3.10 Sobreposigdo do inibidor hidroxamato-reverso ancorado dentro do sitio ativo
da MMP-9 (1GKC)(Rowsell et al., 2002). A conformacdo experimental estd mostrada na

cor amarela, e a conformacéo obtida com o docking estd mostrada na cor azul.

3.2.3 Estrutura dos ligantes CMT-n

As geometrias dos ligantes CMT-n (Figura 3.11) foram otimizadas no nivel
B3LYP/6-31G(d) e o mapa de potencial eletrostatico foi calculado no mesmo nivel e séo
mostrados na Figura 3.11. Nessa figura esta ilustrada apenas a isossuperficie de potencial
negativa, que apresenta o0 mesmo perfil para todos os ligantes CMT-n. De fato, esse potencial
estad localizado principalmente sobre os atomos de oxigénio do grupo carbonila C3-C2 no
anel A da CMT, e também sobre o0s grupos -dicetona nos carbonos C11 e C12 dos anéis B-

C da CMT. Essas regides representam um forte potencial como aceitadores de ligacdes de
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hidrogénio, que poderia vir a estabilizar o ligante no complexo formado com sitio ativo da

proteina, atraves das interaces com as cadeias laterais dos aminoacidos da regido.

Figura 3.11 Estruturas das tetraciclinas quimicamente modificadas e 0 mapa de potencial
eletrostatico gerado no nivel de teoria B3LYP/6-31G(d).

As duas regides com maior concentracao de densidade de carga negativa séo bastante
importantes para a tetraciclina e todos os seus derivados. A regido do anel A é a Gnica regido
conhecida dessa familia que apresenta flexibilidade conformacional, podendo adotar
diferentes formas, de acordo com o solvente e o pH do meio(Meindl e Clark, 2005), como
discutido na secédo 3.1.3. Estudos envolvendo mecénica quantica e mecanica molecular para
tetraciclina e alguns analogos verificaram a existéncia das conformacdes estendida, dobrada
e torcida (Dos Santos et al., 2003; Othersen et al., 2003; Aleksandrov e Simonson, 2009). A
segunda regido sobre o0 anel B-C-D é um sitio comum nas tetraciclinas de coordenagdo com
metais alcalinos e alcalinos terrosos (Lee e Everett, 1981; Desiqueira et al., 1994; Machado
et al., 1995; Matos e Beraldo, 1995; Aleksandrov e Simonson, 2006). O mecanismo de agédo
das tetraciclinas como antibidtico passa pela interacdo com proteinas ribossomais como a
TetR,(Scholz et al., 2003) onde ocorre a coordenagdo dos 0O11-012 com ions metélicos

bivalentes Ca(ll) e Mg(ll). Este é também considerado o principal sitio de ligacdo para as
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CMTs com o ion Zn(1l) das MMPs. Esta ideia surge do fato do andlogo CMT-5, para o qual
esse sitio ndo esta disponivel para coordenacdo, ndo inibir a atividade das MMPs in
vitro(Ryan et al., 2001). Na secdo 3.1 deste trabalho foram discutidos os resultados que
mostram que para modelos pequenos do sitio ativo das MMPs interagindo com as CMTs a
coordenacdo do ion Zn(Il) com o sitio 011-012 é o mais favoravel para os analogos CMT-
3e CMT-8.

3.2.4 Modelagem molecular dos complexos MMP-2:CMT-n

A primeira etapa para explorar a interagéo dos complexos MMP-2:CMT-n foi aplicar
0 experimento de docking molecular para identificar as estruturas mais estaveis dos
complexos. As CMT-n foram ancoradas dentro do sitio ativo da MMP-2 (codigo PDB 1QIB)
e as melhores poses foram analisadas. A Figura (3.12) ilustra a isossuperficie da MMP-2 e a
posicdo das diferentes CMT-n dentro do sitio ativo, caracterizadas como as mais estaveis,

com menor energia de ligacdo, dentro das 100 solucdes obtidas no AutoDock.

Figura 3.12 Isossuperficie da MMP-2 com as CMT-n ancorados dentro do sitio ativo da

enzima.
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Com excecdo da CMT-3 todos os outros ligantes apresentam uma conformacao
semelhante dentro do sitio ativo da MMP-2. As CMT-n apresentam o sitio 011-012
préximos do ion zinco catalitico da enzima, a distancia média entre o ion Zn(ll) e o atomo
011 da hidroxila e 0 012 da carbonila foram 2,01+017 e 1,91+0,11 A, respectivamente
(Figura 3.13). Esses valores sugerem que as CMT-n estdo na esfera de coordenacdo do metal,
como observado experimentalmente para os inibidores da familia dos hidroxamatos.

A melhor pose obtida com o docking para o ligante CMT-3 mostra a molécula dentro
do bolso S1° ou bolso de seletividade ja que é a principal diferenca estrutural entre as
diferentes MMPs, e que no caso das gelatinases tem uma forma de um canal ou tunel
hidrofébico que conduz até o solvente. Este resultado pode ser explicado pelas diferencas
estruturais entre as CMT-n, uma vez que a CMT-3 é 0 analogo da tetraciclina com a estrutura
mais simples por ndo apresentar nenhum substituinte nas posi¢cdes C4, Cé6 e C7 (Figura 3.11).
Entretanto a CMT-3 esta envolvida numa série de intera¢fes hidrofébicas com residuos da
proteina como mostrado na Figura 3.13. Esta observacédo sugere que o impedimento estérico,
devido aos grupos volumosos, sobretudo na posicdo C6, determina como as CMT-n
interagem com o sitio ativo da MMP-2. Neste ponto é importante lembrar que a segunda
geracdo de inibidores das MMPs foi desenhada para que tivessem um substituinte capaz de
interagir dentro do tinel S1° e S2°, além de interagirem com o ion zinco através do grupo
hidroxamato. Neste contexto, todas as CMT-n com excecdo da CMT-3 possuem um
substituinte na posicdo C6 e isso explicaria a maior especificidade e poténcia bioldgica
apresentada pela CMT-3.

Uma analise das melhores soluc@es obtidas com o docking baseadas na energia de
ligacdo do AutoDock (Lowest Docked binding Energy, LDBE) (Figura 3.14) para 0s
complexos MMP2:CMT-n mostram que a CMT-3 (-10,33 kcal mol™) € o ligante com maior
afinidade pelo sitio ativo da MMP-2, seguido pelo ligante CMT-7 (-9,12 kcal mol?). O
ligante CMT-2 apresenta a menor afinidade pelo sitio ativo. Esse comportamento parece
estar em acordo com testes experimentais que mostram que a CMT-3 é a mais ativa na
inibicdo da atividade enzimatica da gelatinase na linhagem de células C8161 de melanoma
humano extremamente invasivo e metastatico (Seftor et al., 1998). Neste mesmo tipo de
célula foi observado que a CMT-2 ndo inibia a atividade enzimatica da MMP-2.

As melhores poses das CMT-n dentro do sitio ativo da MMP-2 foram caracterizadas
através da metodologia de docking molecular e serdo usadas como ponto de partida para um

estudo mais completo da interacdo das CMT-n com as MMPs aplicando simulagéo de DM.
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Figura 3.13 Principais interagdes proteina-ligante nas melhores solugdes do docking.
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Figura 3.14 Energia de ligacdo do AutoDock (Lowest Docked binding Energy, LDBE) para
as CMT-n com a MMP-2.
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3.3 DESENVOLVIMENTO DE UM NOVO CONJUNTO DE PARAMETROS PARA 0OS
IONS ZN(ll) DE ACORDO COM O CAMPO DE FORCAS AMBER

A importancia das MMPs para processos fisiologicos e patologicos ja foi
amplamente discutida (Gupta, 2007; Murphy e Nagase, 2008; Li et al., 2009; Roy, Yang e
Moses, 2009), justificando o fato de obter inibidores potentes e seletivos para MMPs poder
representar uma inovacdo terapéutica. Mas, embora essa busca venha ocorrendo
intensamente nas Ultimas duas décadas ainda ndo se obtiveram os resultados esperados.
Neste sentido € sabido da necessidade de combinar metodologias tedricas sofisticadas com
métodos experimentais na tentativa de identificar os fatores estruturais especificos de cada
MMP. No contexto de metodologias tedricas, um dos grandes desafios € tratar em nivel
molecular todo o sistema alvo, com as simula¢fes de DM representando uma forte estratégia
para o estudo de sistemas macromoleculares como as MMPs.

Como descrito na secdo 2.4 a DM é fundamentada na mecénica classica, as moléculas
sdo tratadas como um conjunto de atomos ligados e a energia é entdo obtida como um
somatorio de diferentes contribuicdes (ligacao, angulos, diedros, termos nao ligados), sendo
cada termo uma func¢édo individual previamente parametrizada para um dado conjunto de
tipos de atomos. Essa funcédo é conhecida como campo de forcas da MM e é dependente dos
parametros individuas para cada tipo de a4tomo. Portanto, para aplicar um determinado
campo de forcas na simulacéo de um sistema de interesse é necessario que todos os atomos
do sistema possuam parametros (constantes de forca e posicdes de equilibrio) definidos para
aquele campo de forcas.

A maioria dos campos de forca foi parametrizada para moléculas organicas e
sistemas bioldgicos e raramente para metais de transicdo. No entanto, muitos sistemas
biolégicos sdo dependentes de metais como Fe, Mo, Co, Zn entre outros. Por isso na
literatura ha diversos trabalhos abordando a descricdo tedrica dos ions metélicos nas
metaloenzimas. Aqvist e Warshel (Aqvist e Warshel, 1993) aplicaram os chamados “atomos
Dummy” (modelos de atomos ficticios que permitem manter as geometrias do composto)
para representar ions metalicos em diferentes metaloenzimas. Este método foi
extensivamente testado e mostrou ser capaz de descrever energia livre de solvatacdo e
estrutura de pequenos modelos contendo metais de transicdo como ions Mn(Il) com
geometria octaédrica em solugdo (Aqvist e Warshel, 1990), ions Zn(ll) tetraédrico em
anidrase carbonica humana e carboxipeptidase A (Aqvist e Warshel, 1992; Kilshtain e

Warshel, 2009), sistemas binucleares de Zn(Il) em metalo-p-lactamases de bactérias (IMP-
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1 e IMP-6)(Oelschlaeger, Schmid e Pleiss, 2003) e ions Mg(Il) octaédrico no sitio ativo
binuclear da DNA polimerase (Oelschlaeger et al., 2007). A maior limitacdo dessa
aproximacdo € a auséncia de ligacGes covalentes ou vinculos na esfera de coordenacao do
metal para manter a geometria.

Como alternativas, duas aproximagoes séo usadas para modelar campos de forca para
ions metalicos: método ndo-ligado (nonbonded method), no qual os termos ndo ligados de
van der Waals e eletrostaticos sdo usados para modelar as interagdes metal-ligante, e o
método ligado (bonded method), onde as interacdes entre o metal e o ligante/proteina sao
descritos por termos ligados fixando a ligacdo covalente (Stote e Karplus, 1995; Donini e
Kollman, 2000; Hou, Zhang e Xu, 2001; Hou, Guo e Xu, 2002; Hu e Shelver, 2003; Hu,
Balaz e Shelver, 2004; Zhang et al., 2004). No caso de proteinas contendo ions zinco ambos
0s modelos ja foram usados. Domini e Kollman (Donini e Kollman, 2000) realizaram
calculos com MM-PBSA para alguns ligantes complexados com diferentes MMPs usando o
modelo ndo-ligado para os atomos de zinco. Zhang e colaboradores (Zhang et al., 2004)
reportaram um estudo com simulacao de DM e perturbacéo da energia livre para o complexo
MMP-2:hidroxamato usando um modelo ligado para o zinco.

No desenvolvimento da presente tese, o objetivo era simular complexos das MMPs
com inibidores CMT-n. As MMPs sdo dependentes de zinco e célcio, todas as enzimas dessa
familia possuem pelo menos trés ions Ca(ll) com funcdo estrutural e dois ions Zn(ll), um
deles com funcdo estrutural (Figura 3.15a) e 0 segundo esta no sitio catalitico da enzima e é
chamado de zinco catalitico (Figura 3.15b). Para realizar o estudo era preciso adotar um
modelo para tratar esses metais. Todos os ions Ca(ll) foram tratados com o modelo néo-
ligado proposto por Agvist (Agvist, 1990), que vem sendo usado com sucesso em simulagdes
envolvendo MMPs. Para o ion Zn(Il) estrutural (Zn2) foi adotado um modelo ligado, onde
foi tratado explicitamente as ligacdes do ion Zn2 com os atomos dos aminoacidos His190-
Ne, His175-Ng, His203-Ng e Aspl77-04. Para o zinco catalitico (Znl) foi empregado um
modelo hibrido ligado/néo-ligado, uma aproximacéo na qual as ligacdes do ion Znl com o0s
atomos dos aminodacidos His226-Neg, His230-N¢ e His236-Ne¢ foram tratadas explicitamente,
porém as ligacGes do metal com o inibidor foram representadas por um modelo né&o-ligado.
E possivel considerar essa uma aproximacao bastante razoavel, pois representa as ligagoes
covalentes metal/enzima e ao mesmo tempo garante a flexibilidade do inibidor diante do
sitio de ligagdo com a enzima. O campo de forcas escolhido foi o0 AMBER (ver secéo 2.3
para mais detalhes) e foram parametrizados explicitamente ligacdes, angulos e cargas
associadas com os ions Znl e Zn2 e a interacdo desses com a MMP.
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Figura 3.15 Esfera de coordenacao dos ions Zn(1l) das MMPs.

Os parametros constantes de forca e posi¢des de equilibrio para os ions Znl e Zn2
foram calculados usando métodos quéanticos, testados, validados e depositados dentro do
campo de forca AMBER para posteriormente serem usados nas simula¢ées de DM para 0s
sistemas MMP-inibidores. As etapas da parametrizacdo estdo resumidas no Esquema 3.2 e

serdo discutidas nesta secao.
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Esquema 3.2 Etapas realizadas na parametrizacdo dos ions Zn das MMPs.
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3.3.1 Tratamento tedrico

Foram construidos dois modelos moleculares, um para o zinco catalitico (Z1) e um
para o zinco estrutural (Z2), a partir da estrutura cristalografica da MMP-9 complexada com
0 hidroxamato-reverso (codigo PDB 1GKC) como ilustrado na Figura 3.16. A modelagem
convencional das cadeias laterais dos aminoacidos foi utilizada, isto é, o aspartato e a
histidina foram modelados por acetato e metilimidazol. O inibidor foi modelado pelo grupo
funcional do hidroxamato. As curvas de energia potencial foram construidas a partir da
varredura de variaveis ao redor dos valores de equilibrio (ou scans) para estiramento das
ligagdes e deformacdo angular, a geometria foi completamente otimizada usando o funcional
hibrido B3LYP e o conjunto de funcdes de base 6-31G(d) para os &tomos dos ligantes. Para
0 zinco foi empregado o pseudopotencial de Stuttugart/Dresden (Andrae et al., 1990) e o
correspondente conjunto de bases SDD para os elétrons de valéncia (conjunto de bases
8s6p3d para a valéncia do Zn). Para o zinco catalitico (Z1) um scan semirrigido foi aplicado,
mantendo o grupo funcional do hidroxamato fixo, isso foi feito porque o interesse era

calcular parametros para interacdo zinco/enzima.

Modelo Zn catalitico Modelo Zn estrutural
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Figura 3.16 Modelos moleculares para o zinco catalitico e estrutural da MMP e as cargas
atébmicas (u.a.). Para o calculo dos pardmetros relativos as ligagdes e aos angulos R=CH3 e

para o calculo das cargas R completa o aminoacido histidina e acido glutamico.

A constante de forca da vibracdo da ligacao (k,) e a constante de forca associada a
deformacéo angular (kg) foram obtidas pelo ajuste de uma fungéo polinomial de segunda

ordem para os dados de referéncia. Os parametros angulares foram calculados para o caso
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em que o zinco era o atomo central, para os angulos em que o Zn era 0 atomo terminal os
dados foram obtidos da literatura (Tuccinardi et al., 2006). Todos os parametros associados
aos diedros que envolvem as interacdes Zn-ligante foram definidos como zero (Zimmer,
1995; Sousa, Sergio Filipe, Fernandes, Pedro Alexandrino e Ramos, Maria Joao, 2007). Esta
aproximac&o tem sido utilizada com sucesso no estudo de varias metaloenzimas com o metal
ligado covalentemente (Zimmer, 1995; Diaz e Suarez, 2007; Sousa, Sergio Filipe,
Fernandes, Pedro Alexandrino e Ramos, Maria Joao, 2007). A razdo é que simplifica o
tratamento computacional do sistema, conferindo certo grau de flexibilidade para o sitio
ativo, sem comprometer a descricdo exata da primeira esfera de coordenacdo do metal.
Todos os célculos quéanticos foram realizados usando o programa Gaussian09.

Para o calculo das cargas primeiramente foi construida uma representacao
eletrostatica adequada para o sitio catalitico e estrutural das MMPs. As cargas RESP
(Restrained ElectroStatic Potential)(Bayly et al., 1993; Cieplak et al., 1995) foram derivadas
do calculo quéantico no nivel B3LYP/6-311++G(3df,2pd) para os ions de zinco e sua
vizinhanca quimica (Figura 3.16). Os modelos foram construidos a partir da mesma estrutura
usada no calculo da constante de forcas, mas foi incluido o residuo de aminoacido completo
na esfera de coordenacdo do metal. Esses modelos também foram otimizados no nivel
B3LYP/SDD/6-31G(d). As cargas RESP para o ligante hidroxamato foram derivadas do
calculo no nivel HF/6-31G(d). Depois de obtidos os parametros para o campo de forca
(constantes de forca, posicdes de equilibrio e as cargas) foram construidos 0s novos arquivos
de biblioteca do AMBER descrevendo as duas esferas de coordenacgéo dos ions zinco.

Para testar os parametros obtidos e verificar se eles poderiam ser usados para nossas
simulacdes de DM, submetemos a estrutura cristalografica da MMP-9 complexada com o
hidroxamato-reverso a 12 ns de simulacdo de DM. O pacote de dindmica molecular AMBER
10 foi usado em todo o processo. Para a enzima foi usado o campo de forcas AMBER(Wang
et al., 2004; 2005) modificado com o conjunto de parametros calculados e para o inibidor
hidroxamato foi usado o campo de forca GAFF (Weiner et al., 1984), o qual foi
parametrizado para moléculas organicas. O sistema foi solvatado usando um modelo de 4gua
TIP3P em uma caixa periddica retangular com uma distancia minima de 12 A entre a enzima
e os lados da caixa. Todos os atomos de hidrogénio foram adicionados e ions de sodio foram
colocados utilizando o programa Leap para neutralizar as cargas negativas do sistema.

Todo o sistema foi submetido a um protocolo de refinamento de quatro estagios antes
de realizar a simulacéo de DM, utilizando 0 médulo SANDER do AMBER 10. Na primeira

etapa, restricdes (50 kcal mol™) foram usadas para fixar todos os atomos do sistema exceto
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as posicdes das moléculas de agua. Em seguida, na segunda etapa, as restricdes foram
aplicadas apenas para 0s atomos pesados, e na terceira etapa foi limitado aos carbonos alfa
(CA) dos aminoacidos. Na ultima etapa todo o sistema foi minimizado, sem forcas de
restricao.

Trajetorias de DM foram executadas, tomando como partida a estrutura minimizada
do complexo MMP-9:hidroxamato-reverso, utilizando o modulo PMEMD incluido no
pacote AMBER 10 e considerando as condic¢des periodicas de contorno para simular um
sistema continuo. O algoritmo SHAKE(Ryckaert, Ciccotti e Berendsen, 1977) foi
empregado para manter todas as ligac6es envolvendo &tomos de hidrogénio rigidas e o passo
de integracdo da simulacdo foi de 2,0 fs. O método de Particle-mesh Ewald (PME) foi usado
para contabilizar as interacdes eletrostaticas, e o cutoff de 10 A foi considerado para as
interacdes ndo-ligadas. O complexo foi equilibrado por 50 ps seguido de 12 ns de simulacédo
de DM a pressdo constante (1 atm) e temperatura de 300 K. Este tempo de simulacdo €
suficientemente grande para amostrar adequadamente as varidveis estruturais que foram
parametrizadas, como comprimentos de ligacdo e angulos, que apresentam uma dinamica
rapida.

Para verificar a validade dos parametros desenvolvidos (Sousa, Sergio Filipe,
Fernandes, Pedro Alexandrino e Ramos, Maria Joao, 2007; Steinbrecher e Labahn, 2010), a
trajetéria da DM foi analisada com 0 médulo PTRAJ do AMBER 10, com maior énfase dada
para a esfera de coordenacdo do zinco. Esses resultados foram comparados com um conjunto
de estruturas de Raios X de diferentes MMPs, bem como com pequenos modelos de sitio
ativo das MMPs calculados com o método de quimica quéntica.

3.3.2 Determinacéo dos parametros do potencial

Os novos parametros sdo destinados a ser uma extensdo do campo de forcas AMBER.
Dessa forma os tipos de atomos foram definidos de acordo com o campo de forcas. Para
levar em consideracéo a especificidade das duas esferas de coordenacdo do zinco, em termos
dos comprimentos de ligagdo, angulos e cargas, um total de oito novos tipos de 4&tomos foi
introduzido para 0 Zn e 0s tomos que estdo diretamente coordenados a ele. A nomenclatura
estd ilustrada na Figura 3.16 para a esfera do zinco catalitico e estrutural. Algumas
modificagdes foram feitas no banco de dados do AMBER e no arquivo PDB da enzima. Para
0 zinco estrutural (Z2) foram definidos os novos residuos HI1, HI2, HI3 e AS1 representando
HIS190, HIS203, HIS175 e ASP177, respectivamente. Para o zinco catalitico (Z1) foram
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definidos os novos residuos HIA, HIB e HIC representando HIS401, HIS405 e HIS411,
respectivamente (os nimeros dos residuos estdo de acordo com a estrutura 1GKC).
Os parametros discutidos aqui foram calculados considerando a seguinte expressao

do campo forca AMBER para termos de ligacao e angular (Ey;g4 € Egng):

Etotar = z Elig + Eang + Etors + Evaw + Eele (3.7)
sistema
Bug= ) Ke(r=m)? (38)
ligacao
Fang = ). Ko(6 = 60)" (3.9)
angulo

3.3.2.1 Parametros para ligagdes e angulos

Os comprimentos de ligacdo e angulos que envolvem o atomo de Zn sdo
influenciados pela natureza dos ligantes que estdo na sua esfera de coordenacéo. Entéo todas
as ligacGes contendo zinco e todos os angulos cujo zinco era o atomo central foram
parametrizados para o0s dois modelos, catalitico e estrutural.

As curvas de energia resultante do ajuste de uma funcdo polinomial de segunda
ordem foram usadas para o célculo das constantes de forca (k,) e (kg), € estdo ilustradas na
Figura 3.17. As estruturas otimizadas no nivel de teoria B3LYP/SDD/6-31G(d) dos modelos
usados nos calculos também sdo mostradas na Figura 3.17. Os valores de equilibrio dos

comprimentos das ligacGes e dos angulos foram determinados a partir desses modelos.
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Figura 3.17 Curvas usadas na parametrizacao das ligagdes e angulos para o zinco catalitico
(Z1) e estrutural (Z2) (valores de energia calculados no nivel B3LYP/SDD).
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Os parametros de ligacdo e angulo determinados para as duas esferas de coordenacao
do zinco séo apresentados na Tabela 3.5. Um total de seis ligacOes e sete angulos foi
parametrizado. As cargas atdbmicas RESP calculadas para os atomos chaves na esfera dos

ions zinco estdo ilustradas na Figura 3.16.

Tabela 3.5 Parametros de ligagéo e angulos para enzima MMP-9:hidroxamato-reverso.

Ligacoes Req (A) K: (kcal mol'A2)
Z1-NX 2,09 66,4

Z1-NY 2,09 66,4

Z1-NzZ 2,20 37,0

Angulos 0 (°) Ko (kcal mol'rad?)
NX-Z1-NY 113,1 15,6

NX-Z1-NZ 96,33 33,0

NY-Z1-NZ 96,33 33,0

Ligagdes Req (A) K: (kcal mol'A2)
Z2-02 1,98 72,2

Z2-NV 2,05 78,9

Z2-NU 2,09 59,3

Angulos 0 (°) Ko (kcal mol'rad?)
NV-Z2-NU 107,7 15,2

NV-Z2-NV 116,3 13,5

02-Z2-NU 96,9 32,4

02-Z2-NV 113,1 17,9

3.3.2.2 Parametros de van der Waals (vdW) e eletrostatico

De acordo com diferentes estudos envolvendo metaloenzimas, os parametros de vdwW
podem ser considerados como transferiveis entre ambientes bastante semelhantes. Dessa
forma, para os atomos diretamente coordenados ao zinco os parametros de van der Waals
foram atribuidos a partir dos tipos de atomos AMBER mais proximos dos existentes no
campo de forcas AMBER padréo (Weiner et al., 1984; Cornell et al., 1995).

As cargas foram obtidas com o método RESP, para o qual as cargas sao derivadas do

potencial eletrostatico. Foi realizado o calculo para o zinco e a sua esfera de coordenacéo no
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nivel B3LYP/6-311++(3df,2dp) para obtencdo do potencial eletrostatico (ElectroStatic
Potential - ESP). A partir do ESP gera-se a distribui¢do das cargas nas moléculas e 0 método
RESP geram as cargas a partir dessa distribuicdo, portanto é dependente do método de
calculo usado (Guadagnini, Bruns e Desouza, 1996). Esse calculo foi feito aplicando o
funcional B3LYP por ser o mais indicado para os sistemas contendo ions metalicos (Suarez,
Brothers e Merz, 2002; Yao et al., 2005).

Neste processo, os modelos utilizados incluiram os carbonos alfa (CA), além dos
atomos ja considerados nos modelos usados para gerar as constantes de forca e ilustrados na
Figura 3.16. Foram construidos a partir da estrutura cristalografica da MMP-9: hidroxamato-
reverso (LGKC) e otimizados no nivel B3LYP/SDD/6-31G(d). As cargas parciais para 0s
atomos ligados aos CA foram obtidas a partir dos aminoacidos correspondentes no campo
de forca FF99 (Cornell et al., 1995), e fixadas durante o procedimento de ajuste RESP,
admitindo que ndo ocorra nenhuma alteracao significante nas cargas desses atomos devido
a interacdo metal-ligante. As cargas geradas estao ilustradas para ambos os modelos do zinco

estrutural e catalitico na Figura 3.16.

3.3.3 Validagéo dos parametros

Os dois conjuntos de parametros desenvolvidos para a esfera de coordenacdo dos
atomos de Zn catalitico e estrutural foram aplicados na simulacdo do complexo da MMP-9:
hidroxamato-reverso. Os parametros estruturais foram usados para validar o novo conjunto
de parametros desenvolvidos e o0s resultados foram comparados com a estrutura
cristalografica. E importante mencionar que um protocolo de validacdo mais geral deveria
envolver energias como propriedades de referéncia, como abordado recentemente por
Warshel e colaboradores (Oelschlaeger et al., 2007), no entanto, as energias de solvatacéo
para 0s modelos experimentais representativos de enzimas ndo sdo facilmente disponiveis,
com isso a utilizacdo de dados estruturais na validacdo dos novos parametros tem sido feita
em diversos trabalhos (Zhang et al., 2004; Sousa, S. F., Fernandes, P. A. e Ramos, M. J.,
2007; Lin e Wang, 2010).

A Tabela 3.6 apresenta os valores medios obtidos da simulacdo de MD para as
ligagdes e angulos parametrizados, calculados considerando os valores instantaneos obtidos
acada 0,2 ps (ap6s 1 ns inicial). A Figura 3.18 ilustra a variacdo do desvio quadratico médio

(RMSD) com o tempo para os carbonos alfa e a esfera de coordenagéo dos ions Zn catalitico
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e estrutural. A Figura 3.19 representa a variagdo no tempo das ligagcbes e angulos
parametrizados para 0 Zn estrutural e o Zn catalitico (ap6s 1 ns inicial).

Tabela 3.6 Os valores médios e desvios-padrédo obtidos da simulacdo de MD para as ligacdes

e angulos parametrizados.

Comprimento de ligacdes médio + desvio (A)

Zinco catalitico (Z1)

Z1-NX 1,99+0,07

Z1-NK 2,03+0,06

Z1-Nz 2,10+0,09
Zinco estrutural (Z2)

Z2-NV 2,04+0,06

Z2-NU 2,16+0,07

Z2-02 2,17+0,06

A anélise do RMSD para os atomos de carbono alfa (CA) do esqueleto peptideo e
para 0s atomos da esfera de coordenacdo dos ions zinco indica que as geometrias das duas
esferas de coordenacdo de Zn foram mantidas durante todo o tempo de simulacéo (Figura
3.18). O mesmo comportamento foi observado para os comprimentos de ligagéo e os angulos
parametrizados para as esferas de coordenacdo do zinco estrutural e catalitico na MMP-9
(Figura 3.19). A aproximacdo da mistura dos modelos ligado e ndo-ligado utilizadas para o
ion zinco catalitico (Z1) foi satisfatoria para representar a esfera de coordenacao de Zn. A
Figura 3.20 mostra a estrutura da MMP-9:hidroxamato-reverso (LGKC) apés 12 ns de

simulacdo utilizando parametros otimizados.
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Figura 3.18 Variacdo do desvio quadratico médio (RMSD) para os carbonos alfa e a esfera

de coordenacdo dos ions Zn catalitico e estrutural (definida de acordo com a Figura 3.16) ao

longo da simulacdo de MD para o complexo MMP-9:hidroxamato-reverso.
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Figura 3.19 Os valores médios acumulados da simulacdo de MD para as liga¢des e angulos

parametrizados para as esferas de coordenagdo dos Zn catalitico (Z1) e estrutural (Z2) na

MMP-9 calculado apds 1ns de simulacao.
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Os valores para os comprimentos de ligacéo da esfera de coordenagéo dos ions zinco
foram comparados diretamente com dados experimentais de estruturas cristalograficas de
Raios X de seis MMPs diferentes (os codigos PDB e resolucéo estdo mostrados na Figura
3.21), bem como valores obtidos de calculos quanticos com modelos pequenos (B3LYP/6-
31G(d)). Os resultados sdo ilustrados na Figura 3.21 para os dois sitios de zinco. Da Figura
3.21 fica claro um bom acordo entre os resultados obtidos da DM com os parametros recém
desenvolvidos e os resultados experimentais e quanticos. O acordo com os dados
experimentais é notavel, especialmente porque os valores dos comprimentos de ligacéo e 0s
angulos foram parametrizados a partir de calculos quénticos usando pequenos modelos do
sitio metalico.

Os parametros para representar as esferas de coordenacdo dos ions zinco presentes
nas MMPs foram derivados de célculos quanticos e foram aplicados com sucesso na
simulacéo de DM do complexo MMP-9: hidroxamato-reverso. As analises dos pardmetros
estruturais mostraram que 0s novos parametros calculados e o procedimento de DM sdo
confiaveis e podem ser utilizados para estudos envolvendo MMP interagindo com
inibidores. Nesse contexto esses parametros serdo empregados no estudo da interacdo da
MMP-2 com as tetraciclinas quimicamente modificadas, que sera discutido na préxima
secao.
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Figura 3.20 Estrutura de 1GKC ap06s 12ns de simulagdo de dindmica molecular utilizando

0 conjunto de pardmetros desenvolvidos no presente trabalho.
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Figura 3.21 Validacdo de pard@metros por comparagdo dos resultados obtidos por simulacéo
de MD (usando 0 novo conjunto de parametros desenvolvido) com resultados de calculos
quanticos (B3LYP/6-31G(d)) e de seis estruturas cristalograficas de Raios X (cédigo PDB
com resolucdo indicadas entre parénteses).
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3.4 ESTRUTURA E DINAMICA DE INTERACAO DAS TETRACICLINAS
QUIMICAMENTE MODIFICADA COM A METALOPROTEINASE MMP-2

As tetraciclinas vém sendo estudadas como possiveis candidatos a inibidores das
MMPs ha algumas décadas. O sucesso dos derivados quimicamente modificados, as CMTs,
como inibidores de colagenases foi descrito pela primeira vez em 1986 por Golub e
colaboradores (Golub, Mcnamara e Ramamurthy, 1986). No entanto, até os dias de hoje ndo
se tem descrito na literatura o exato mecanismo pelo qual essas moléculas inibem as MMPs.
Em 2011 o Pharmacological Research publicou um nimero especial com uma revisdo das
propriedades ndo antibiéticas da tetraciclina e derivados, sobretudo sua atividade como
inibidores de MMPs (Greenwald, 2011; Griffin, Ceballos e Villarreal, 2011; Richards,
Pantanowitz e Dezube, 2011).

Dentro dos possiveis mecanismos de ac¢éo para as CMTs como IMMP, a coordenacao
com o ion zinco pode desempenhar um papel fundamental na inibi¢do. Os dados obtidos in
vitro aplicando espectrofotometria sugeriram que a coordenacdo das CMTs com o Zn é
positivamente correlacionada com a poténcia destes compostos (Greenwald e Golub, 2001).
Portanto, o potencial inibitério das CMTs pode ser afetado por diferencas estruturais entre
as moléculas.

Na secdo 3.1 desta tese foi apresentado um estudo utilizando modelos moleculares
simples para o zinco catalitico das MMPs, demonstrando que as estruturas das CMTSs
interferem significativamente no modo de coordenacdo com ion Zn(lIl). Na se¢do 3.2, a
técnica de docking molecular foi aplicada para a obtencdo dos complexos moleculares entre
a MMP-2 e as CMT-n (n=1, 2, 3, 4, 6, 7 e 8). Nesta se¢do uma avaliacdo mais sistematica
da relacdo entre as propriedades moleculares das CMTs e suas interacdes com o sitio
catalitico da MMP-2 serd realizada usando simulacdo de dindmica molecular, seguida da
andlise das propriedades dindmicas relevantes dos complexos MMP-2:CMT-n associadas
com a flexibilidade da enzima e os seus complexos. A analise qualitativa proporciona uma
relacdo entre as alteragdes especificas do sitio catalitico e as mudancas dindmicas
envolvendo os residuos de aminoacidos que comp8em a enzima e a interacdo com as CMT-
n.

De forma geral, os dados aqui descritos incluem os aspectos estruturais e dinamicos
do dominio catalitico da MMP-2 complexado com CMT-n, 0s quais podem ser muito
relevante para o desenho baseado na estrutura de novos inibidores de MMP a partir de

derivados das CMTs com melhor resposta bioldgica.
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3.4.1 Tratamento tedrico

Para obter uma analise mais refinada das interacbes moleculares entre as CMTs e 0
sitio ativo da MMP-2, simulacdes de DM foram realizadas para os sete complexos MMP-2:
CMT-n obtidos como as melhores solugdes do estudo de docking molecular descritos na
secdo 3.2.

Para o estudo dos complexos MMP-2:CMT-n foi aplicado o mesmo protocolo de
DM previamente testado e validado para o complexo MMP-9: hidroxamato-reverso.
Utilizou-se o campo de forcas AMBER FF99 modificado com o conjunto de parametros
desenvolvido no presente trabalho(Marcial et al., 2012) especificamente para descrever a
esfera de coordenacdo do zinco catalitico (Znl) e do zinco estrutural (Zn2) baseados em
calculos DFT (B3LYP) (ver secdo 3.3 para detalhes da parametrizacdo). Os ligantes CMT-
n foram tratados com o campo de forcas GAFF e as cargas RESP foram calculados no nivel
B3LYP/6-31G(d).

Foram considerados os estados de protonacdo convencionais para todos 0s
aminoéacidos em pH 7. Todos os atomos de hidrogénio foram adicionados e ions de sodio
foram colocados utilizando o programa Leap para neutralizar as cargas negativas do sistema.
Cada complexo foi solvatado usando um modelo de dgua TIP3P em uma caixa periédica
com uma distancia minima de 12 A entre a enzima e os lados da caixa, resultando em sete
diferentes sistemas compreendendo cerca de 26.546 4&tomos de cada complexo. O pacote de
dindmica molecular AMBER foi usado em todas as simula¢Ges de DM.

Antes de realizar as simulacGes de DM, foram realizados 0s passos de minimizagéo
utilizando o médulo SANDER do AMBER 10. Na primeira etapa, forcas harménicas (50
kcal mol?) foram usadas para fixar todos os 4tomos do sistema exceto as posi¢des das
moléculas de 4gua. Em seguida, na segunda etapa, as restricdes foram aplicadas apenas para
0s atomos pesados, e na terceira etapa foi limitado aos carbonos alfa (CA) dos aminoacidos.
Na tltima etapa, todo o sistema foi minimizado, sem forca de restricéo.

Simulagdes de DM foram executadas para os sete complexos MMP-2:CMT-n e para
a MMP-2 livre. As estruturas minimizadas do complexos e da enzima livres foram tomadas
como ponto de partida para as simulagdes utilizando o0 médulo PMEMD incluido no pacote
AMBER 10 e considerando as condi¢fes periodicas de contorno para simular um sistema
continuo. O algoritmo SHAKE(Ryckaert, Ciccotti e Berendsen, 1977) foi empregado para
manter todas as ligagdes envolvendo atomos de hidrogénio rigidas e o passo de integracéo

da simulacdo foi de 2,0 fs. O método de Particle-mesh Ewald (PME) foi usado para
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contabilizar as interacdes eletrostaticas, e o cutoff de 10 A foi considerado para as interacdes
néo ligadas. Cada complexo e a enzima livre foram equilibrados por 50 ps seguidos de 12
ns de simulacdo de DM a pressdo constante (1 atm) (um total de 96 ns de simulacdo de DM)
e temperatura de 300K. Todas as trajetorias da DM foram analisadas com o0 médulo PTRAJ
do AMBER 10.

A base de dados do servidor ConSurf (Glaser et al., 2005) foi usada para obter o grau
de conservacdo para cada posicdo dos aminoacidos (conservation score) ao longo da
sequéncia da MMP-2. As sequéncias de aminoacidos foram alinhadas de acordo com os
algoritmos implementados na base de dados ConSurf-HSSP, como pode ser acessado através
do link http://consurfdb.tau.ac.il/.

3.4.2 Andlise dos desvios quadraticos médios

As sete estruturas dos complexos MMP-2:CMT-n preditas como mais estaveis no
estudo de docking foram submetidas a simulacdo de DM usando um modelo ligado para o
ion Zn(Il) e os atomos da enzima e o modelo ndo-ligado para as interacfes dos ligantes
CMT-n com zinco catalitico. Esta aproximacao foi usada para dar mais flexibilidade para os
ligantes, permitindo que esses inibidores pudessem coordenar ou se rearranjar no sitio ativo.
O protocolo de DM utilizado foi previamente testado para o complexo da MMP-9:
hidroxamato-reverso, para o qual a estrutura minimizada apresentava excelente acordo com
a estrutura experimental (ver secdo 3.3 para detalhes).

A Figura 3.22 ilustra os valores do desvio quadratico médio (RMSD) para os &tomos
de carbono alfa (CA) do esqueleto do peptideo e para os &tomos da esfera de coordenacéo
dos ions de zinco catalitico e estrutural. O RMSD ¢ calculado de acordo com Equacéo (3.4),
e como descrito na sec¢do 3.2 permite comparar duas conformagdes de um dado conjunto de
atomos, podendo ser usado para avaliar se as estruturas geradas por uma dindmica estdo em
equilibrio ou ndo, usando para esse efeito a estrutura inicial do sistema como referéncia.

Os valores foram computados a cada 0,2 ps ao longo dos 12 ns de simulagdo para
cada um dos complexos MMP-2:CMT-n. A analise do RMSD mostra que os sistemas dos
sete complexos estdo bem equilibrados e que os 4&tomos de CA apresentam um RMSD em
torno de 2,0 A como mostrado na Figura 3.22. O RMSD para as esferas de coordenagio dos
fons Zn mostra valores notavelmente constantes, o que sugere que as geometrias das esferas
de coordenacdo do Zn estrutural e catalitico sdo mantidas ao longo da simulagdo para todos

os complexos MMP-2:CMT-n. Para garantir a convergéncia total, apenas os 6 ns finais das
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simulacOes para os complexos foram levados em consideracdo para os célculos discutidos

nas sec¢oes subsequentes.

RMSD para (CA) dos complexos MMP-2:CMT-n
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Figura 3.22 Representacdo grafica do desvio quadratico médio (RMSD) nas simulacdes de

DM realizadas para os sete complexos MMP-2: CMT-n e para a MMP-2 livre.
3.4.3 Estrutura dos complexos MMP-2:CMT-n

A estrutura final obtida para os sete complexos apresenta os ligantes CMT-n dentro
do sitio ativo da MMP-2, na regido do zinco catalitico. As Tabelas 3.7 e 3.8 mostram alguns
parametros estruturais para os sete complexos MMP-2:CMT-n. Na estrutura cristalogréfica
da MMP-2 (codigo PDB 1QIB)(Rowsell et al., 2002) o Zn catalitico esti coordenado aos
atomos de nitrogénio dos trés residuos de histidina: HIS202 (N1), HIS206 (N2) e HIS212
(N3) com os comprimentos de ligacio Zn-N de 2,31; 2,33 € 2,36 A, respectivamente. Depois
das simula¢ctes de DM para os complexos MMP-2:CMT-n o comprimento da ligacdo Zn-N

varia de 1,86-2,26 A, como mostrado na Tabela 3.7. Estas diferencas entre a distancia de
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ligagdo Zn-N sdo devida a mudanc¢a na vizinhanca da esfera de coordenacdo do zinco, e
também consequéncia da interagcdo com os ligantes CMT-n.

As médias das distancias de ligacdo de Zn-O11 e Zn-O12 para os CMT-n ligantes
foram de 2,5+ 0,3 e 2,3 + 0,1 A, respectivamente. Foram encontrados os maiores valores
destes parametros para o complexo com a CMT-3, para o qual a distancia Zn-O11 foi de
cerca de 3,4 A. Esta interacfo fraca é devido & posicéo diferente da CMT-3 no interior do
sitio ativo e as interacdes hidrofobicas com a regido do bolso S1° da MMP-2. Os outros
ligantes CMT-n apresentam distancias Zn-ligante comparaveis aos valores para a MMP-2
complexado com o inibidor hidroxamato (Zn-O = 2,4 A), indicando a coordenacgio dos
ligantes CMT-1, CMT-2, CMT-4, CMT-6, CMT-7 e CMT-8 com o ion zinco.

Tabela 3.7 Dados estruturais para os Complexos MMP-2:CMT-n obtidos da simulacdo de
DM.

Comprimento de

Angulo (°
_ ligacdo(A) gulo ()
Ligante
N3-Zn- N2-Zn- N1-Zn- 012-Zn-
N1-Zn N2-Zn N3-Zn
N1 N3 N2 N3

CMT-1 2,00 2,23 2,19 92,17 92,17 77,84 87,79
CMT-2 1,96 2,06 2,18 84,04 99,57 86,21 91,00
CMT-3 1,92 1,97 2,06 88,25 101,12 81,77 96,27
CMT-4 2,06 1,99 2,14 84,76 99,53 90,73 87,56
CMT-6 1,92 1,99 2,13 85,98 90,80 93,46 84,05
CMT-7 1,86 1,98 1,89 84,35 95,05 86,99 97,50
CMT-8 2,02 2,02 2,16 82,39 92,44 74,78 85,54

1QI1B? 2,31 2,33 2,36 103,21 103,6 96,83 -

2 Os valores para 1QIB foram obtido da estrutura cristalografica (Rowsell et al., 2002).

Os ligantes CMT-1, -2, -4, -6, -7 e -8 atuam como bidentados, sugerindo um numero
de coordenag&o cinco para o ion Zn. Para avaliar a geometria do centro metélico de zinco,
foi calculado o grau de trigonalidade (t) para os sete complexos. Este parametro empirico,
definido e bastante discutido na se¢éo 3.1, € computado a partir da Equacéo (3.3), e de forma
geral ajuda a definir a geometria de centros metalicos com nimero de coordenacao cinco.

para t=1 a geometria possui simetria Dsn perfeita (bipiramide trigonal) e para t=0 a
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geometria € Cay (pirdmide de base quadrada)(Addison et al., 1984). A andlise do parametro
1, ilustrado na Tabela 3.8, mostra que o grau de trigonalidade esta proximo de 0 para a
maioria dos complexos, especialmente para os complexos com os ligantes CMT-1 e CMT-
2 (t = 10,02 ¢ 0,07, respectivamente) indicando que a geometria do centro metalico é uma
piramide de base quadrada perfeita. O complexo com a CMT-7 mostra um grau de
trigonalidade = 0,46 e, neste caso, a geometria em torno do centro metalico € uma mistura
de piramide de base quadrada e bipiramide trigonal.

Neste ponto, é interessante discutir a influéncia do ambiente da enzima na geometria
adotada pelo centro metélico. Na se¢do 3.1 modelos mais simples contendo somente a
primeira esfera de coordenagdo do zinco foram investigados considerando sitios de
coordenagdo distintos para CMT-n. Com base nos valores de t foi sugerido que a geometria
do centro metélico dependia do sitio de coordenacdo do metal com a CMT e ndo
especificamente da CMT considerada. Para os complexos que envolvem coordenacdo no
sitio 011-012 da CMT, o valor de t foi aproximadamente 1,0 e a geometria caracterizada
como uma bipiramide trigonal quase perfeita. No presente estudo, utilizando todo o dominio
catalitico da MMP-2, a esfera de coordenagdo do metal apresenta uma geometria piramide
de base quadrada (t= 0,1 Tabela 3.8). Este comportamento sugere que a segunda ou terceira
esferas de coordenacéo ao redor do centro metalico de zinco desempenham papel importante
na determinagdo da geometria do metal.

Tabela 3.8 Parametros estruturais para os complexos MMP-2:CMT-n obtidos da simulagéo
de DM.

Ligante Comprimento de ligacdo (A) Angulo (°)

011-Zn 012-Zn 012-Zn-N2 011-Zn-N1 N2-Zn-N3 ¢
CMT-1 242 2,39 165,44 166,76 92,17 0,02
CMT-2 2,53 2,32 175,08 160,62 84,04 0,07
CMT-3 3,40 2,46 155,58 70,73 88,25 -
CMT-4 2,37 2,40 152,22 160,57 84,76 0,14
CMT-6 2,50 2,24 154,30 168,82 85,98 0,24
CMT-7 2,35 2,39 161,10 133,50 84,35 0,46
CMT-8 2,63 2,34 157,14° 149,08° 82,39 0,13
HDX2 2,40 2,20 136,99 143,96 92,63 0,11

3 Distancias para o complexo MMP-9: hidroxamato-reverso (HDX)(Rowsell et al., 2002). ®
Angulo para 012-Zn-N1. ¢ Angulo para 012-Zn-N2.
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As andlises estruturais anteriores para 0os complexos MMP-2:CMT-n deixam claro o
fato de que o ligante CMT-3 tem um comportamento diferente em relagdo aos outros
analogos sobre o modo de interacdo com o sitio ativo da MMP-2, como evidenciado na
Figura 3.23.

Figura 3.23 Estrutura final da DM para (a) CMT-7 e (b) CMT-3 e (c) CMT-8 complexados

com o sitio ativo da MMP-2.

De fato, os resultados de testes experimentais mostram que este analogo € o mais
potente como inibidor de MMPs entre as CMTSs e as tetraciclinas antibioticas convencionais.
A CMT-3 parece inibir a MMP-2 de uma forma competitiva, ligando e bloqueando o sitio
ativo diretamente, mas pode também provocar modificagdes ou alteracBes na estrutura do
sitio ativo da MMP-2 indiretamente de forma ndo competitiva. A Figura 3.23 destaca o sitio
de coordenacao dos complexos da CMT-3, CMT-7 e da CMT-8 com o sitio ativo da MMP-
2 e a Figura 3.24 ilustra os complexos com a CMT-1, CMT-2, CMT-4 e CMT-6 apdés a

simulacdo DM. E possivel observar que a CMT-3 estéa incorporada dentro do sitio ativo e
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ainda interage com o ion Zn através do atomo de oxigénio 012 (Zn-012 = 2,4 A). Além
disso, os atomos C6 e C7 na regido superior da CMT-3 (anel D), que ndo possuem grupos
substituintes, encontram-se perto da regido hidrofobica do sitio ativo da enzima MMP-2 e,
assim, o complexo com a CMT-3 deve também ser estabilizado por contatos hidrofobicos
curtos com a sua vizinhanga enzimatica, principalmente os residuos MET219-TYR223. O
grupo carbonila na posicdo C1 esta envolvido em contato polar com GLY162 (3,3 A), o
grupo hidroxila do C10 faz contato hidrofoébico com a VAL198 (2,9 A) e o grupo amida no
C2am também mostra um contato hidrofébico com 0 ASP165 (3,4 A). Este tipo de interacio

tem sido observada nas estruturas cristalinas de outros complexos com as enzimas MMPs.

Figura 3.24 Complexos da MMP-2:CMT-n (n=CMT-1, -2, -4 e -6) obtidos da simulagdo de
DM.

A posicdo ocupada pela CMT-3 no interior do sitio ativo da MMP-2 é totalmente
diferente do observado nos complexos com os outros analogos CMT-n estudados aqui. Os
outros complexos apresentam os ligantes coordenados diretamente com o centro metalico
através dos atomos de oxigénio 011-012. Os ligantes CMT-1 e CMT-6 fazem ligacdes de
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hidrogénio com a cadeia lateral do residuo LYS89 como mostrado na Figura 3.25, e 0s
ligantes CMT-4 e CMT-8 também fazem interacfes com a LY S89. O ligante CMT-7 forma
ligacdo de hidrogénio com a ALA167 (3.3 A). Além das interaces de hidrogénio outras
interacdes hidrofobicas (ver Figura 3.25) estabilizam os complexos, como o anel D da CMT-
7 que faz um contato hidrofébico com a TYR155 que esté perto do zinco estrutural da MMP-
2 (ver Figura 3.23).

Hil 166 ( \E
A

ﬁ Ligagdes do ligante
H Ligacdes da proteina
.— _:,g-. Ligagdes de H e comprimentos

15 53 . . .
His "_ﬁ Residuos da proteina envelvidas em

%Tﬁ(\ contatos hidrofébicos
”

i -
222 (A) . Atomos correspondentes envolvidos em
contatos hidrofobicos

Figura 3.25 Principais interagdes para os complexos da MMP-2 com CMT1, CMT-6 e
CMT-7 ap6s 12 ns de simulagéo de DM.

Aliando informacdes experimentais com o0s resultados estruturais apresentados aqui
para a interacdo das CMT-n com o dominio catalitico da MMP-2, pode-se sugerir que a
coordenacao ao zinco catalitico ndo € a caracteristica principal responsavel pela inibicdo de
MMPs. A ocupacdo do bolso S1° da MMP pode desempenhar um papel importante para a

resposta bioldgica dos inibidores. Isto deve ser verdade para aqueles compostos que tém um
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grupo hidrofdbico, o qual é essencial para conduzir a molécula dentro do sitio ativo, caso

contrario, a coordenacdo ao zinco deve dominar a interacdo proteina-ligante.

3.4.4 Flutuacgdes dos desvios quadraticos médios atdmicos (RMSF)

A anélise por RMSF (Root Mean Square Fluctuation) permite identificar as partes
do sistema (residuos ou &tomos) cuja posi¢édo sofre uma maior variabilidade ao longo de uma
dindmica. Em outras palavras, identifica as regifes mais flexiveis do sistema, isto € aquelas
gue se movem mais ao longo da simulacdo em relacdo a sua posicdo média ocupada durante
0 periodo total de simulacdo. Para uma particula i e um tempo de simulacéo T, o valor do
RMSF pode ser dado por:

RMSF(r) = (3.10)

Na Equacdo acima r; € a posicao da particula no instante de tempo t, enquanto 7; € a
posicdo média da particula i no tempo total de simulagéo T.

Neste estudo, a analise do RMSF foi realizada para cada residuo de aminoacido,
considerando os atomos de carbono alfa (CA) do esqueleto peptideo, durante os ultimos 6
ns de simulacdo. A Figura 3.26 ilustra 0 RMSF calculado para cada residuo de aminoacido
a partir da simulacdo MD para todos os complexos MMP-2:CMT-n. Os valores
representados na Figura 3.26 foram normalizados tomado como referéncia o valor maximo
para cada complexo.

A representacdo grafica (Figura 3.26) do RMSF mostra que a flexibilidade do
dominio catalitico de MMP-2 quando complexado com diferentes CMTs é semelhante. Entre
0s complexos, 0 MMP-2:CMT-8 apresenta, no geral as maiores flutuagcdes, mas todos os
complexos MMP-2:CMT-n apresentam o mesmo perfil geral das regides flexiveis da
enzima. Portanto, 0 RMSF médio para os complexos ilustrados na Figura 3.26 fornece uma
visdo geral da flexibilidade global do dominio catalitico da MMP-2, na presenga das
moléculas de tetraciclina quimicamente modificadas. Em geral, a diferenca do RMSF entre
as regides mais flexiveis e menos flexiveis da enzima é notavel.

Os residuos altamente conservados no dominio catalitico da MMP-2 podem ser

mostrados através da analise do grau de conservacgdo dos residuos. O grau de conservacao
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varia de 1 a 9 e foi calculado a partir dos valores dados pelo algoritmo Rate4Site (Mayrose
et al., 2004). O residuo é considerado altamente conservado quando o grau de conservagdo
€ 7 ou superior, e, quando este valor € 1, considera-se variavel. Considerando os diferentes
complexos, exceto nos residuos terminais, as regides que constituem a o hélices (residuos
Pro110-SER125 e MET195-LEU207) séo pouco flexiveis, incluindo a ultima o hélice
compreendendo o0s residuos altamente conservados HIS201, HIS205 (com grau de
conservacao 9), os quais estdo coordenados com o ion zinco catalitico. A outra regido com
elevado grau de conservacdo, apresenta pouca flexibilidade e é constituida pela volta 3(turn)
LEU164-ALA168 (com grau de conservacao, entre 6 e 9).

RMSF por residuo de aminoacidos
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Figura 3.26 Representacdo grafica do RMSF para todos os residuos de aminoacidos ao
longo da sequencia de aminoacidos do dominio catalitico da MMP-2 calculados nos ultimos

6 ns das simulagdes de DM realizadas para os complexos MMP-2:CMT-n.

Em geral, a regido da primeira cadeia composta pelos residuos de aminoacidos
ILE198-GLU203 apresentam baixa flexibilidade, os residuos nesta regido séo altamente
conservados, com grau de conservacao variando entre 7 e 9, destacando os residuos GLU132
e ARG142 que séo altamente conservadas (grau de conservagdo 9). Por outro lado, as
principais regides flexiveis comprimem as regifes dos residuos ARG148-GLU161 e
SER188-GLY192. Este comportamento estd de acordo com o fato dos residuos dessas

regides serem fracamente ou moderadamente conservados, com grau de conservagao entre
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1 e 4, as unicas excegdes sdo os residuos de PHE157, ASP158 e GLY159 que apresentam
grau 9. Os residuos de aminoacidos em contato com o metal de zinco catalitico e estrutural
sdo destacados na Figura 3.26. Eles sdo encontrados em regides com baixa flexibilidade e
sdo residuos altamente conservados (grau de conservacgdo entre 8 e 9), 0 que esta de acordo
com a anélise RMSD para a esfera de coordenacdo do zinco (ver Figuras 3.23 e 3.24). A
excecdo sdo os residuos conservados HIS151 e ASP153 que estdo coordenados ao atomo de
zinco estrutural e localizados em uma regido de flexibilidade moderada, devido a estes
residuos estarem muito expostos ao solvente na MMP-2.

A Tabela 3.9 mostra os valores médios para 0 RMSF dos atomos de CA da MMP-2
livre e para a MMP-2 complexada com as CMT-n. A Figura 3.27a ilustra as diferencas entre
0s RMSFs (SRMSF = RMSFiigata-RMSFiivie). E interessante observar que os valores do
RMSF séo significativamente mais elevados para os complexos do que para a estrutura livre
da MMP-2, o que sugere uma influéncia significativa dos ligantes aumentando a
flexibilidade da enzima. A Figura 3.27 mostra as regides da enzima para as quais 0 RMSF é
mais afetado pela coordenacdo com a CMT-n. Estas regides (mostradas na cor vermelha e
azul na Figura 3.27b) sdo constituidas principalmente pelos residuos externos da enzima, e

estdo tipicamente em posicdes expostos ao solvente.

Tabela 3.9 Os valores das flutuagbes do desvio quadratico médio (RMSF) calculados nos
ultimos 6 ns da simulacdo de DM realizada para os complexos MMP-2:CMT-n e a enzima
MMP-2 livre.

Média do RMSF (Ca em A)

MMP-2:CMT-1 0,56 + 0,17
MMP-2:CMT-2 0,59+0,18
MMP-2:CMT-3 0,51+0,16
MMP-2:CMT-4 0,46 + 0,15
MMP-2:CMT-6 0,55+0,18
MMP-2:CMT-7 0,55+0,19
MMP-2:CMT-8 0,58 £ 0,20

MMP-2 0,41+0,14

A regido dos residuos 240-250 (o helice curta) na carboxila terminal apresenta uma
maior flexibilidade quando a CMT-n esta ligada (SRMSF> 0,15) (ver Figura 3.27a). Por
outro lado, as regides perto dos atomos de zinco sdo completamente conservadas, como pode

ser visto na cor amarela na Figura 3.27b. Este comportamento sugere uma modificacdo na
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estrutura ou dindmica da enzima devido a um efeito alostérico do ligante. Efeitos
semelhantes foram observados em outras enzimas contendo Zn, mais notavelmente em
farnesiltransferase (Sousa, Fernandes e Ramos, 2008a; b; Sousa, Fernandes e Ramos, 2009;
Valente et al., 2012).
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Figura 3.27 (a) Diferenca da média do RMSF da MMP-2 ligada aos ligantes CMT-n e a
enzima MMP-2 livre. O losango em verde destaca os aminoacidos coordenados ao centro
metalico de zinco. (b) Variagcbes nos RMSFs estdo representadas na estrutura da MMP-2,
mostrando as regifes em que 0s RMSFs sdo mais afetados pela coordenacao.

3.4.5 Area da superficie molecular acessivel ao solvente (SASA)
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A érea da superficie acessivel ao solvente (Solvent Accessible Surface Area - SASA)
de uma molécula € a &rea da superficie cumulativa dos atomos individuais acessivel a uma
molécula de solvente. Portanto, essa quantidade descreve a area na qual o contato entre a
proteina e o solvente ocorre. Os atomos da proteina e as moléculas do solvente sdo
modelados como esferas usando os raios de van der Waals correspondentes. A SASA ¢ entdo
calculada a partir de uma esfera de prova, que representa a molécula do solvente considerado
como se essa circulasse sobre uma superficie de van der Waals da proteina. Neste trabalho,
o solvente considerado foi a 4gua e o raio da esfera de prova foi de 1,4 A. A acessibilidade
ao solvente foi calculada para as estruturas dos ligantes e todos os a&tomos dos residuos de
aminoécido da MMP-2.

A Tabela 3.10 mostra os valores de SASA calculados para cada molécula de CMT-n
no dominio catalitico da MMP-2. A andlise realizada para todos os ligantes nas simulacfes
de DM demonstra que estas moléculas sdo muito expostas ao solvente. Exceto para a
molécula da CMT-3, as simulagdes de DM realizadas para os outros ligantes mostram um
SASA médio variando de 271,2-350,9 A?, que representa mais de 50% da area da superficie
total do ligante livre em solucdo (para os ligantes livres 0 SASA varia de 513,3-542,2 A?).
A estrutura da CMT-8 apresentou uma SASA médio igual a 350,9 + 16,3 A2, correspondendo
a 68% da area da superficie da molécula da CMT-8 livre em solucdo que € de 516,3 + 7,7
A% O complexo MMP-2:CMT-8 mostrou grande flexibilidade como mostrado na Tabela
3.8. Por outro lado, a simulacdo de DM realizada para a estrutura da CMT-3 apresenta um
SASA médio de 190,6 + 13,0 A%, um valor que corresponde a apenas 38% da éarea da
superficie total da CMT-3 livre em solucio que é de 501,0 + 7,5 A2, Por conseguinte, este
ligante apresenta mais de 60% da sua superficie molecular interagindo com a proteina. Estes
dados mostram que este andlogo tem um comportamento singular ao interagir com sitio
catalitico da enzima MMP-2.

A Tabela 3.10 também inclui o coeficiente de particdo experimental (LogP em
octanol/agua)(Liu et al., 2001) para os compostos CMT-n. O coeficiente de particdo € a
razdo entre a concentracao de equilibrio de uma substancia dissolvida num sistema de duas
fases, constituido por dois solventes imisciveis (octanol/agua). Como resultado, o LogP
constitui um descritor quantitativo de hidrofobicidade. Este parametro fisico-quimico que
descreve a hidrofobicidade das moléculas é util para prever o transporte e a atividade das
drogas, e pode ser relacionado com 0 SASA. Os valores do logP para as moléculas de CMT-
n mostram que os analogos hidrofébicos (LogP>0) apresentam valores substancialmente

inferiores SASA, e os derivados hidrofilicos (LogP <0) apresentam valores de SASA mais
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elevados (ver Tabela 3.10). Com excec¢do da CMT-8, que mostrou um valor de SASA grande
e 0 LogP positivo. Apesar disso, os valores de SASA refletem a hidrofobicidade das

moléculas de CMT-n.

Tabela 3.10 Valores do SASA calculados para as moléculas de CMT-n nos complexos
MMP-2:CMT-n e o coeficiente de particdo experimental (octanol/agua) para as CMT-n.
SASA médio SASA méaximo SASA minimo LogP &xr@
A2 %  A? % A2 %
CMT-1 280,5+16,6 53,1 352,7 66,8 224,1 42,9 -0,23
CMT-2 276,0+172 50,6 3374 61,9 208,4 38,2 -1,36
CMT-3 190,6+13,0 38,0 2346 46,8 1479 29,5 1,14
CMT-4 271,2+20,8 50,1 3381 62,6 216,2 40,0 0,26
CMT-6 346,4+246 653 4223 79,6 267,0 50,3 -1,27
CMT-7 259,0+154 505 3054 59,5 217,0 42,3 0,77
CMT-8 3509+16,3 68,0 4165 80,7 296,0 57,3 0,38
80btido da referéncia. (Liu et al., 2001).

Ligante

A Tabela 3.11 resume o0s mais importantes residuos da MMP-2 que estdo em contato
com as moléculas de CMT-n através de interacdo de van der Waals. Um total de 31 residuos
de aminoacidos foram considerados nesta analise (ver Tabela 3.11). A diferenca entre os
ligantes pode ser observada a partir da superficie média de contato dos residuos de
aminoéacidos (em %). Os residuos que contribuem para a superficie de contato das CMT-n
sdo diferentes para os analogos considerados. No entanto, alguns residuos de aminoacidos
sdo importantes para todos os ligantes CMT-n, tais como os residuos altamente conservados
PHE157 (grau de conservacdo 9), o residuo de ALAL65 (grau de conservacdo 8) e
especialmente o residuo TYR223 altamente conservado (grau de conservacdo 9), que
aparece como 0 Unico residuo de amino&cido a contribuir para a superficie de contato de
todas as CMT-n, contribuindo menos para os ligantes CMT-1 e CMT-6. Outros residuos de
aminoéacidos estdo em contato com a superficie das CMT-n incluindo os residuos pouco
conservados, a GLN213 (grau de conservacdo 2) e o residuo de TYR228 (grau de

conservagao 2).
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Tabela 3.11 Anélise dos contatos das CMT-n com os 31 residuos de aminoécidos da MMP-
2, com a indicacdo da porcentagem média de superficie de contacto com a CMT-n para cada

residuo durante a simulacdo MD e o grau de conservacgédo para cada residuo.

Superficie de contato médio dos ligantes (%)
Residuos CMT- CMT- CMT- CMT- CMT- CMT- CMT-
1 2 3 4 6 7 8

LYS89 4,0 0,1 0,0 2,4 4,0 0,0 0,0
TYR155 6,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
PHE157 0,0 2,5 0,0 6,0 54 6,7 1,3
GLY162 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
LEU163 5.2 0,0 1,4 0,0 0,0 0,0 0,0
LEUl164 0,2 0,7 3,7 0,1 0,3 0,5 0,0
ALAl16S 0,3 6,4 0,0 6,1 4,0 3,9 0,6
HI1S166 1,3 3,2 1,8 0,0 0,3 01 0,1
ALAl67 14 0,8 0,0 0,2 0,2 0,5 0,0
PHE168 0,3 0,2 0,0 19 0,3 1,3 0,0
ALA169 0,0 0,1 0,0 2,1 0,8 1,5 0,0
PRO170 0,0 0,5 0,0 0,1 0,0 0,9 0,0
LEU195 0,0 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ALA199 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ALA200 0,0 1,0 3,3 0,0 0,0 0,0 0,0
HIS201 09 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
PHE203 0,0 1,0 2,6 0,1 1,6 1,1 3,0
GLY204 0,0 0,8 0,0 0,3 0,1 0,1 0,1
HIS205 1,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
MET207 0,0 2,0 0,0 2,3 0,0 0,0 0,1
HI1S211 2,6 0,0 0,0 0,0 1,6 1,6 0,0
SER212 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5
GLN213 0,0 2,6 4,2 2,4 3,5 2,6 2,8
ALA220 0,0 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0 0,0
PRO221 1,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ILE222 45 0,2 0,6 0,1 0,0 0,0 0,1
TYR223 01 0,6 2,7 1,8 0,3 6,3 19
THR227 0,0 2,3 0,4 2,8 0,0 0,1 3,7
TYR228 0,0 6,9 5,6 1,7 0,0 0,0 34
THR229 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0

Grau de conservacao

dos aminoacidos
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3.4.6 Func0es de distribuicdo radial (RDF)

As funcdes de distribuicdo radial (Radial Distribution Functions - RDF) permitem
contabilizar a correlacdo na distribuicdo espacial de moléculas resultantes do conjunto de
forcas que atuam numa simulacao, indicando a densidade de 4&tomos que é possivel encontrar
a uma dada distancia de um &tomo de referéncia. Esta propriedade é de especial utilidade no
estudo de sistemas biomoleculares em solvente explicito, pois permite saber como é a
distribuicdo das moléculas de solvente (agua) em torno de determinado atomo do sistema
biomolecular.

No presente estudo, a anélise da funcdo de distribuicdo radial em torno do metal foi
realizada afim de obter uma visdo sobre a distribuicdo das moléculas de d4gua em torno das
moléculas de CMT-n e dos ions de zinco. A funcéo de correlagdo de pares g(r) para Zn---Ow
(oxigénio na agua) é representada na Figura 3.28, para ambos 0s atomos de zinco catalitico
e estrutural, chamados de Znl e Zn2, respectivamente. Da andlise visual da Figura 3.28 €
possivel ver que somente o ion Zn1 é acessivel pelo solvente, com um pico centrado em 2,45
A para todos os complexos MMP-2:CMT-n (exceto CMT-7), correspondentes a 1-2
moléculas de 4gua na camada de solvatacdo. O complexo MMP-2:CMT-3 apresenta duas
moléculas de agua na esfera de coordenacdo do Znl, enquanto que para 0s outros analogos
apenas uma molécula de dgua atinge a esfera de coordenacdo Znl. Isto pode ser explicado
com base no modo de ligagdo distinto da CMT-3 com a proteina, que ndo esta coordenada
diretamente ao zinco, por consequéncia a exposicdo do metal para o solvente é bem maior.

O complexo MMP-2:CMT-7 ndo apresenta uma molécula de dgua na regido de esfera
de coordenagéo do zinco (2,45 A) como os outros complexos e este comportamento ¢ devido
a geometria do complexo de zinco com o ligante CMT-7. A geometria do metal pode ser
caracterizada pelo grau de trigonalidade (t) do centro de metal de zinco como descrito na
secdo 3.1 e ilustrado no esquema 3.1. A andlise do parametro t (ver Tabela 3.8) mostra que
0 grau de trigonalidade esta proximo de 0 para a maioria dos complexos (CMT-1 e CMT-2
apresentam t = 0,02 e 0,07, respectivamente) indicando que a geometria do centro metalico
é uma piramide de base quadrada perfeita. O complexo com a CMT-7 mostra um grau de
trigonalidade = 0,46 e, neste caso, a geometria em torno do centro metalico € uma mistura
de piramide de base quadrada e bipiramide trigonal, como ilustrado na Figura 3.29. Isto
sugere que a geometria de zinco leva a um impedimento estérico para as moléculas de agua

se aproximarem da regiao.
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Figura 3.28 Representacdo gréfica da funcdo de distribuicdo radial g(r) e do nimero de
moléculas de agua em funcdo da distancia de interaccdo entre Zn---Ow (oxigénio da agua)

calculado para o zinco catalitico e estrutural em todos os complexos MMP-2:CMT-n.

MMP-2:CMT-1 MMP-2:CMT-7

1=0,46

Figura 3.29 Esfera de coordenacdo para os complexos MMP-2:CMT1 e MMP-2:.CMT7
apos 12 ns de simulagéo de DM.
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Com a finalidade de auxiliar na anélise da interagdo Zn-a4gua, o potencial de forca
média, w(r), foi calculado para o par atbmico Zn---Ow em todos os complexo MMP-2:CMT-
n. Para duas moléculas que interagem no interior de um conjunto de N moléculas (mantendo
a temperatura T constante), w(r) pode ser calculado a partir da g(r) como na Equacéo (3.11)
e representa a interacdo entre duas moléculas a uma distancia r quando as outras N-2

moléculas restantes sdo uma média sobre todas as configurages (Mcquarrie, 2000).

g(r) = e /R (3.11)

Os resultados obtidos para os complexos MMP-2:CMT-n sdo mostrados na Figura
3.30, com w(r) calculado em torno da esfera de coordenacdo Znl num raio de 2-4 A. A
distancia média Zn---Ow é 2,45 A, e mais evidente para o complexo com a CMT-3. Portanto,
além do nimero maior de moléculas de agua na esfera de coordenagdo Znl para o complexo

a CMT-3, mostradas na RDF, essa interacao € mais forte.

Potencial de forcamédia, w(r) para Zn1---Ow
—CMT-1 e====CMT-2 ====CMT-3 ====CMT-4 ====CMT-6 CMT-7 CMT-8

4.0
% 30 ~ T~
3 \ / / %
< 20 1 —— e S
z ol = K 7
S —
: A = ———=
R —— | | |
N 2F/ - 30 35 40

-1.0 R(A)

Figura 3.30 Potencial de forca média, w(r), calculado para os pares Zn---Ow em func¢éo da

distancia R. Apenas o Zn catalitico, ou seja, Zn1, foi considerado.

Com base nos resultados anteriores, uma analise mais profunda do solvente em torno
do centro de zinco foi realizada. Foram mapeadas todas as moléculas de solvente ao redor
do atomo do zinco catalitico nos ultimos 6 ns de simulagdo de DM para cada complexo
MMP-2:CMT-n, considerando uma distancia Zn---Ow limite de 2,45 A. A esta distancia,
3000 configuragdes foram extraidas a partir da simulacdo DM. A Figura 3.30 ilustra a
probabilidade de encontrar uma molécula de 4gua interagindo com a esfera de coordenacao
do zinco. A probabilidade média de encontrar uma molécula de &dgua varia entre 40-70%,
exceto para o ligante CMT-7 em que 0 zinco catalitico ndo parece interagir com as moléculas

do solvente (ver RDF na Figura 3.28) devido a geometria do metal. Isso significa que, pelo
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menos, uma molécula de 4gua permanece proxima do zinco (Zn---Ow<2,45 A) ao longo do
tempo de simulagdo. O numero médio de moléculas de agua que visitam a esfera de
coordenacao do zinco (numa distancia de 2,45 A) no complexo com a CMT-3 é dois (Figura
3.28), mas o tempo de permanéncia dessa segunda molécula é mais curto em comparacgéo
com a primeira.

A presenca de moléculas de agua na esfera de coordenagdo do metal é comum em
enzimas dependentes de Zn (Vallee e Auld, 1990; Tamames et al., 2007; Sousa, Fernandes
e Ramos, 2009; Sousa, Lopes, et al., 2009; Chakrabarti et al., 2011). No caso da enzima
MMP-2, a molécula de agua desempenha um papel importante no mecanismo catalitico, e
comumente, quando a enzima esta coordenada com um inibidor, a molécula de agua
estabiliza a cadeia lateral protonada do residuo de GLU202. As andlises das RDFs (Figura
3.28) mostram os primeiros picos de cada CMT a 2,45 A, que é uma distancia muito grande
para que a molécula de agua esteja realmente coordenada ao centro metalico, pois a distancia
média de uma ligagdo Zn-OH, ¢é de 2,22 A, de acordo com um estudo elaborado para
proteinas de Zn depositadas no PDB (Tamames et al., 2007).

A Figura 3.31 ilustra a probabilidade média de encontrar uma molécula de agua até
2,45 A do zinco durante os Gltimos 6 ns de simulaco para cada complexo. A linha tracejada
representa 0 numero de moléculas de agua distintas que visitam a esfera de coordenacéo do
zinco. Curiosamente, para o andlogo CMT-3 um grande nimero de diferentes moléculas de
agua visitam a esfera de coordenacdo do zinco, esse comportamento é devido ao espago
disponivel na esfera de coordenacdo do zinco no complexo MMP-2:CMT-3. Portanto,
mesmo que a probabilidade de encontrar uma molécula de dgua proxima do Zn no complexo
MMP-2:CMT-3 seja grande (64%), a troca de dgua é muito rapida. Para 0s outros complexos
a probabilidade média é superior a 40% e inferior a 60%, no entanto, a mobilidade da agua
é baixa, 0 que pode ser devido a interacdo da 4gua com os ligantes CMT-n (por exemplo,
em ligacGes de hidrogénio) ocupando a esfera de coordenacdo do zinco.

A partir da anélise anterior, e com base em trabalhos descritos na literatura e possivel
concluir que as moléculas de CMT-n se coordenam ao zinco catalitico no sitio ativo da
MMP-2 resultando numa geometria pentacoordenada para o metal. Dessa forma as
moléculas de &gua solvatam essa regido proxima ao ligante, que é bastante exposto ao
solvente como mostrado na anélise do SASA (ver secdo 3.4.5), desempenhando papel na
estabilizacdo da cadeia lateral protonada do residuo GLU202 sem alterar a esfera de

coordenacdo do zinco. A CMT-3 atua como um ligante distinto das demais CMT-n estudadas
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aqui, pois além de interagir com o zinco também interage com o bolso S1° da enzima, e
portanto o centro metalico fica exposto ao solvente.

Nesta secdo foi apresentada uma visdo atomistica da estrutura e dindmica do dominio
catalitico da MMP-2 complexado com sete CMTs diferentes (CMT-n), com base nas
trajetorias da dinamica molecular dos complexos MMP-2:CMT-n em solugdo aquosa. A
andlise comparativa dos varios aspectos moleculares relevantes dos diferentes complexos da
MMP-2 com os derivados CMT-n foi realizada com o intuito de elucidar o efeito dos ligantes
sobre a estrutura da enzima. Os resultados ajudaram a compreender as diferencas estruturais
entre os modos de ligagdo dos compostos relacionados e a elucidar o mecanismo pelo qual
essa moléculas inibem a atividade das enzimas da familia das MMPs. Entretanto, para uma
analise completa da interacdo das CMT-n com a MMP-2 é necessario avaliar a energia de

interacdo proteina-ligante, que sera discutido em detalhes na prdxima secao.

Porcentagem de moléculas de agua na esfera do Zn catalitico

=—CMT-1 =—=CMT-2 =—CMT-3 CMT-3(2) ——CMT-4 CMT-6 CMT-7 CMT-8
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80% /—\/\{\
60% —'\/\ \/ //1\ —_——
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° ———— i
- —_— -
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Figura 3.31 (a) Porcentagem de moléculas de 4gua ao redor do &tomo Zn1 calculada a cada
500ps nos altimos 6ns de simulagdo de DM. (b) Percentual médio de agua a partir dos
ultimos 6ns de simulacdo e Ow de residuos distintos (atomo de oxigénio de diferentes

residuos de agua) que visitam a esfera do zinco.

142



RESULTADOS E DISCUSSAO

3.6 ESTUDO DA ESTABILIDADE RELATIVA DOS COMPLEXOS CMT-N COM A
METALOPROTEINASE MMP-2

O principal objetivo deste estudo € descrever quantitativamente a interacdo molecular
das tetraciclinas quimicamente modificadas com o sitio catalitico de MMPs. Os resultados
descritos e discutidos nesta tese j& evidenciaram importantes aspectos, sobretudo estruturais,
envolvidos nesse mecanismo. A influéncia ou a dependéncia da natureza dessa interacdo
com a estrutura das diferentes CMTs ficou evidente com os estudos que combinaram
experimentos de docking molecular e simulagdo de dindmica molecular. Essas anélises
foram complementadas com uma avaliacdo energética dos complexos MMP-2:CMT-n
resultantes aplicando os métodos de célculo de energia de associacdo; 0 MM-PBSA
(molecular mechanics/Poisson-Boltzmann surface area) e o método da integracdo
termodindmica (Thermodynamic integration - TI). Esses métodos sdo amplamente usados
em estudos de interacdo proteina-ligante com resultados muito positivos e confiaveis, ambos
ja foram descritos na secdo 2.5. Os resultados da analise energética da interacdo das CMT-n

com o dominio catalitico da MMP-2 serdo descritos nesta sec¢éo.

3.6.1 Tratamento tedrico

Para discutir a estabilidade relativa dos complexos MMP-2:CMT-n foram calculadas
aenergia livre de ligacdo relativa (AAGiig) para todos os sistemas. Os valores do AAGiig foram
calculados usando o método mais rigoroso da integracdo termodinamica (T1) (Steinbrecher
e Labahn, 2010) e também usando um método mais rapido computacionalmente, 0 MM-
PBSA (Kollman et al., 2000; Kuhn et al., 2005). Na verdade, ambos os métodos sdo
indicados para prever a energia livre de interacdo proteina-ligante. O método MM-PBSA
calcula aenergia livre de ligacdo com base na analise das conformac6es obtidas da simulacéo
DM e utiliza um modelo de solvente continuo. O ponto fraco desse método € sua restri¢éo
as simulagdes para os estados inicial e final do processo (antes e depois da ligagdo), sem
incluir qualquer estado intermediario, como € feito no formalismo TI (Steinbrecher e
Labahn, 2010). Por outro lado, a abordagem do MM-PBSA tem a vantagem de considerar
grandes mudancas estruturais num baixo tempo computacional (Kollman et al., 2000;
Swanson, Henchman e Mccammon, 2004; Kuhn et al., 2005). No presente estudo, 0 método
TI foi aplicado apenas para dois analogos da CMT-n, a CMT-3 e a CMT-8, para os demais
ligantes foi empregado o0 MM-PBSA. A escolha da CMT-3 e da CMT-8 baseou-se na
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resposta bioldgica elevada desses derivados (Lokeshwar, Escatel e Zhu, 2001). Outro fator
importante é que a CMT-3 € o derivado da tetraciclina com a estrutura mais simples e a
CMT-8 é o derivado com a estrutura mais proxima da doxiciclina (ver Figura 1.4).

A ideia bésica é utilizar o resultados do método TI para calibrar um protocolo no
MM-PBSA para ser aplicado nos calculos de todos os sistemas. O objetivo deste trabalho
foi ranquear as afinidades de ligagdo das CMT-n com a enzima MMP-2, em vez de dar
previsdes precisas das energias livre absoluta de ligacdo de cada composto com a proteina.
Desse modo, a utilizacdo de métodos rigorosos como Tl ou FEP para validar os resultados
com métodos mais rapidos como o MM-PBSA parece ser uma estratégia inteligente e pode
ser Util para prever a energia livre de ligacdo para grandes sistemas, especialmente aqueles
sem dados experimentais disponiveis. Esta estratégia metodologica ja foi descrita na

literatura com resultados aceitaveis (Perez, Fernandes e Ramos, 2010; Martins et al., 2013).

Integracao termodinamica- Um objetivo importante da quimica computacional é a previsdo
exata de energia livre em sistemas moleculares. Como descrito na se¢do 2.5.1, 0 Tl é um dos
métodos mais rigorosos para calcular a energia livre relativa. O método TI permite o calculo
da diferenca de energia livre entre dois estados. A diferenca de energia livre entre os estados
pode ser obtida diretamente a partir da integral de configuragdo (Equagéo (3.12)). A partir
desta Equacdo a energia livre entre dois estados de um dado sistema pode ser obtida
utilizando a aproximagdo do parametro de acoplamento (A). O parametro de acoplamento
varia de 0 a 1 correspondendo para o estado inicial A e o estado final B, respectivamente.
Basicamente, a diferenca de energia livre AGa — s € a integral de 0-1 sobre o valor de
esperado de 0V (A)/0A, onde V ¢ a energia potencial. A integral da Equagéo (3.12) pode ser

executada numericamente atraves de um niimero discreto de A pontos.

o [V
AGM , = jo <—a - >/1 dA (3.12)

O método TI foi aqui utilizado para predizer a diferenca de energia livre de ligacao
entre os ligantes CMT-3 e CMT-8 ligado no sitio ativo da MMP-2. A diferenca na energia
livie de Gibbs relativa AAGSMT—37CMT=8 foj avaliada usando o ciclo termodindmico

lig

apresentado no Esquema 3.3.
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AG CMT -3
lig
CMT-3(aq) + MMP-2(aq) —— P MMP-2:CMT-3(aq)

+ CMT ~3>CMT -8
AG Solv AG CMT -3—>CMT -8

Prt

CMT-8(aq) +  MMP-2(aq) — ¥ MMP-2:CMT-8(aq)

CMT-8
lig

Esquema 3.3 Ciclo termodinamico usado para calcular a diferenca de energia livre entre 0s
ligantes CMT-3 e CMT-8 na enzima MMP-2. O AG;;'" > e AGy;}/"~° séo as energias livre
de ligacdo para os ligantes CMT-3 e CMT-8, respectivamente. O AGSMT—37CMT—8 ¢
AGSHT—37CMT=8 530 as energias livre de transformagdo da CMT-3 em CMT-8 em solugéo

e ligado dentro da enzima MMP-2, respectivamente.

Do ciclo termodinamico ilustrado no esquema 3.3. obtém-se a Equacéo (3.13).

CMT-3-CMT-8 _ CMT-8 CMT-3 _ CMT—-3-CMT-8 CMT-3-CMT-8
AAGEY = AGEMT-8 — AGEMT3 = AGSM — AGEMT (3.13)

Na qual os valores de AGgr" 37MT=8 e AGST—3~MT=8 devem ser calculados.

Estes valores individuais ndo tém nenhum significado, pois eles se referem as diferencas de
energia livre entre moléculas distintas. No entanto, a diferenca na energia livre de ligacdo
entre os complexos da CMT-3 e da CMT-8 ¢ significativa.

Duas transformacdes diferentes precisam ser simuladas, uma envolvendo a mutacéo
na proteina, AGsri' 37¢MT~8 e a outra mutacdo no ligante livre, AG& —>7M"=8. Por
razdes de estabilidade da simulagdo, estas duas transformacdes de energia foram divididas,
cada uma, em trés outras distintas: a primeira em que as cargas dos &tomos que desaparecerdo
sdo removidas (AG?); uma segunda etapa os potenciais de van der Waals e raios sio
transformados (grupos que desaparecem ou dissociacdo do ligante ao mesmo tempo em que
aparece 0 novo grupo) (AG?) e, finalmente, na terceira etapa as cargas dos novos atomos sao
adicionadas e aumentam gradualmente (AG®). Também foram utilizados os potenciais
softcore (Simonson, 1993) na subetapa 2, que sdo potenciais de Lennard-Jones modificados
especificamente para melhorar a convergéncia do célculo de Tl no caso de aparecer ou

desaparecer 4tomos.
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Agora é possivel expressar os valores de AGgy’ 37CMT=8 AGEIT—37CMT8 e

AAGEMT=32CMT=8  como uma fungdo de AG!, AG? e AG®, e obter assim as equagdes 3.14,

lig
3.15 € 3.16.

AGEMT=3-CMT=8 — (AGL . + AGZ, + AGSy,) (3.14)
AGgoly 27 M8 = (AGgory + DGy + DGy, (3.15)
AAGEMT=3-CMT=8 = (AGL + AGZ,; + AGE,) — (AGLy, + AGLy, + AGSy,)  (3.16)

A energia livre de cada subetapa da transformacdo foi calculada usando as
ferramentas de integracdo termodinamicas do moédulo SANDER do pacote AMBER 10. A
simulacdo de cada subetapa foi realizada em solvente explicito e com condigdes periddicas
de contorno para nove valores de A (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8 e 0.9). Para cada
subetapa de cada transformagao foi executada uma minimizagéo, uma equilibracdo a volume
constante, e por ultimo a etapa de producéo a pressao constante. As contribuicGes da energia
livre (0V/0L) foram coletadas de forma independente para cada valor de A na fase de
producao.

Para a simulacdo de cada subetapa de cada transformacdo utilizou-se o campo de
forcas AMBER FF99 modificado com o conjunto de parametros desenvolvido no presente
trabalho (Marcial et al., 2012). Os ligantes CMT-3 e CMT-8 foram tratados com o campo
de forcas GAFF e as cargas RESP foram derivadas do calculo no nivel B3LYP/6-31G(d).
Foram considerados os estados de protonacdo convencionais para todos os aminoacidos, em
pH 7. Todos os atomos de hidrogénio foram adicionados, e ions de sodio foram colocados
utilizando o programa Leap para neutralizar as cargas negativas do sistema. Cada complexo
foi solvatado usando um modelo de 4gua TIP3P em uma caixa periddica com uma distancia
minima de 12 A entre a enzima e os lados da caixa. O passo de integracdo da simulacio foi
de 1,0 fs junto com o algoritmo SHAKE (Ryckaert, Ciccotti e Berendsen, 1977). O método
de Particle-mesh Ewald (PME) foi usado para contabilizar as interacGes eletrostaticas, e o
cutoff de 9 A foi considerado para as interagdes n&o ligadas. Cada valor de A para cada etapa
foram equilibrados por 50 ps seguido de 100ps de simulagédo de DM a presséo constante (1

atm) e temperatura de 300K.
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O efeito da histerese na energia livre também foi avaliado através da realizacdo das
mutacgdes no sentido direto e reverso. O tempo total de simulagdo para a mutacdo da CMT-
3 para a CMT-8 foi de 7.800 ps. Esta transformacao foi realizada na proteina e em solucéo,
bem como nos sentidos direto e reverso, sendo o tempo total de simulacdo 15.600 ps para as

espécies livres e ligadas na proteina.

MM-PBSA- As estruturas representativas (snapshots) dos complexos e dos ligantes coletados
ao longo das trajetdrias de dindmica molecular foram tratados utilizando a metodologia MM-
PBSA (Kollman et al., 2000) para calcular a energia livre de ligagdo do complexo proteina-
ligante em solugdo aquosa. Como discutido na se¢do 2.5.3 a energia livre de ligacdo é

descrita pela seguinte equacéo:

AGping = AEyym + AGpp + AGnéo—polar (3.17)

Os termos do lado direito (AGpp + AGpap—poiar) Na Equagdo (3.17) sdo as
contribuices das energias livres de solvatacdo AGg,;,.O termo AGpp € a diferenga na
contribuicéo eletrostatica para a energia livre de solvatagdo devido a interacdo com o ligante,
que ¢ estimada pela resolucdo da Equagéo de Poisson-Boltzmann (PB). O termo AGyz0—poiar
representa a diferenca na contribuicdo apolar ou hidrofébica para a energia de solvatacao
apos a interacdo com o ligante, e € calculada a partir das diferencas na area da superficie
acessivel ao solvente da proteina e dos ligantes, livres e complexados. O AE),, € a energia
da mecénica molecular para as moléculas, obtida pela soma das energias internas (isto é:
energia de ligacdo, Eint; a energia eletrostatica, Eele € interacdes de van der Waals, Evaw) das
estruturas representativas das trajetorias da dindmica molecular.

Todos os termos da Equagdo (3.17) sdo médias obtidas a partir de um conjunto de
snapshots extraidos das simulacdes de DM em solvente explicito. Os valores foram obtidos
por meio do modulo pbsa incluido no pacote AMBER 10. Os snapshots foram extraidos a
cada 20 ps de simulagéo, resultando num total de 300 snapshots que foram utilizados para o
calculo da energia para cada ligante. No total foram 2.100 célculos de energia executados
com o0 modulo SANDER do AMBER 10. Néo foram calculadas as contribui¢fes entropicas
para a energia livre. Considerando a semelhanca entre os ligantes CMT-n assumiu-se que as

contribuigdes entropicas para 0 AAGiig Se cancelariam.
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Neste trabalho, os resultados obtidos com o0 método MM-PBSA estdo em bom acordo
com os valores calculados com o método TI para o processo CMT-3—CMT-8, dando
suporte ao protocolo usado no MM-PBSA, com constante dielétrica externa e interna de 80,0
e 4,00, respectivamente. Um protocolo semelhante foi recentemente descrito para prever o
reconhecimento do substrato na protease HIV-1 e mostrou resultados precisos (Perez,

Fernandes e Ramos, 2010).

3.6.2 Andlise da energia Livre

O método TI foi aplicado para calcular a energia livre relativa de ligacdo entre os
complexos proteina-ligante, MMP-2:CMT-3 e MMP-2:CMT-8. Estes célculos envolveram
a transformacé&o virtual do ligante CMT-3 em CMT-8, o0 que implica uma substituicdo dos
atomos de H da posicdo C6 e C5 pelos grupos OH e CHs, respectivamente (Figura 3.32). Os
valores de (d(4)/0d1) estdo representados na Figura 3.33 como funcgdo de A para as trés
transformacdes consideradas. Para verificar a dependéncia dos resultados na dire¢do da
mutacdo (histerese), também sdo apresentadas as curvas correspondentes a mutacdo na
direcédo reversa (CMT-8—>CMT-3).

CMT-3 CMT-8

Figura 3.32 Mutacdo estrutural do ligante CMT-3 para o ligante CMT-8.

Da Figura 3.33 é possivel notar que as curvas das transformacGes em agua séo
levemente mais suaves do que aquelas para a mutacdo do ligante na proteina, esse
comportamento é esperado devido a complexidade conformacional do ligante no complexo
proteina-ligante em comparagdo com uma solucéo isotropica. As transformacdes de vdW no
complexo mostra as maiores flutuac6es de 6V (1)/0A, a curva de energia livre para a subetapa
2 do complexo é a mais irregular (ver Figura 3.33). Executar simulagdes mais longas para

as transformacdes no complexo poderia suavizar as curvas de energia livre, no entanto a
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maior parte das curvas de energia livre T1 sdo curvas suaves e a histerese é muito baixa,
mostrando a reversibilidade dos processos.

A energia livre para a transformacdo do ligante CMT-3 em CMT-8 livres em
solugiio AGEMT—3-CMT=8 foi de 100,3 kcal mol! e quando estdo ligados na proteina
AGSHT—37CMT=8 foj de 103,0 kcal mol™. Portanto a diferenga na energia livre de ligagdo
entre a CMT-3 e a CMT-8 foi de 2,7 kcal mol™ em favor da CMT-3. A energia livre para a
mesma mutacéo calculada em sentido reverso para os ligantes livres AGEMI—37CMT=8 foj

solv

de -100,9 kcal mol™ e o valor quando estédo no ambiente da proteina AGSt" 378 foi de

-98,8 kcal mol™ e entdo o valor de AAGS;)"—3~M"~8= 3,1 kcal mol™.
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Figura 3.33 Valores de oV(A)/ox (kcal mol™) em fungéo de A para cada transformagédo no
sentido direto e reverso. (a) Subetapas 1, 2 e 3 para a transformacéo dos ligantes livre em

solucgéo (b) Subetapas 1, 2 e 3 para a transformacéo dos ligantes no ambiente da proteina.

Dos valores obtidos é possivel observar uma boa convergéncia e consisténcia dos

calculos TI. A maior contribuicdo para a diferenca de energia livre de ligacao resulta de
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interacOes eletrostaticas (primeira e terceira transformacdo), o que é consistente com as
caracteristicas dos grupos envolvidos na transformacéo, por exemplo, a perda de solvatacdo
no grupo hidroxila polar (presente na CMT-8 e trocado por hidrogénios na CMT-3) pode
influenciar fortemente a energia livre relativa.

Para avaliar as afinidades de ligacdo dos compostos CMT-n com o sitio ativo da
MMP-2 em solucdo aquosa foi usada & metodologia MM-PBSA. A constante dielétrica
interna foi ajustada a fim de reproduzir o valor de energia livre relativa obtida com o método

TI. Esta calibracdo do método MM-PBSA foi feita apenas para o processo CMT-3—CMT-

8. Com 0 método de TI, o valor médio obtido para AAG;)'™—>~“M"~® nas direcdes direta e
reversa foi de 2,9 kcal mol™ e com 0 MM-PBSA, com uma constante dielétrica interna igual
a 4,0, o valor correspondente foi de 2,6 kcal mol™.

As contribuicdes do MM-PBSA referentes aos termos descritos na Equacédo (3.17)
foram calculados para um conjunto de 300 shapshots coletados ao longo dos ultimos 6 ns da
simulacdo de DM. A Tabela 3.12 mostra as diferentes contribui¢fes descritas na Equagéo
(3.15) para os complexos MMP-2:CMT-n, incluindo as energias AEee € AEvaw em fase
gasosa e as energias AGpg € AGnao-polar €M S0lu¢do. Os desvios padrdo para os ligantes CMT-
7 e CMT-8 estdo incluidos na Tabela 3.12. As energias em fase gasosa favorecem a ligacdo
e a energia livre de solvatacdo polar desfavorece a energia livre de ligacdo para todos os
complexos. Apenas a contribuicdo do solvente ndo-polar se encontra ligeiramente negativa
para a formacéo do complexo.

Como mostrado na Tabela 3.12, a energia livre de ligacdo é dominada pelos termos
de solvatacdo eletrostaticos e polares. Especialmente no caso do analogo CMT-4, que tem
um atomo de ClI ligado na posic¢do C7 (ver Figura 1.4) e é o menos lipofilico entre todos 0s
analogos das CMTs. Em parte, a magnitude dos termos eletrostaticos é devida a carga dos
ligantes (-2e) na forma totalmente ionizada que foi considerada neste estudo. A energia livre
de ligacdo é a soma dos quatro primeiros termos da Tabela 3.12. Essas contribui¢des
referentes a cada um desses termos estéo ilustradas na Figura 3.32. Analisando a Figura 3.32
é possivel observar que a energia em fase gasosa e o efeito do solvente sdo quase

equivalentes, resultando em uma pequena energia livre de ligacéo.

150



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 3.12 Contribuicdes para as energias de ligacdo calculadas usando a metodologia
MM-PBSA para os complexos MMP-2:CMT-n.

Ligante Termos de energia (kcal mol?) Desvio
CMT- CMT- CMT- CMT-4 CMT-6 CMT- CMT- CMT- CMT-

AEkke 741 - - - %31 - - 968 2001
AEvaw - - - -1617 -1133 - 274 293
AGes 87,28 8914 5767 1191 10057 7255 7373 ggg9 1867
AGraopoar -39 -474 -441 412 317 368 28 (2 (2
AEee+tAGps 13,18 1575 2227 1548 526 605 3,76

AGiig 576 -101 - 48 924 - - 261 258
"AAGI; 936 502 0 1032 58 05 255

20 AAGi foi calculado com o complexo mais estavel como referéncia, isto ¢, a CMT-3.

A partir dos valores AGjig, a ordem de afinidade para os trés complexos mais estaveis
¢ CMT-3> CMT-7> CMT-8, cujas diferencas de energia estdo dentro do desvio padrao (~ 3
kcal mol™). E interessante notar que estes complexos apresentam os menores valores de
penalidade pela dessolvatacdo (AGpe+AGsa), principalmente, a CMT-3, que é o anélogo
mais hidrofobico entre as CMTs, em contraste com o analogo CMT-4 que é 0 mais
hidrofilico e apresentou o maior valor para a energia de solvatacdo (ver Tabela 3.12). Dessa
forma, além dos modos de ligacdo proteina-ligante discutidos anteriormente, a
hidrofobicidade pode também ser uma caracteristica molecular importante a ser considerada
para a relagdo estrutura-atividade para as CMTs como inibidores de MMP.

Curiosamente, no estudo descrito na se¢do 3.1 com calculos DFT(Marcial et al.,
2011), usando apenas a primeira esfera de coordenacdo do zinco catalitico, os complexos
coma CMT-3 e coma CMT-8 foram determinados como 0s mais estaveis em solucéo aquosa
no nivel DFT. Este resultado esta em acordo com os resultados descritos nesta se¢do para o
sistema semelhante, mas incluindo todo esqueleto da proteina e aplicando métodos classicos
de calculo (DM, Tl e MM-PBSA).
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Contribuicdes para energia

M Fasegas M Efeito do solvente Energia de ligagdo relativa
80.0
61.6
60.0
40.0

20.0

0.0 7

-20.0 1

208
-40.0 =26.2

Energia de ligagdo relativa (kcal mol?)

-60.0

-80.0

Figura 3.34 Contribuicbes relativas (calculadas tomando o andlogo CMT-3 como
referéncia) para a energia livre de Gibbs paraa MMP-2 e CMT-n obtidas com calculos MM-

PBSA apos calibragdo com TI.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

4.1 CONSIDERACOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Nas ultimas décadas houve uma corrida por inibidores de MMPs seletivos e potentes
(Nuti, Tuccinardi e Rossello, 2007). Embora tenha havido um avan¢o no desenho de
inibidores, nenhum dos compostos da primeira e segunda geracdo mantiveram os resultados
pré-clinicos em estudos mais avancados. A inibi¢do terapéutica de MMPs tem sido um
desafio, como é evidenciado pelo fato da doxiciclina (metastat®)(Jacobsen et al.), um
antibidtico da metade do século XX, ser o Unico medicamento anti-MMP aprovado pela
FDA. Por essa razdo novas propostas de inibidores tendo sido alvos de estudos como
alternativa as primeiras geracOes de inibidores. A atividade anticolagenase das tetraciclinas
quimicamente modificadas foi descoberta no fim da década de 80 e desde entdo novos
analogos foram obtidos e vém sendo alvo de pesquisas, sobretudo como antimetastaticos,
estando o andlogo CMT-3 em fase Il de testes clinicos. Apesar de promissoras, pouco €
conhecido sobre o exato mecanismo de acdo dessa classe de moléculas, o que motivou o
estudo desenvolvido nesta tese.

Neste contexto, com 0 objetivo de contribuir com a elucidacdo do mecanismo de
interacdo das tetraciclinas quimicamente modificadas (CMTs) com as metaloproteinases de
matriz (MMPs), metodologias tedricas foram aplicadas através de calculos ab initio para
avaliar o processo de coordenacdo das CMTs com ion Zn(l1), para isso foram utilizados dois
modelos moleculares para a esfera de coordenacdo do metal, incluindo moléculas de dgua
(modelo guimico) e aminoacidos (modelo bioldgico), os quais mimetizam o sitio ativo da
enzima MMP-9. O modelo quimico indicou que o modo de coordenacdo dependia do estado
de ionizacdo do ligante. O sitio 011-012-01 foi mais favoravel em pH alto e baixo (formas
LH; e L), ja o sitio 03-Oam-01 foi preferido em meio neutro (forma LH").

O modelo biolégico [Zn(L)(His)3] incluia os ligantes na sua forma totalmente
desprotonada ( L= CMT-1, CMT-3, CMT-4, CMT-7 e CMT-8). Desse conjunto de CMTs,
as mais importantes sdo a CMT-3, a qual tem demonstrado significante atividade como
inibidora de MMP-2 e MMP-9 e a CMT-8 que é o derivado mais préximo da doxiciclina.
Para esses analogos, o sitio de coordenacdo VI(011-012) foi o mais favoravel em solucao
aquosa (log B >15). Este resultado sugere que a CMT-3 e a CMT-8 se coordenariam mais

fortemente ao sitio ativo da MMP-9 do que as outras CMTs.
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O grau de trigonalidade (t) para o centro metalico dos complexos com CMT-8 e
CMT-3 foi calculado e a geometria foi classificada como uma bipiramide trigonal levemente
destorcida (t ~ 0,8). Para os outros derivados o log 3 variou entre 9-13 quando o sitio V1 foi
considerado, 0 que sugere que a presenca da hidroxila na posi¢cdo C6 reduz a estabilidade do
modo VI e favorece os sitios Il e V. Para o ligante CMT-1 e CMT-4, os quais diferem apenas
pelo grupo na posi¢do C7, o modo Il foi o mais favoravel e o log B foi igual a 18,3 e 23,0,
respectivamente. Esses resultados ampliam a discussao de que a atividade das CMTs como
inibidoras de MMPs esta diretamente relacionada & sua estrutura. Nesse sentido, é
fundamental uma investigacdo do comportamento dessas moléculas no ambiente molecular
da proteina.

Na presente tese, foram combinadas as metodologias de docking molecular,
simulacdo de dindmica molecular e métodos de calculo de energia para uma completa
investigacdo da interacdo de diferentes CMTs com o dominio catalitico da MMP-2. Para
estudar as MMPs e seus complexos, por meio do campo de forca AMBER, foi proposto um
novo conjunto de pardmetros para 0s atomos de zinco estrutural e catalitico presentes nas
MMPs.

A metodologia de docking molecular foi primeiramente utilizada para caracterizar as
melhores posi¢des dos ligantes CMT-n dentro do sitio ativo da MMP-2. Os primeiros
resultados mostram que as CMT-n ocupam a esfera de coordenacao do ion zinco catalitico,
com excegdo do analogo CMT-3 que aparece no interior do bolso S1’ da enzima. Este
comportamento € devido, principalmente, a estrutura mais simples da CMT-3 que ndo tem
nenhum substituinte nas posi¢cdes C4, C5, C6 e C7. As alteracdes estruturais e energéticas
das simulacGes de DM forneceram uma explicacdo para a estabilidade dos complexos
formados. Os complexos MMP-2:CMT-n foram estabilizados pela interacdo do sitio O11-
012 do ligante com o ion zinco catalitico e ainda por liga¢Ges de hidrogénio com as cadeias
laterais dos aminoacidos da enzima. A anélise da esfera de coordenacdo do metal sugere uma
geometria piramide de base quadrada para o zinco nos complexos com as CMT-1, -2, -4, -6
e -8. A CMT-3 revelou uma afinidade elevada pela MMP-2, além de interagir com ion zinco,
através do sitio O11, esta envolvida em contatos hidrofébicos e interaces de van der Waals
com aminoacidos do bolso S’ da enzima. Por fim, a analise de energia livre de ligacdo sugere
uma maior afinidade entre o anadlogo CMT-3 com o sitio ativo da MMP-2, seguido pela

CMT-7 e CMT-8, cuja diferenca de energia varia apenas de 3 kcal mol™.
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Os resultados citados acima sugerem que a coordenac¢do ao zinco catalitico pode ndo
ser essencial para a inibicdo das MMPs por CMTs, sendo que a ocupagao do bolso S1° seria
uma caracteristica molecular mais importante para a resposta bioldgica da CMT. Esta
interacdo com o bolso S1° j& foi observada para outros inibidores de MMPs da segunda e
terceira geragdo, os quais foram desenhados com novos substituintes para que além de
coordenarem ao zinco, bloqueando o sitio ativo da enzima, também pudessem interagir com
regides de maior especificidade das MMPs. Essa capacidade de interagir com o bolso S1’
faz com que os compostos sejam mais seletivos. Nesse contexto, o estudo apresentado na
presente tese sugere que o andlogo CMT-3 pode ser 0 mais ativo entre as CMTSs devido a
sua capacidade de interagir com regido especificada MMP e com o ion zinco catalitico. Esse
resultado esta em acordo com experimentos que mostram que a CMT-3 € um inibidor mais
potente entre as CMTSs, e que parece inibir a MMP-2 de forma competitiva, ligando e
blogueando o sitio ativo diretamente, mas também pode modificar ou alterar a regido do sitio
ativo da MMP-2 (n&o competitiva).

Acreditamos ter contribuido com a proposta de empregar metodologias teéricas no
estudo de processos quimicos relevantes, como reacdes envolvendo moléculas de farmacos
(CMTs) e alvos biologicos (MMPs). Em geral, podemos ressaltar que os resultados obtidos,
em nivel molecular, apresentados nesta tese, possam contribuir fortemente na elucidacao das
observacdes experimentais de ensaios in vitro e in vivo e no desenho de novos analogos das
CMTs com maior potencial bioldgico. O novo conjunto de parametros desenvolvido para 0s
atomos de zinco em acordo com o campo de forcas AMBER pode ser usado no estudo de
simulagfes de MMPs interagindo com diferentes inibidores. Esses pardmetros estéo
disponiveis na literatura para toda a comunidade académica. Nosso objetivo futuro é propor
novos analogos das CMTs, sobretudo da CMT-3, e investigar a interacdo com as gelatinases
e outras MMPs com a finalidade de obter compostos potentes e seletivos, usando sempre 0s

protocolos testados e validados nesta tese.

155



CONSIDERACOES FINAIS

4.2 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS

Chemically modified tetracyclines as inhibitors of MMP-2 matrix metalloproteinase:
A molecular and structural study
Bruna L. Marcial, Sergio F. Sousa, Helio F. Dos Santos e Maria J. Ramos

XXXVIII Congresso de Quimicos Teoricos de Expressao Latina, 2012, Natal-RN

Molecular modeling study of MMP-9 matrix metalloproteinase and their chemically
modified tetracycline inhibitors
Bruna L. Marcial, Sergio F. Sousa, Helio F. Dos Santos e Maria J. Ramos

IV Simposio de estrutura eletrénica e dindmica molecular, 2012, Pirendpolis-GO

Interaction of chemically modified tetracyclines with catalytic zn(Il) ion in MMPs
Bruna L.Marcial, Luis A. S. Costa, Cleber. P. A. Anconi, Wagner. B. De Almeida e Helio
F. Dos Santos

5th Theoretical Biophysics International Symposium, 2011, Ilha da Madeira-PT

Force field parameterization for Zn(I1) present in metalloproteinases
Bruna L. Marcial, Ingrid L. Barbosa e Helio F. Dos Santos

XVI Simpdsio Brasileiro de Quimica Tedrica, 2011, Ouro Preto-MG

Calculos Hibridos e simulacdo dindmica molecular da CMT3 como Inibidora da
metaloenzima MMP-9
Bruna L.Marcial, Cleber. P. A. Anconi e Helio F. Dos Santos

V Escola de Modelagem Molecular em Sistemas Biologicos, 2010, Petrépolis- RJ

Estudo tedrico da estrutura e propriedades de um novo complexo de platina(ll) com a
tetraciclina quimicamente modificada denominada CMT-3

Bruna L.Marcial, Luis A. S. Costa, Cleber. P. A. Anconi, Wagner. B. De Almeida e Helio
F. Dos Santos

23° Encontro Regional da SBQ-MG, 2009, Juiz de Fora-MG
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4.3 ARTIGOS PUBLICADOS E SUBMETIDOS

Structural and Dynamics Analysis of Matrix Metalloproteinases MMP-2 complexed
with Chemically Modified Tetracyclines (CMTSs)
Bruna L. Marcial, Sergio F. Sousa, Helio F. Dos Santos e Maria J. Ramos

Journal of Biomolecular Structure and Dynamics (2013) submetido

Chemically Modified Tetracyclines (CMTs) as Inhibitors of MMP-2 Matrix
Metalloproteinase: A Molecular and Structural Study
Bruna L. Marcial, Sergio F. Sousa, Ingrid L. Barbosa, Helio F. Dos Santos ¢ Maria J.

Ramos

The Journal of Physical Chemistry B (2012) 116: 13644-13654

Interaction of chemically modified tetracyclines with catalytic Zn(Il) ion in matrix
metalloproteinase: evidence for metal coordination sites

Bruna L.Marcial, Luis A. S. Costa, Cleber. P. A. Anconi, Wagner. B. De Almeida e Helio
F. Dos Santos

Theoretical Chemistry Accounts: Theory, Computation, & Modeling (2011) 128:377-388

Tetraciclinas e glicilciclinas: Uma visdo geral

Elene C. P. Maia, Priscila P. Silva, Wagner B. De Almeida, Hélio F. Dos Santos, Bruna L.
Marcial, Reinaldo Ruggiero e Wendell Guerra

Quimica Nova (2010) 33:700-706

Structure and properties of the new complex of the platinum(l1l) with the chemically
modified tetracycline CMT-3: A theoretical study,

Bruna L.Marcial, Luis A. S. Costa, Wagner. B. De Almeida e Helio F. Dos Santos

Journal of Molecular Structure: THEOCHEM (2009) 916: 94-104
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