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Resumo

Resumo

A doenca do Dengue tem vindo a afetar parte da populacdo mundial, sem que haja cura ou
prevencdo possivel. O virus do Dengue (DENV) tem atualmente quatro serotipos distintos,
existindo ja rumores de um quinto. A doenca provocada pelo DENV pode atingir extremos, sendo
que o doente pode ter uma recuperacdo a 100% ou podera morrer devido a um choque
hemorragico. Desde o século passado que se luta contra a doenca tentando encontrar algum
tipo de cura ou prevencao, mas sempre sem sucesso. Estas investigacoes, tém tido diferentes
focos, desde o mosquito Aedes Aegypti & concecdo de farmacos antivirais eficazes contra o

DENV.

A Simulacao Computacional, tem sido uma preciosa ajuda no estudo da estrutura do virus
DENV, e no desenvolvimento de novos farmacos antivirais. Em combinacdo com as técnicas
laboratoriais, a Simulacdo Computacional, tem fornecido informacdes que é impossivel observar
experimentalmente. Com a ajuda computacional, obtemos informacées como valores de
energias e orientacdes moleculares possiveis em mecanismos de acdo de determinada

biomolécula.

Este trabalho de tese consiste no estudo por simulacdo computacional das estruturas especificas
da Glicoproteina E presente na superficie do virus do Dengue e a identificacdo de possiveis alvos
para farmacos antivirais. Esta tese foi levada a cabo em paralelo com um estudo experimental
realizado pelo Prof. Léo Degréve, na Universidade de Sdo Paulo, visando a identificacdo e teste
de novos farmacos antivirais para o DENGUE. O objetivo desta tese é a elaboracdo de um
protocolo de simulacdo que permita prever de forma sistematica e precisa, a energia de ligacédo
entre um ligante e um recetor, usando métodos de simulacao hibridos combinado simulacoes de

dindmica molecular e mecéanica quantica.

Esta tese esta organizada em quatro capitulos. O primeiro capitulo, sera a parte introdutéria sera
uma breve explicacdo do virus em estudo e, dos métodos computacionais. No segundo capitulo,
estarao explicados todos os materiais utilizados e, assim como os parametros usados nas
simulacbes computacionais. Nesta seccdo, sera apresentado o protocolo completo para a
realizacdo deste estudo. O terceiro capitulo, consistira na apresentacao e discussédo dos

resultados obtidos de todo o processo anterior. Por ultimo, o quarto capitulo, consistira na
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conclusao final do trabalho analisando todo o processo, evidenciando o que foi favoravel e o que

deveria ter sido feito para obter melhores resultados.



Abstract

Abstract

Dengue disease is affecting part of the world population, with no cure or prevention possible.
Currently, the virus of dengue (DENV) has four distinct serotypes, and there are rumors of a fifth.
The disease caused by DENV can attain extremes, where the patient may have a recovery of
100% or may die due to hemorrhagic shock. Since the last century large efforts have been done
to fight the disease, trying to find some kind of cure or prevention, but always without success.
These investigations have had different focuses, from the Aedes Aegypti mosquito to the

development of effective anti-viral drugs against DENV.

Computer Simulation has been a great help in the study of DENV structure, and in the
development of new antiviral drugs. In combination with laboratory techniques, Computational
Simulation, has provided information that is impossible to observe experimentally. With computer
assistance, we obtain information as energy values and possible molecular orientation for a given

biomolecule.

This thesis presents a computer simulation study of the specific structures of glycoprotein E
present on the surface of Dengue virus and the identification of possible targets for antiviral
drugs. This thesis was carried out in parallel with an experimental study by Prof. Léo Degréve at
the University of Sdo Paulo, for the identification and testing of new antiviral drugs for the
DENGUE. The aim of this thesis is to develop a simulation protocol to predict systematically and
accurately, the binding energy between a ligand and a recetor, using hybrid simulation methods

combining molecular dynamics and quantum mechanics simulations.

This thesis is organized in four chapters. The first chapter is the introductory part consisting in a
brief explanation of the virus under study and the computational methods used. In the second
chapter it is presented all the materials and as well as the parameters used in computer
simulations. In this section we will present the full protocol for this study. The third chapter
consists in the presentation and discussion of the results. Finally, the fourth chapter presents the

conclusions of this works.

Vi
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Introdugdo

1.1 Dengue

O Dengue é uma doenca tropical infeciosa transmitida através de um mosquito, o Aedes Aegyplti.
Esta doenca é causada pelo virus DENV, que é proveniente da familia de virus Flaviviridae, sendo
- tal como o Zika — um dos sessenta e oito géneros de Flavivirus. O DENV apresenta quatro tipos
imunologicos distintos (serotipos) sendo eles o DENV1, DENV2 (o mais comum), DENV3 e
DENV4, em que a distincao entre eles baseia-se na sua antigenicidade. A infecao causada por
um dos quatro serotipos da imunidade permanente para o serotipo em causa e, imunidade

parcial e temporaria aos outros trés. (Mundial et al. 1940)

Ruralmente, o nome alternativo dado ao Dengue é “febre quebra-ossos” pelo facto de um dos
sintomas ser a dor muscular e nas articulacdes. No entanto, nesta doenca os sintomas nao sao
iguais em todos os casos, por essa razdo foram criadas categorias onde sdo inseridos os
diferentes niveis de infecdo provocados pelo virus do Dengue: Dengue assintomatica, Dengue
Classico (DC) - ou dengue fever (DF) - e, Febre Hemorragica do Dengue (FHD) - ou dengue
haemorrhagic fever (DHF). A ultima, foi ainda divida em quatro seccdes de gravidade, sendo que
a terceira (lll) e quarta (IV) sdo definidas como sendo sindrome de choque do dengue (dengue

shock syndrome (DSS)). (Who 2009)

A infecdo provocada pelo Dengue é considerada uma doenca sistémica e dinamica. Isto ocorre
para o caso da manifestacéo clinica ser do Dengue Classico (DC) e, pode existir outros sintomas
como febres altas, dores de cabeca e erupcdes cutaneas, tal como demonstrado na Figura 1.1.
No entanto, existe outro caso clinico que é a Febre Hemorragica do Dengue (FHD), que consiste
no chogue hemorragico do doente. Normalmente, ocorre entre o terceiro e sétimo dia da doenca
e, resulta do aumento de permeabilidade vascular que desencadeia a faléncia circulatéria. Este
quadro clinico caracteriza-se pela sua curta duracéo, podendo atingir extremos, num prazo de 24
horas, levando ou @ morte ou a recuperacao rapida do paciente. Esta manifestacéo clinica, FHD,
atinge cerca de 500 000 pessoas por ano, sendo que ha registos de mortalidade com
percentagens de 10% para os doentes que receberam assisténcia médica e, de 30% por os

doentes que néo tiveram acesso a nenhum tipo de tratamento hospitalar. (Mundo, et al. 1940)
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Figura 1.1 — Principais sintomas do Dengue. Adaptado de http://www.wikiwand.com/pt/Dengue
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1.2 Historia e Epidemiologia

O virus do Dengue, teve origem em virus que circulavam em primatas nao-humanos, nas
proximidades da peninsula da Malasia. Com o crescimento populacional, as habitacdes da
regiao aproximaram-se da selva e, desse modo houve a transmissao do virus dos primatas nao

humanos, para humanos.

Sylvatic/enzootic Epidemic

Aedes mosquito

« K

' Ai J i
Prlmatem z’/ : \\\), Humans ;" s ll?
\I\{ \ I\
Wa 1

Figura 1.2 — Transmissdo do virus de primatas ndo humanos, para humanos. Adaptado de Whitehead et al. 2007.

Devido ao comércio de escravos, o mosquito Aedes Aegypt espalhou-se para fora de Africa,
durante os séculos XV e XIX. Os primeiros relatos de grandes epidemias, de supostamente, o
Dengue ocorre na Asia, Africa e América do Norte em 1779 e 1780. A partir dai, as epidemias
de Dengue tornaram-se constantes. Em 1907, o Dengue tornou-se a segunda doenca na historia
(a primeira foi a febre amarela), de caracter viral confirmada. Apos a Segunda Guerra Mundial,
houve um aumento da propagacao do Dengue. Consequéncia da perturbacao ecoldgica ocorrida
no Sudeste da Asia e do Pacifico que, ofereceu as condicdes ideais para o aumento da
transmissao do Dengue. Este aumento, levou também a dispersao de diferentes sorotipos para

novas areas e, as primeiras ocorréncias da Febre Hemorragica. Este caso clinico, foi relatado
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pela primeira vez em 1953, nas Filipinas e, num prazo de vinte anos, a epidemia da doenca

tinha-se espalhado por todo o Sudoeste Asiatico.
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Figura 1.3- Média do numero anual de DF/DHF. Adaptado de Tavodova 2012

Mais recentemente, em 2002, a Assembleia Geral da Organizacao Mundial de Saude, colocou o

Dengue como uma questao de prioridade de satde publica internacional. Com isto, procura-se

reforcar o controlo da doenca e a investigacdo para combater ao maximo a mesma. Relatorios

recentes, tém demonstrado que ha maior taxa de incidéncia nas zonas rurais, em comparacao

com as zonas urbanas. Aponta-se para que isto seja uma consequéncia do aumento do

transporte e mobilidade da urbanizacao.

O mapa epidemiolégico de Dengue, realizado em 2008 onde demonstra os locais do globo que

apresentam maior risco de incidéncia da doenca. E, analisando a Figura 1.4, é possivel verificar

que em 2008, os locais em que comecaram as epidemias de Dengue se mantém como as que

apresentam maior risco de incidéncia.
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Dengue, countries or areas at risk, 2008*

wmm

I - Countries or areas at risk | The contour lines of the January and July isotherms indicate the potential geographical limits of the nojthern and
southem hemispheres for year-round survival of Aedes aegypti, the principal mosquito vector of dengue viruses,

The boundaties and names shown and the designations used on this map do notimply the expression of any opinion whatsoever  Data Source: World Health Organization N World _Heqlth
on the part of the World Health Organization concerning the legal status of any country, territary, city or area or of its authoriti Map Production: Public Health Informati Organization
or concemning the defmitation of its frontiers or boundaries, Dotted lines onmaps represent approximate border lines forwhich ~ and Geographic Infomation Systems (GIS)

there may not yet be full agreement. World Health Organization @WHO 2008. All rights reserved

Figura 1.4 - Representagdo das dreas do globo em risco de ocorréncias de casos de Dengue, em 2008.
Adaptado de Tavodova 2012
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1.3 Virus do Dengue

O virus do Dengue é composto por ARN positivo que se encontra envolvido por um capsideo
proteico. Por sua vez, este capsideo proteico esta contido por uma bicamada lipidica e,
finalmente protegido por um envelope glicoproteico esferoidal. (Figura 1.5) (Pokidysheva et al.

2006)

Proteina M do Particula viral
rafeiis Eda fechada ou virion

: envelope viral
envelope viral

Figura 1.5 - Constituigdo do DENV. Adaptado de FREIRE 2014

O genoma do virus é constituido por cerca de 11 000 nucleotidos que codificam trés tipos de
proteinas (C,M e E) que se encontram na constituicdo da particula viral e, sete outros tipos de
proteinas (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4B e NS5) que sdo encontradas nas células
hospedeiras infetadas. (Ross 2010) Temos portanto, proteinas estruturais e ndo estruturais. Nas
proteinas estruturais encontra-se trés tipos de proteinas, a proteina do capsideo (C) é
extremamente basica e ¢ complexada com o RNA viral de modo a formar o nucleocapsideo. Esta
proteina é encontrada, em células infectadas com DENV, em torno das goticulas lipidicas que
derivam do reticulo endoplasmatico sendo imprescindivel para a formacdo das particulas virias.

(Chambers et al. 2003)(Chambers et al. 1990)(Wilschut 2010)

A proteina M faz parte do envelope lipidico do DENV em estado maduro, no entanto, esta é
sintetizada pela proteina glicosilada prM; esta forma percursora da proteina M esta relacionada
com a maturacao dos virides (particulas virais infecciosas) e ocorrem em ambientes com pH
acido e, durante o seu transporte através do Complexo de Golgi. Esta prM também interage com
a proteina E, de modo a evitar erros de dobramento nesta aquando da maturacéao viral.

(Barbosa- et al. 2009)
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1.4 Glicoproteina E

Os estudos realizados no virus do Dengue, tém sido feitos nas diversas estruturas deste. Muitos
dos estudos incidem nas proteinas nao-estruturais e, outros nas proteinas estruturais. Uma das
proteinas que tem vindo a ser intensamente estudada é a Glicoproteina E, devido ao papel

importantissimo na fusao da membrana do virus com a membrana da célula hospedeira.

Esta é a maior componente glicoproteica na superficie do DENV. Esta proteina é importante pois
¢ necessaria em diversos processos, participando no processo preliminar da infecao viral, uma
vez que esta atua como proteina ligante que ira interagir com recetores das células alvo,
mediando assim a endocitose da particula viral. Também é essencial no processo de fusdo do
virus ao endossoma, participando na dissociacao do nucleocapsideo no citoplasma. Esta
glicoproteina é considerada o principal alvo para a inducao da resposta imunoprotectora baseada

em anticorpos neutralizantes. (Santos Soares 2013)

A proteina E é constituida por um dimero, que se estende paralelamente a bicamada lipidica da
particula viral, que é formado por dois monémeros em que cada um deles é composto por um

ectodominio que corresponde a juncdo de trés dominios: I, Il e Ill. (Allison et al. 1999)

Figura 1.6- (A) Glicoproteina E com Dominio | representado a vermelho, Dominio Il a amarelo e Dominio Ill a
azul-escuro. (B) Conformagdo dimérica da Glicoproteina E. Adaptado de Alisson et al., 1999.
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O dominio | (DI) contém cerca de 120 aminoéacidos e, encontra-se entre o dominio Il (DII) e o
dominio lll (DIl), estando assim localizado no centro da proteina. Este dominio, apresenta varios
epitopos (chamados também de determinantes antigénicos) que induzem resposta imune a
anticorpos, essencialmente, nao-neutralizantes mas também com atividade neutralizante.

(Roehrig et al. 1998)

O dominio Il contém cerca de 180 aminoacidos e, contém na sua estrutura a regido que é
responsavel pela dimerizacao dos monémeros da proteina E. DIl apresenta-se em forma de dedo
e, contém na sua extremidade o peptideo de fusdo (/oop) com uma sequéncia de aminoacidos
hidrofébicos, conservada em todos os Flaviviridae, e que apenas é exposta na presenca de pH
acido. Esta regido da proteina E é entdo responsavel pela fixacdo da glicoproteina & membrana
da célula alvo que constitui uma etapa essencial do processo de infecdo do virus.(Zhang et al.

2014)(Modis et al. 2003)(Modis et al. 2004)

O dominio Il contém aproximadamente 98 aminoacidos e, tem vindo a ser muito estudado
como um importante alvo na producao de anticorpos monoclonais e vacinas, uma vez que este é
responsavel pela interacao entre o virus e a célula alvo. Este dominio, contém na sua estrutura
locais onde se ligam recetores das células humanas, promovendo a endocitose da particula viral.

DIll esta localizado na regido C-terminal da proteina E.
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Figura 1.7 - Processo de Fusdo das membranas, com o auxilio da Glicoproteina E. Adaptado de Mukhopadhyay et al. 2005

Através da Figura 1.7, é possivel analisar o processo de fusdo entre a membrana viral e a
membrana da célula hospedeira, com o auxilio da Glicoproteina E. O primeiro passo no processo
de infecao viral é a ligacdo a um recetor (por exemplo o sulfato de heparina ou CD209) na
superficie da célula hospedeira. Neste ponto, a Glicoproteina é constituida por um dimero, como
referido anteriormente, que contém péptidos de fusédo (representado a verde). Apos a ligacao a
um recetor, e a consequente exposicao as condicdes de pH acido no endossoma, a glicoproteina
forma uma conformacao prolongada e o péptido de fusdo estende-se através da membrana da
célula hospedeira. O processo de insercao dos peéptidos de fusdo no folheto exterior da
membrana, desencadeia uma trimerizacao da Glicoproteina E. O Dominio Il desta, dobra para
tras de si propria, trazendo consigo a membrana viral de encontro a membrana da célula
hospedeira. Com o movimento do Dominio Il no sentido do Dominio Il, ocorre a hemifusdo das
membranas lipidicas, ficando as regides transmembranares e os péptidos de fusdo muito

proximos. (Mukhopadhyay et al. 2005)

Esta mudanca conformacional da proteina E ira, obviamente, facilitar a libertacdo do ARN viral

para o citoplasma das células hospedeiras, uma vez que a fusdo das membranas (virais e
10
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celulares) ira gerar um canal através do qual o material genético ira entrar para o interior da
célula, onde ira ocorrer a traducao e replicacado do ARN viral. (Faheem et al. 2011)(Rodenhuis-

zybert 2010)(Melino & Paci 2007)

A Glicoproteina E constitui assim um alvo preferencial no desenvolvimento de abordagens
terapéuticas que possam interferir na fusdo do virus com as células hospedeiras e,
consequentemente com o ciclo de vida do virus. Para que haja sucesso neste tipo de
investigacOes é fundamental a existéncia de informacao detalhada acerca da proteina em causa.
Neste sentido, as simulacdes computacionais podem ser uma mais-valia importante no estudo
do comportamento da estrutura da proteina E em condicdes proximas as fisiologicas, trazendo a

luz novas informacoes sobre 0s mecanismos de acdo do DENV.

11
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1.5 Métodos Computacionais para os estudos da interacao proteina-ligante

1.5.1 Campos de Forca Empiricos

Para o estudo das estruturas e funcdes de sistemas bioldgicos é possivel usar modelos
moleculares baseados na mecanica classica. Esta apresenta formas funcionais simples o que,
permite a execucao de um grande numero de calculos num curto espaco de tempo, permitindo

por sua vez o estudo de sistemas biolégicos com maior grau de complexidade molecular.

Um campo de forca empirico é entdo caracterizado como sendo o conjunto de funcdes de
energia com um conjunto de parametros a elas associados. Os parametros ndo sao Unicos para
todos os tipos de sistemas, estes devem ser ajustados para que o campo de forca esteja de
acordo com resultados obtidos através de calculos de mecénica quéantica, em moléculas

simples, e com resultados experimentais realizados para sistemas modelo.

Um campo de forcas usado em mecanica molecular é definido como sendo o somatdrio de
varios termos de energia, que sao divididos por termos de energia relativamente a atomos
ligados quimicamente — onde se incluem os angulos, diedros e comprimentos de ligacoes - €, a
atomos nao-ligados quimicamente — onde se considera as interacdes de Van Der Waals e de

energias de repulsdo e atracdo electroestatica. (Namba et al. 2008)

Na Equacdo 1.1, temos a expressdo tipica para um campo de forcas empirico, definindo a
energia potencial total do sistema. Os primeiros trés termos descrevem as interacdes de atomos

ligados quimicamente e, o ultimo as interacdes de atomos nao ligados.

Equagdo 1.1

k K ;
Uir) :Zliga(;ﬁof (i = Lip) ? +Zéngulo79 (6; — 6;0)° +2diedr0%(1 + cos(nw; —

12 6
N N 95Y  _ (%u _44;
)/l )) +Zi=1 Z]>I— <4€l] [(rl]) (’rij) l + 47'[801"”’)

O primeiro termo da equacao descreve, com um potencial harmonico, a interacdo entre dois

atomos ligados entre si. O segundo termo, tal como indicado, descreve a modelacdo dos angulos

12
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de valéncia. E, por fim, o terceiro descreve potencial resultante da torcao do angulo de uma
ligacao. O quarto termo esta associado as interacdes de atomos nao ligados. Incluidos estao os
atomos da mesma molécula, que se encontram a pelo menos trés ligacdes de distancia um do
outro ou, de diferentes moléculas. As interacdes entre dois atomos nado ligados, incluem o
potencial de Lennard-Jones associado a descricao das interacdes de Van Der Waals, e o
potencial de Coulomb para interacdes eletrostaticas. Nas seccdes seguintes vamos descrever em

detalhe os varios termos desta equacéo.

13
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1.5.1.1 Interacoes Ligantes
e Ligacoes

A Lei de Hooke é responsavel por restringir, harmonicamente, o comprimento da ligacao
covalente entre dois atomos em relacdo a uma distancia de referéncia. Deste modo, é possivel

conhecer o potencial de uma ligacao entre dois atomos. (Equacao 1.2)

Equagdo 1.2

U = k(L — 1p)?

O potencial de ligacao é conseguido através dos parametros k, que corresponde a constante de
elasticidade de ligacdo dos atomos e, (I —ly) sera a variacdo do comprimento de ligacéo,
sendo que l,, chamado de “comprimento de ligacdo de referéncia”, consiste no valor de
comprimento que a ligacdo tem quando todos os termos do campo de forca sao ajustados para
zero. Como se pode verificar na Figura 1.8, no potencial de ligacdo entre dois atomos, ha um

perfil simétrico em relagéo a [, correspondente ao minimo observado.
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Figura 1.8 - Potencial de Ligagdo entre dois dtomos usando restrigdo harmanica.
Adaptado de Van der Spoel et al. 2010
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O potencial harmonico nao descreve corretamente sistemas que apresentem elevadas
deformacdes de comprimento de ligacao, levando a sua rotura. No entanto na maior parte dos

sistemas biomoleculares estes acontecimentos sdo muito raros.

e Angulos de ligacao

A forma funcional de um angulo de ligacao entre trés atomos, também pode ser definida

recorrendo a Lei de Hooke, sendo assim um potencial harmonico. (Equacédo 1.3)

Equagdo 1.3

1
ue) = Eke(g — 6o)°

O potencial harmonico para o angulo de ligagdo é entéo definido por dois parametros: kg

correspondente a constante elastica e, o angulo de referéncia 6.

Analisando a Figura 1.8 e a Figura 1.9, verifica-se que é necessaria uma menor energia para
modificar um angulo para longe do estado de equilibrio, em comparacdo com a energia

necessaria para comprimir ou esticar uma ligacao entre dois atomos.

anp {1
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Figura 1.9 - Potencial do dngulo de ligagdo entre trés dtomos com restri¢do
harmodnica. Adaptado de van der Spoel et al. 2010
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e Diedros

Um angulo diedro é caracterizado por ser formado entre dois planos, sendo que sdo constituidos
por quatro atomos ligados ao longo de trés ligacoes.

Como exemplo de diedro, temos a Figura 1.10, onde estao representados os quatro atomos (i, j,
k e I) ligados entre si por trés ligacdes. Os dois planos, neste caso concreto, seriam o plano i, j e

k e, 0 segundo, j, kel

Figura 1.10 - Exemplo de um diedro.

A rotacdo de uma ligacdo tem uma grande influéncia nas propriedades estruturais de uma
molécula, podendo por exemplo, gerar alteracdes locais no arranjo espacial de uma cadeia de
um polimero. Estas rotacdes das ligacdes ocorrem com mais facilidade que a variacdo de um
comprimento de ligacéo ou da alteracdo de um angulo entre trés atomos, uma vez que a rotacao
necessita de menos energia e, apresenta uma grande flexibilidade. (Rapaport 2004)

O perfil de energia associado a rotacdo de uma ligacdo é definido pela forma funcional do diedro,

especificada na Equacao 1.4.
Equagdo 1.4

U(w) = ﬁzo%” [1+4 cos(n® — )]

A funcédo do diedro (w), é conseguida através de varios parametros. O parametro v, define a
altura da barreira de energia existente em relacao a rotacdo O parametro N é a multiplicidade,
responsavel por determinar o nimero de minimos na funcdo em questao. Por fim, o parametro

y, € o fator de fase responsavel por determinar a posicao do minimo de energia.
16
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3640

Figura 1.11 - Potencial do Gngulo diedro. Adaptado de van der Spoel et al. 2010

Até aqui, falou-se de diedros proprios que sdo os que geralmente estdo presentes como um

termo do campo de forcas empirico. No entanto, existem os diedros improprios que permitem

restringir a geometria das moléculas, sendo responsaveis por manter quiralidade em tetraedros

ou a planaridade. (Figura 1.12)

Figura 1.12 - A esquerda, estd representado a aplicagéo de um diedro impréprio para manter a quiralidade,
mantendo o dngulo formado pela ligagio AB com o plano BCD. A direita, usa-se os diedros improprios para
manter a planaridade, mantendo-se a ligagdo CD no plano ABC, em que o dngulo de equilibrio serd zero.

Adaptado de Soares 1997
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O potencial dos angulos diedros improéprios (§) podem ser definidos recorrendo a potenciais

harménicos. (Equacao 1.5)

Equagdo 1.5

U(&iji) = %kf(fijkl —&p)?

Uma vez que estes sdo definidos harmonicamente, o seu potencial ¢ semelhante aos restantes
termos que contém restricdes harmonicas, como se pode verificar pela Figura 1.13. O angulo

diedro improprio é definido como o angulo entre os planos (i,j,k) e (j,k,I).
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Figura 1.13 - A esquerda, o dngulo diedro imprdprio num tetraedro. A direita, o potencial do dngulo
diedro improprio. Adaptado de van der Spoel et al. 2010
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1.5.1.2 Interacoes nao Ligantes

e Interacoes Eletrostaticas

Os fendmenos eletrostaticos surgem a partir das forcas que as cargas elétricas exercem entre si.
Estas cargas sao concebidas para reproduzir as propriedades eletrostaticas de uma molécula e,
a distribuicdo destas podem ser representadas de variadas formas. Geralmente, a abordagem
consiste no fracionamento da carga da molécula resultando num conjunto de cargas pontuais
distribuidas pelos varios atomos ao longo da molécula. Assim, a interacdo eletrostatica entre
duas moléculas, ou entre diferentes partes da mesma molécula, é calculado como a soma das

interacdes entre pares de cargas pontuais, usando a Lei de Coulomb. (Equacéao 1.6)

Equacdo 1.6

N4g wNp 4i4j
U=). B
Zl:l J=L amegry;
j>i

O calculo do potencial eletrostatico, depende dos parametros Ny e Nz que s@o 0s numeros de

cargas pontuais em duas moleculas (A e B). Os parametros g; e q; correspondem as cargas em
cada atomo; &, € a constante elétrica que tem um valor ja definido e, por fim o parametro 7;;

que corresponde a distancia entre as duas cargas.

Figura 1.14- Representagdo de um potencial Eletrostdtico resultante
resultante de duas cargas pontuais. Adaptado de Leach 2001
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o Interacoes de Van Der Waals

As interacdes eletrostaticas ndo conseguem englobar todas as interacoes de atomos ndo ligados
num sistema. Certas interacdes eletrostaticas tipo dipolo-dipolo poderdo existir
momentaneamente entre atomos, devido a interacao das respetivas nuvens eletronicas. Estas
interacdes podem ser descritas por forcas de Van Der Waals, que sdo caracterizadas como

sendo uma soma de varias contribuicdes de forcas repulsivas e atrativas.

A funcdo mais conhecida por representar o potencial das interacées de Van Der Waals, é a

funcao de Lennard-Jones, descrevendo a interacao entre dois atomos.(Lennard-Jones 1924)

Energia

Distdncia entre dtomos (r)

Figura 1.15 - Potencial de Lennard-Jones. Adaptado de van der Spoel et al.
2010

O potencial de Lennard-Jones é caracterizado por descrever a variacao das forcas atrativas com

r® e as forcas repulsivas com r'? e, por essa razao € conhecido como a funcdo Lennard-Jones

12-6. (Equacao 1.7)

Equagao 1.7

vy =4[(2)" - ()]
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Neste potencial, apenas dois parametros sao ajustados, sendo eles o parametro o que
corresponde a distancia na qual a energia é nula. O parametro € corresponde a profundidade do

“poco” do potencial.

e Tratamento da Interacdes nao Ligantes

Nas simulacdes de Mecéanica Molecular, o calculo das energias e/ou forcas das interacdes nao
ligantes é a parte mais dispendiosa do processo. O custo de avaliacao das interacdes ligantes é
proporcional ao numero de atomos do sistema, enquanto para os termos nao ligantes varia com
Nz, Este tipo de interacdes ¢ calculado entre todos os pares de atomos do sistema, 0 que nem
sempre se justifica. De modo a limitar o nimero de interacdes a ser avaliadas, é usado um raio
de cutoff que define a distancia a partir da qual as interacdes nao ligantes entre pares de
atomos deixa de ser considerada, o que faz sentido dado que estas interacdes variam

rapidamente com o inverso da distancia.

A definicdo da distancia do cut-off esta relacionada com a dimensdo da caixa em que esta
inserido o sistema em estudo, usando o meétodo da mininum image convention, como
representado na Figura 1.16. A implementacdo deste método pressupde a definicdo das
condicdes fronteira periddicas em que se supde que o sistema original é envolvido por um
conjunto de réplicas do sistema original. Deste modo, a distancia de cut-off deve ser sempre
inferior a metade do comprimento da dimensdo da célula menor, para garantir que os atomos
nao interagem com as suas imagens. Em minimum image convention, a energia é calculada
com o atomo mais proximo ou imagem. Analisando a Figura 1.16, o circulo representa o cut-off,
e neste caso, as moléculas que se encontram dentro do circulo terao uma contribuicao no atomo
1. No entanto, os atomos 4, 5 e 6, por exemplo, ndo irdo ter qualquer contribuicdo no atomo 1,

uma vez que os seus centros nao se encontram no interior do circulo. (Cheung et al. 2008)
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Figura 1.16 - Minimum image convention num sistema com duas dimensées. A caixa central contém cinco
moléculas, assim como a caixa construida contendo a molécula 1 no centro. O circulo representa o potencial
cut-off. Adaptado de Cheung et al. 2008

Quando o cutoff é utilizado, as interacdes entre todos os pares de atomos que estdo mais
distantes do que a distancia de cutoff sdo postos a zero, tendo em conta a imagem mais

proxima. (Figura 1.16) (Fadrna et al. 2005)(Leach 2001)

Este método, no entanto, nao é muito eficaz no caso das interacdes de longo alcance, como é o
caso das interacoes eletrostaticas, que decaem gradualmente com a distancia. Isto ocorre,
porque este método nao permite uma descricao rigorosa das interacdes na zona junto ao limite
de cut-off. Para estes casos, em que o cut-offnao ¢ suficientemente rigoroso, existe o tratamento
de interacoes eletrostaticas de longo alcance: Particle Mesh Ewald (PME).

Este método é conhecido por conseguir considerar todas as interacdes entre cargas dentro do
mesmo sistema, e as interacdes entre as cargas e as imagens respetivas. Ewald (1921), propbs
este método em que uma particula interage com todas as outras particulas da caixa de
simulacédo e com todas as suas imagens numa infinita variedade de células periddicas. A Figura
1.17 ilustra como a matriz de células de simulacado é construida. A estratégia ¢ criar caixas por
ordem de proximidade a caixa central, normalmente as células unitarias sao adicionadas em
sequéncia, sendo que: o primeiro termo tem |n|= (0,0,0); o segundo termo sera |n|=L (“L”
corresponde ao comprimento de lado da caixa) que contém as seis caixas centradas em n=

(xL,0,0), (0,£L,0) e (0,0,%L).
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Figura 1.17 - Construgdo da esfera com caixas de simulagdo. Adaptado de Cheung et al. 2008

A interacao entre pares de cargas na caixa de simulacdo central (célula unitaria 7=0) é descrita

baseando-se na Lei de Coulomb. (Equacéo 1.8)

Equagdo 1.8
, N N
1 qiq;
V=3 4meg|ry; + |
= TTEY|T; n
n=0 i=1 =1 ol1'ij
Jj>i

Neste caso, as interacOes entre as cargas pontuais, q; € q;, que se encontram dentro da célula

unitaria sao tidas em consideracao, no entanto as interacées em que i=j sao ignoradas, assim

como as imagens presentes a uma distancia |r;; + n|.
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1.5.1.3 Minimizacao de energia

Na modelacdo molecular tém-se especial interesse em encontrar pontos minimos na superficie
da energia potencial, uma vez que estes pontos minimos correspondem a estados estaveis do
sistema. O processo de Minimizacdo de energia ¢ um procedimento numeérico criado para
encontrar um minimo da superficie de energia potencial, a partir de uma estrutura inicial de
energia mais elevada, variando a posicdo dos atomos até encontra-o. (Figura 1.18) No final
deste processo, podera existir varios minimos de energia, no entanto, o que apresentar menor

energia sera considerado o minimo de energia global.

Geometria

Figura 1.18 - Processo de Minimizagdo de energia modificando a geometria da molécula até encontrar um
minimo. Adaptado de Standard 2015

Para ter acesso as diferentes conformacdes associadas a pontos minimos da superficie de
energia, & possivel recorrer a alguns programas de minimizacdo. Um programa capaz de realizar
minimizacdo de energia, ¢ o0 SANDER (Simulated Annealing with NMR-Derived Energy Restraints)
presente no software AMBER. Este € um programa basico de minimizacao de energia e dinamica
molecular, que suporta varios tipos de algoritmos de minimizacao entre eles — 0s mais comuns

- método steepest descent e o gradiente conjugado. (Case et al. 2011)

Geralmente, a minimizacao de energia recorrendo ao SANDER ¢é feita com a combinacao dos
algoritmos referidos anteriormente. Os primeiros passos sao feitos usando o sfeepest descent,

pelo facto de este ser um método robusto, que ¢ eficiente na procura dos minimos mesmo que o
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ponto inicial de minimizacdo esteja bastante afastado. Os passos seguintes sdo geralmente feitos
recorrendo ao método do gradiente conjugado, que consegue uma convergéncia mais rapida que

o método anterior.

No primeiro método, a direcéo pela qual segue a primeira minimizacao € a do gradiente mais
ingreme, em relacao ao ponto inicial. Encontrado um minimo, é a partir deste que comeca uma
segunda minimizacao e, do mesmo modo que a primeira minimizacdo, a sua direcdo sera a do
gradiente mais ingreme encontrado. Este processo é repetido até atingir um minimo em todas as
direcoes ou, até atingir o numero de iteracdes definido. O sfeepest descent é usado na parte

inicial da minimizacao, quando a estrutura esta longe de ser a conformacao com menor energia.

O método de gradiente conjugado inicia-se da mesma maneira que o método anterior, no
entanto, difere nos passos seguintes. Este método tem sempre em consideracao as direcdes
anteriores, evitando assim grandes oscilacdes da superficie de potencial e, chegando mais
rapidamente ao minimo. Assim, consegue-se atingir a convergéncia mais rapidamente, uma vez
gue nao é necessario passos adicionais até chegar ao minimo, seguindo um caminho “direto”

até la. (Standard 2015)
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1.5.2 Dinamica Molecular

A Dinamica Molecular é caracterizada como sendo uma técnica de simulacao computacional de
sistemas complexos que sd@o modelados a nivel molecular. Neste processo, as equacdes de
movimento (Equacdes de Newton) sao resolvidos numericamente de modo a existir uma
evolucao no tempo do sistema, permitindo a derivacdo de variadas propriedades de interesse,

como as termodinamicas e cinéticas.

Esta técnica de simulacado é fundamentada nos principios da Mecanica Classica. Deste modo,
para que se consiga informacdes sobre o comportamento dindmico de determinado sistema, ¢
necessario a aplicacao da mecanica estatica e da mecanica molecular. A primeira, tera a
responsabilidade de realizar os calculos das propriedades observaveis a nivel macroscopico a
partir das propriedades microscopicas, conseguindo-se assim valores de pressdo, energia
interna, volume, temperatura, entropia, etc. A mecanica molecular ira permitir que as moléculas
sejam tratadas como um conjunto de atomos, sujeitos a uma série de potenciais de interacdo

gue os mantém unidos, e definidos como sendo campos de forcas empiricos.

Para que seja possivel gerar DM a partir de modelos de potencial continuos, como € o caso dos
campos de forcas, sao utilizados alguns métodos de integracdo de diferencas finitas, descritos

em seguida.

e Algoritmo de Verlet

Técnicas de diferencas finitas sdo usadas para criar trajetérias de dindmica molecular com
modelos de potenciais continuos. Para qualquer arranjo dos atomos no sistema, a forca que
atua sobre cada atomo devido as interacdes com outros atomos pode ser calculada por
diferenciacao da funcao de energia. A partir da forca em cada atomo é possivel determinar a sua
aceleracao através da segunda lei de Newton. A integracdo das equacdes do movimento deve
entdo produzir uma trajetdria capaz de descrever como as posicdes, velocidades e aceleracoes

das particulas variam com o tempo.
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Matematicamente falando, a trajetéria de atomos em funcdo de tempo sera dada por:
r(®)

Em seguida, encontrar-se-a as posicdes para intervalos de tempo discretos, em que 6t é o fime

step. Quanto menor for o valor de &t, mais precisa sera a solucao das equacdes de movimento.

rN(0),rV(8t), rV(26¢t),rN(368¢), ...

Existem varios algoritmos para a integracao das equacdes de movimento usando métodos de
diferenca finita, que sdo implementados para os calculos de dindmica molecular. Todos os
algoritmos assumem que as posicoes e as propriedades dinamicas — velocidades, aceleracoes —

podem ser aproximadas como séries de Taylor:

Equacio 1.9
r(t+ 6t)=1(t) + 5tw(t) + %&za(t) + %6t3b(t) + - Sthe(t) + -
Equaco 1.10
v(t + 6t) =v(t) + Sta(t) + %Stzb(t) + %6t3c(t) T
Equacio 1.11

a(t + 8t)=a(t) + Stb(t) + %&Zc(t) .

Como se pode verificar através das equacgdes anteriores, a velocidade (v) resulta da primeira

derivada das posicdes (r ) em funcédo do tempo; a aceleracao (a) é dada pela segunda derivada.

O algoritmo Verlet € o método de integracdo das equacdes de movimento mais usado em
simulacoes de dindmica molecular. Este algoritmo usa as posicoes e aceleracdes no instante t,
e as posicoes resultantes do passo anterior, r(t — &t), para calcular novas posi¢des no

instante (t + &t), ou seja, r(t + &t).(Equacao 1.12)
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Equagdo 1.12

r(t+ &t)=2r(t) — r(t — 6t) + 5ta(t)

No algoritmo de integracao de Verlet, as velocidades nao aparecem explicitamente, neste caso

uma das possibilidades é estimar as velocidades para metade do fime step, t + ;&. (Equacao

1.13)

Equagdo 1.13

1 -
v(t + E&) _ [r(t+60) r(t)]/&

O facto de as velocidades terem de ser calculadas “a parte”, torna a obtencéo das velocidades
mais complicada e, € necessario que as posicdes do fime step seguinte sejam calculadas para
que seja possivel obter as velocidades. De modo a minimizar essa desvantagem, foi criado o
método da velocidade de Verlet (Swope 1982) que é capaz de calcular as posicoes, velocidades

e aceleracdes ao mesmo tempo, sem que a precisao seja comprometida.

Equagdo 1.14
r(t+ 8t)=7(t) + 5tv(t) + 5 5ta(t)

Equagdo 1.15

v(t+ 6t) =v(t) + %&[a(t) + a(t + 6t)]

Através da Equacao 1.14, verifica-se que para o calculo de novas velocidades é necessario as
aceleracdes no tempos t e (t + 6t). Assim, na primeira etapa, as posicdes no tempo (t + &t)
sao calculadas de acordo com a Equacao 1.15, usando as velocidades e aceleracdes do tempo

t. As velocidades para metade do time step, t + %&, sao determinadas pela seguinte equacéao:
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Equagdo 1.16

% (t + %&) =v(t) + %(Sta(t)

Por fim, novas forcas séo calculadas a partir das Ultimas posicdes, tendo assim a(t + &t). No

ultimo passo, as velocidades séo por fim calculadas para o tempo (t + 6t). (Equacéo 1.17)

Equagdo 1.17

1 1
v(t+6t) =v (t + E&) + 5 dta(t + 6t)

e Termostatos

A segunda lei de Newton preserva a energia total do sistema, e uma integracdo simples da
segunda lei de Newton, por conseguinte, conduz a simulacdes que preservam a energia total do
sistema (E), o nimero de atomos (N) e o volume do sistema (V) .No entanto se pretendermos
realizar simulacdes a temperatura constante, em vez de energia constante, o sistema em estudo
¢ acoplado a um reservatdrio térmico e é definido um termostato para manter constante a
temperatura do sistema. Os termostatos mais utilizados sdo Langevin, Nosé-Hoover e

Berendsen.

e Solvatacao

Grande parte dos processos em sistemas bioldgicos ocorrem num meio aquoso, e por isso é
importante perceber de que modo é que o solvente afeta o comportamento de determinado
sistema. Existem sistemas em que as moléculas de solvente estao diretamente envolvidas em
reacOes ou entdo, encontram-se tao fortemente ligadas que passam a ser parte integrante do
soluto. Nesses casos, as moléculas de solvente devem ser modeladas explicitamente. Noutros
sistemas, o solvente ndo interage diretamente com o soluto mas, fornece um ambiente que afeta

fortemente o comportamento do soluto. Nestes casos, o solvente atua como uma perturbacao do
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comportamento da fase gasosa do sistema e, para isso existem o0s modelos de solvente

continuo. (Leach 2001)

Os modelos de solvente continuo tém uma grande economia em termos computacionais e
podem fornecer uma razoavel descricdo do comportamento do solvente. Os modelos de solvente
explicito, por sua vez, sdo mais dispendiosos em termos computacionais, mas fornecem uma
boa descricdo fisica do solvente. Dos modelos de solvente explicito mais comuns, existe o
modelo 7ransferable Intermolecular Potencial 3P (TIP3P) (Jorgensen et al. 1983), este tem trés
sitios de interacao eletrostatica, sendo que as duas cargas parciais positivas sao nos dois
atomos de hidrogénio e, a negativa no atomo de oxigénio. As interacdes de Van Der Waals tém o

seu ponto de interacao no atomo de oxigénio.
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AMBER

O software AMBER ¢ caracterizado por ser um conjunto de programas que permite aos
utilizadores realizar simulacées de dinamica molecular, particularmente em biomoléculas. Os
programas incluidos no AMBER, trabalham em conjunto de modo a fornecer uma estrutura que

sera sujeita a varios calculos.

O termo AMBER é também usado para fazer referéncia a um campo de forca, no entanto, é
importante referir que este nao é exclusivo para este software e, que este software ndo contém

apenas este campo de forcas.

O AMBER esta dividido em dois programas principais: O AmberToolsl5 e o Amberl4d. O
primeiro, consiste num conjunto de programas de simulacdo e analise biomolecular; o segundo
é baseado no programa pmemd (que sera descrito a frente). E possivel realizar varias
simulacdes recorrendo apenas ao AmberTools15, no entanto, a combinacao de ambos, permite

a realizacao de simulacdes mais extensas e complexas. (D.A. Case, et al. 2015)

Todos os programas de simulacao tém o seu método de atuacao. Neste caso, o AMBER tem
alguns passos estabelecidos, que sdo realizados recorrendo aos diferentes programas que este

disponibiliza. (Figura 1.19)

pabdamber
]
antechamber, forca
MCPB, field
LEaP info
.l:lrr _rr.l.lil
s
r
parmed.py
]
sander.
MKA or 5
HRAY info nab, mdgx, —.
prmemd
MMPBE’F"'W mdout_analyzer,
amberlite, '
FEW cppra)

Figura 1.19 - Fluxograma para realizagdo de simulagdes no AMBER. Adaptado de D.A.
Case, et al. 2015
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Os passos iniciais, que constituem o processo de preparacao do sistema para as simulacgoes,
podem estar associados a erros de simulacoes e, por essa razao tém de ser feitos com especial

atencao.

Para a realizacao das simulacdes, o sistema que se pretende estudar deve conter as
coordenadas cartesianas de cada atomo (geralmente, os ficheiros que contém as coordenadas
tém o nome de “prmcdr”). Por norma, os sistemas vém num formato Protein Data Bank (PDB),
que podem nado ser compativeis com os programas AMBER, por essa razdo ha ficheiros que
necessitam de algumas modificacdes. O programa LEaP permite fazer algumas edicdes, no

entanto, também o script pbd4amber é capaz de o fazer.

O segundo passo para a realizacdo das simulacdes é relacionado com a topologia, onde esta
incluido as conectividades, nomes e tipos de atomos e nome de residuos (por norma, este
ficheiro tem o nome “prmtop”). O software AMBER contém programas que tém bases de dados
que usam para retirar informacdes acerca de aminoacidos padrao, ADN, ARN, acucares e lipidos
comuns. O antechamber é um programa do AMBER que permite o desenvolvimento de campos

de forca para moléculas “nao-padrao” usando o General Amber force field (GAFF). O uso deste

programa pode ser feito diretamente recorrendo ao LEaP.

De seguida, é necessario definir os parametros dos campos de forca para todas as ligacdes,
angulos e tipos de atomos do sistema. No entanto, também nas bases de dados do AMBER,

existem parametros padrdo para varios campos de forca.

Uma vez terminados os ficheiros de topologia, o AMBER dispde de um script — o parmed.py —

gue examina se os parametros definidos na topologia séo validos para o sistema.

Posto isto, a parte de preparacao é finalizada. Seguindo-se a parte de simulacdo, que é feita
recorrendo a programas de simulacdo incluidos no AmberTools, como o programa SANDER.
Posteriormente, procede-se a analise das simulacdes, recorrendo a programas de analise do

AMBER, como o CPPTRAJ.
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Programas integrados no AMBER

e LEaP - Programa de Preparacao

LEaP é o nome genérico dado aos programas tleap e xpleap, presentes no software AMBER.
Através destes, é possivel ler /inputs contento o conjunto de parametros, ler e editar ficheiros
com formato PDB, interligar residuos e criar complexos de moléculas ndo-ligados, modificar as
coordenadas internas de uma molécula e criar ficheiros de topologia, coordenadas e parametros

compativeis com o software AMBER.

Assim, este programa consegue combinar e executar quatro maddulos (prep, link, edit e parm)
necessarios para a preparacao do sistema. Deste modo, o LEaP torna-se uma ferramenta muito
utilizada no processo de simulacdes de dinamica molecular, pela sua capacidade de realizacao

de diversas tarefas. (D.A. Case, et al. 2015)

e SANDER - Programa de Simulacao

Como ja referido anteriormente, SANDER é o programa de minimizacdo de energia e de

dinamica molecular do software AMBER.

Este programa relaxa a estrutura por iteracbes do movimento dos atomos, na procura de um
minimo de energia. As estruturas, por norma, sao sujeitas a minimizacdes antes das simulacoes
de DM. E por essa razao, este programa € uma boa opcao, uma vez que este é capaz de realizar

uma minimizacao de energia antes de iniciar os calculos de DM.

Uma versdo otimizada do SANDER que é usada normalmente, é a Particle Mesh Ewald
Molecular Dynamics (pmemd) que foi criado com o objetivo de melhorar o desempenho dos
métodos utilizados no SANDER. Esta versao suporta simulacdes de PME, e é compativel com
campos de forca AMBER e CHARMM. No pmemd é possivel ainda, adicionar um acelerador de

GPU, criando a versdo pmemd.cuda. (Case et al. 2011)
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e CPPTRAJ - Programa de Analise

O cpptraj € um programa versatil, incluido no AMBER, utilizado no pds-processamento da
trajetéria obtida com DM e para analise de dados. O processamento usando o cpptraj, &€ mais
rapido do que as anteriores versdes que o AMBER continha, essa melhoria &, particularmente,

notéria no processamento de trajetorias com formato NetCDF.

Este programa veio trazer varias ferramentas adicionais ao tratamento de dados obtidos da
simulacdo de DM. Para além de ser capaz de processar ficheiros de trajetérias com diferentes
topologias, ao mesmo tempo, é também capaz de extrair coordenadas, calcular valores de

ligacOes, angulos e diedros, variacao de posicdes atomicas, etc. (Case et al. 2014)

MDPOCKET

Nas investigacoes feitas para novos farmacos, recorrendo a métodos computacionais, a maioria
das vezes nao se conhecem nem os ligantes, nem cavidades da macromolécula onde estes
possam ser inseridos. Para que se conheca todas as cavidades existentes em determinada
macromolécula, foram criados ao longo do tempo varios algoritmos de detecdo de cavidades.
Estes algoritmos tém vindo a melhorar, sendo agora capazes de detetar e caracterizar as

cavidades, tendo em consideracao o comportamento dindmico da macromolécula.

MDpocket € um programa que foi criado com o objetivo de identificar e caracterizar locais de
ligacao e canais, que possam ser gerados durante simulacdes de DM. Este programa ¢é baseado
no Fpocket, que é um algoritmo “geometry-based’. Este tipo de algoritmos procura as cavidades
por medicoes de tamanho e de outras propriedades na superficie da proteina. De modo geral,
este algoritmo assume como possiveis sitios de ligacdo na proteina, as cavidades que
apresentarem um volume consideravel e, outras propriedades definidas pelo utilizador. (Erlanson

Daniel A. et al. 2016)

Este programa baseia-se no conceito de a-esferas, citada por Liang et al. (1998). a-esferas sdo
esferas que se encontram em contacto com quatro atomos, nao contendo nenhum outro atomo

dentro dela. Este conceito é utilizado para a detecao de cavidades, uma vez que assumem que
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as esferas com raios pequenos encontram-se dentro da proteina, e as grandes, no exterior; As

esferas com raios intermédios sao interpretadas como sendo possiveis cavidades.

Por norma, a detecao das cavidades é feita depois da DM, permitindo assim o uso das diferentes
conformacdes resultantes da simulacdo. O MDpocket ird atuar sobre cada conformacéo retirada
da DM. Analisando a Figura 1.20, é facil de entender como através do conceito das o-esferas ¢
possivel detetar cavidades na proteina. Assumindo que temos duas conformacdes diferentes
(uma representada pela cor laranja e, outra a vermelho), cada uma terd as suas oa-esferas
associadas a um ponto / na grade com espacamento de 1 Angstrom. Este ponto é aplicado o
mais proximo possivel do centro da a-esfera. Cada ponto / de cada conformacao, esta associado
a um parametro de ocupacao (8) que apenas pode ser 0 ou 1, sendo que 1 indica que j& ha
uma o-esfera associada ao ponto /em questdo, caso contrario ¢ 0. A normalizacdo do nimero
de o-esferas, por cada ponto de grade / pelo numero de conformacdes gera um mapa de

densidade, que ira dar informacdes sobre o que rodeia as cavidades.

Sobreposicao de  Calculo do mapa de

o-esferas grades densidade
& Ll \ :;/
b, 4 )

_,0e0. ©0 @©0

b o e e

o0 a

Figura 1.20- Conceito das a-esferas aplicado a detegdo de
cavidades. Adaptado de Schmidtke et al. 2010
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Uma vez atribuidos os valores de 6, é possivel gerar o mapa de frequéncias (¢) normalizando a

soma de todos os 8, de todos as conformacdes (n). (Equacao 1.18)

Equagdo 1.18

1 n .
(p/:; i=161

Esta equacao, permite que se conheca a frequéncia de abertura de cavidades durante as
trajetérias provenientes da DM. Através do resultado da equacao é possivel saber se um
determinado ponto da grade se encontra permanentemente acessivel (@=1) ou inacessivel
(p=0). (Schmidtke et al. 2011)

O MDpocket permite assim fornecer inimeras informacdes importantes. Através dos mapas — de
densidade e frequéncia — ¢ possivel explorar a dinamica (abertura e fecho) da cavidade. No
entanto, no final do processo tem-se um ficheiro que contém os descritores, que incluem a area
acessivel de superficie e volume da cavidade, o numero de a-esferas, a hidrofobicidade, entre

outras informacoes que poderdo ser Uteis na caracterizacdo da cavidade.

36



Introdugdo

1.5.3. Docking Molecular

O Docking Molecular ¢ um método computacional que prevé a ligacdo nao-covalente de
macromoléculas, ou entre uma macromolécula (recetor) e uma molécula pequena (ligante),
comecando com as estruturas nao ligadas, obtidas através da Dinamica Molecular, por exemplo.
Enquanto que a Dindmica Molecular lida diretamente com as energias (campo de forcas), o
Docking tem o objetivo de reproduzir potenciais quimicos que determinem a conformacao de
ligacdo preferencial e a energia livre de ligacdo. O facto de este prever a orientacao preferencial
de uma molécula em ligacdo com outra, para formar um complexo estavel, faz com que seja
uma mais-valia na procura de novos farmacos. Normalmente, é usado para a modelacdo da
interacdo entre uma pequena molécula (chamada também de ligante) e uma proteina,
permitindo a caracterizacao do comportamento do ligante no local de ligacdo da proteina em

estudo.

Fischer E. (1894) para explicar a ligacdo ligante-proteina, recorreu a teoria do sistema chave-
fechadura. (Fischer 1894) Hoje, o mesmo se pode usar para explicar a atuacdo do Docking
Molecular. Num sistema chave-fechadura, é necessario encontrar a orientacao correta da chave,
para a inserir no buraco da fechadura. Quando inserida na fechadura, a chave tem de sofrer
uma rotacdo para abrir a fechadura. O mesmo ocorre num sistema ligante-proteina, em que o

ligante é a chave e a proteina é a fechadura. (Figura 1.21)

+ —_
, . Sistema Ligante-
Proteina Ligante ,
“ ” Proteina
Fechadura “Chave”

“Chave-Fechadura”

Figura 1.21 - llustragdo do docking de uma proteina com um ligante, a ligarem-se para formarem um complexo estdvel.
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Para a realizacdo do Docking, facilita que haja ja um conhecimento prévio de possiveis cavidades
onde se possa inserir um (ou mais) ligante(s), um método utilizado para esse fim, &€ o MDpocket.
Uma vez conhecida uma cavidade, e inserido o ligante na mesma, é estudada a melhor
orientacdo do ligante dentro da proteina e, depois avaliada a afinidade do ligante com a proteina.
Assim, para realizacdo do processo de Docking existem dois passos principais, sendo eles a
previsdo da conformacao do ligante que inclui a posicdo e orientacao do ligante na proteina, e a
avaliacdo da afinidade da ligacédo entre a proteina e ligante. Para reproduzir as conformacdes do
ligante é usado algoritmos de amostragem e, para as classificar em termos de energia, recorre-

se a funcdes de score. (Meng et al. 2011)

Metodologias do Docking

A diferenca entre as metodologias utilizadas no Docking estdo relacionadas com a flexibilidade

ou rigidez do ligante e proteina/recetor em estudo. Existem trés metodologias principais:

o Docking com Ligante Rigido e Recetor Rigido. Nesta metodologia, quer o ligante

quer o recetor sao tratados do mesmo modo, considerando-se como estruturas
rigidas. Isto deve-se a menor liberdade de rotacdo, assim como de espaco
translacional.

o Docking com Ligante Flexivel e Recetor Rigido: Esta é a metodologia mais

utilizada nos softwares de Docking. O conceito é baseado no “ajuste induzido”
(“/nduced fit') da interacdo entre o ligante e o recetor, que consiste na alteracao
de conformacoes (flexibilidade) que sao sujeitos, o ligante e o recetor, para que
haja um encaixe perfeito, com um minimo de energia. O que acontece é que,
quando o recetor é flexivel também, torna-se computacionalmente muito
dispendioso. Com esta metodologia, procura-se atingir um balanco entre a
precisao do encaixe e a exigéncia computacional. Deste modo, apenas o ligante
€ sujeito a mudancas de conformacao, enquanto a proteina é mantida rigida
durante o encaixe.

o Docking com Ligante Flexivel e Recetor Flexivel: Tal como referido anteriormente,

esta seria a metodologia ideal para uma elevada precisao de encaixe, no entanto
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este torna-se computacionalmente muito dispendioso e, por essa razao raros

sao os softwares que optam pela sua utilizacao. (Dastmalchi 2016)

AutoDock Vina

Sao varios os programas que podem ser utilizados para realizar o Docking molecular. O
AutoDock Vina é um deles, que foi desenvolvido mais recentemente pela mesma equipa do
AutoDock. (Trott & Olson 2010). Em comparacado, o AutoDock Vina atinge duas vezes mais
velocidade do que a versao mais recente do AutoDock — AutoDock 4 -, a0 mesmo tempo

apresenta uma melhoria na precisao das previsdes dos modos de ligacao.

Tal como referido anteriormente, o processo de Docking para ser realizado necessita de
algoritmos de amostragem e de funcdes de score. Os algoritmos de amostragem sao
responsaveis pela procura de conformacdes do ligante, modificando aleatoriamente o ligante. Os
mais tipicos denominam-se algoritmos Genético (AG) e de Monte Carlo (MC). O AutoDock Vina
usa o algoritmo Genético. Este consiste em codificar os graus de liberdade do ligante em strings
binarias chamadas genes. O conjunto destes genes, compde o chamado cromossoma que nada
mais ¢ do que a conformacdo que o ligante adquire. Existem dois tipos de operadores neste
algoritmo, as mutacdes que sdo responsaveis por fazer mudancas aleatérias nos genes; o
cruzamento é responsavel pela permuta de dois genes no cromossoma. De cada vez que os
operadores afetam os genes, ha uma nova conformacao do ligante, que serdo depois analisadas

pelas funcdes de score. (Jones et al. 1997)

A funcao de score utilizada pelo AutoDock Vina é a combinacdo de dois tipos de funcdes
diferentes, aproveitando as vantagens de cada uma delas. As duas funcoes utilizadas, séo as

funcdes baseadas no conhecimento (“Anowledge-based ) e as empiricas.

As funcdes de score empiricas obtém energias de ligacao através da decomposicdo em varios
componentes de energia, como ligacdes de hidrogénio, interacdes ionicas, etc. Cada
componente de energia é multiplicado por um coeficiente e depois, tudo & somado de modo a
dar um resultado final. O coeficiente é obtido através das andlises de regressao feita, em

conjuntos de complexos proteina-ligante, com afinidades de ligacao ja conhecidas.

As funcdes de score baseadas no conhecimento (“Anowledge-based’) fundamentam-se em

analises estatisticas das estruturas cristalinas dos complexos em estudo, obtendo a frequéncia
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com que existe contacto interatémico. Isto é importante, uma vez que esta funcao baseia-se no
pressuposto de que quanto mais favoravel for a interacéo, mais frequente ela sera. A pontuacéo
(o score) é calculada favorecendo os contactos que sdo mais frequentes e, desfavorecendo as
repulsdes entre cada atomo no ligante e proteina dentro de uma determinada distancia de cu#-

off

Estas duas funcdes combinadas tornam-se mais eficientes, uma vez que se tornam
complementares. Um exemplo disso, é que a funcdo “Anowledge-based’ consegue atuar em
algumas interacdes incomuns, as quais a funcdo empirica nao é eficiente. Este método de
combinacao destas duas funcdes de score, permite que obtenha informacdo empirica das
preferéncias conformacionais do complexo e valores de afinidade experimentais. (Trott & Olson

2010)(Meng et al. 2011)

1.5.4. Métodos Quanticos (QM)

Os meétodos quanticos derivam em ultima analise, da equacédo de Schrddinger trazida a luz no
final de 1920. Trata moléculas como colecdes de nucleos e eletrdes, sem qualquer assuncao
prévia de existéncia de "ligacdes quimicas". A solucao para a equacao de Schrodinger é em
termos do movimento dos eletrdes, que por sua vez leva diretamente a estrutura molecular e
energia do sistema entre outros observaveis, bem como a informacao sobre a ligacao entre os
atomos. No entanto, a equacao de Schrddinger ndo pode ser resolvida de forma exata para
qualquer sistema, apenas para sistemas com um unico eletrdo (O atomo de hidrogénio), e
aproximacoes tém de ser feitas. Os varios métodos quanticos diferem na natureza dessas
aproximacoes, e abrangem uma vasta gama, em termos de capacidade e fiabilidade e custo
computacional.

Uns dos primeiros métodos a ser desenvolvido foi a aproximacdo Hartree-Fock aplicada a
equacdo de Schrddinger para sistemas de muitos eletrdes. Esta aproximacao substitui a
descricao "correta" do movimento dos eletrdes por um quadro no qual os eletrdes se comportam
essencialmente como particulas independentes. Os modelos de Hartree-Fock oferecem boas
descricoes de geometrias de equilibrio e conformacdes, bem como alguns tipos de comparacdes
termoquimicas. No entanto, os modelos de Hartree-Fock descrevem mal a termoquimica de

reacOes que envolvem a criacdo ou quebra de ligacdes. A falha destes modelos pode ser
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atribuida a uma descricao incompleta da "correlacao de eletrdes" ou, simplesmente, da maneira
pela qual o movimento de um eletrdo afeta os movimentos de todos os outros eletrées. Duas
abordagens fundamentalmente diferentes sao usadas para obviar as limitacdes dos modelos de

Hartree- Fock.

Uma abordagem ¢é construir uma descricdo mais flexivel do movimento dos eletrdes em termos
de uma combinacdo de descricdes Hartree-Fock para o estado fundamental e estados excitados.
Os modelos deste tipo mais utilizados sao: configuracado de interacdo (Cl) e Maller-Plesset (MP).
0O modelo Mgller-Plesset (MP2) é o mais pratico e geralmente oferece excelentes descricdes de
geometrias de equilibrio e conformacdes, bem como, da termoquimica de reacdes em que ha

quebra ou formacao de ligacdes.

Uma abordagem alternativa para melhorar os modelos Hartree-Fock sdo os modelos de
funcionais da densidade e envolvem a inclusdo de um termo explicito para descrever a
“correlacdo de eletrdes". Este termo é obtido a partir da solucao "exata" para um sistema de
idealizado, sendo introduzido usando parametros empiricos. Os modelos de funcionais de
densidade provaram ser bem-sucedidos para determinacdo de geometrias de equilibrio e

conformacdes, e na termoquimica de reacdes.

A aproximacao de Hartree-Fock é também o modelo base para os métodos semi-empiricos.
Estes introduzem aproximacdes adicionais, bem como parametros empiricos para simplificar os
enormemente o0s calculos, com um efeito adverso minimo sobre os resultados. Os modelos mais
populares sdo AM1, PM3 e PM6, os quais tém provado ser bem-sucedidos no calculo de

geometrias de equilibrio, incluindo as geometrias de compostos de metais de transicao.

A principal limitacdo dos métodos quéanticos € a custo computacional elevado para descrever
sistemas de grandes dimensdes com milhares de atomos frequentemente encontrados em

sistemas biomoleculares.
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1.5.5. Métodos Hibridos

Nos ultimos anos, os métodos computacionais tém vindo a ser muito utilizados no estudo de
grandes sistemas biomoleculares, principalmente com recurso a simulacbes de Dinamica
Molecular, com campos de forcas de mecanica molecular. No entanto, a mecéanica molecular
(MM), nao é capaz de descrever alguns processos que ocorrem no sistema, por exemplo as
quebras e formacoes de ligacdes e transferéncia de cargas. Para uma descricdo correcta desses
processos € necessario recorrer-se a mecanica quantica (QM), que se torna mais dispendioso
computacionalmente para sistemas de grandes dimensdes. Com o objetivo de usufruir da
precisao da mecanica quantica e da velocidade de computacao da mecanica molecular, Warshel
& Levitt (1976) apresentaram o método hibrido QM/MM, Técnicas que combinam dois ou mais
métodos computacionais em apenas um calculo, permite uma exploracdo mais precisa de
sistemas de grandes dimensdes. Métodos QM/MM consistem na divisdo dos sistemas, em duas
ou mais partes, sendo cada uma das partes, tratada a diferentes niveis de teoria. Tal como
representado na Figura 1.22, a regido de interesse é tratada usando métodos de QM que
permite a investigacdo de todas as reacdes quimicas. O resto do sistema é tratado com
mecanica molecular (MM), que permite obter algum conhecimento sobre a contribuicao deste,

na regiao de interesse. (Frisch 2003)

Figura 1.22 - Principio do método hibrido QM/MM com divisdo do sistema em duas partes.
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Este método pode ser implementado em diversos tipos de sistemas, levando a que nao haja um
modelo Unico que o investigador possa seguir. Para cada sistema, havera diferentes divisdes do
sistema, podendo este ser divido em duas (mais comum) ou trés partes. Também os métodos
que irdo tratar cada parte serdo diferentes de sistema para sistema, uma vez que estes sao

escolhidos de acordo com o0 que se esta a estudar e com o que se pretende obter.

Para ajudar o utilizador, foram criados algumas abordagens para obter energias finais dos
sistemas. As duas abordagens principais sdo a aditiva e a subtrativa. Na primeira, a energia total
¢ obtida através da soma da energia da camada tratada com QM (E«), com a energia da
camada tratada com MM (E™) e a interacdo entre ambas as camadas (E®), como

representado na Equacéo 1.19.

Equagdo 1.19

Etorqr = EOM + EMM 4 EOM/MM

A segunda abordagem, a subtrativa, € a mais usada. Esta abordagem obtém a energia total do

Ereal, MM

sistema, através da Equacdo 1.20. A representa a energia de todo o sistema tratada com

modelo,QM

0 nivel de teoria mais baixo (métodos de MM); A E € a energia resultante da camada

mais reduzida, que é tratada com um nivel de teoria superior (métodos de QM). Por fim a

EmodelMM & 3 energia do nucleo QM calculado com um baixo nivel de teoria (MM). (Banas et al.

2009)

Equagdo 1.20

Etotal — Ereal,MM + Emodelo,QM _ Emodelo,MM
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ONIOM (Our own N-layers Integrated molecular Orbital molecular Mehanics)

Esta técnica computacional foi desenvolvida por Morokuma et al. (1996) e é capaz de calcular
energias, fazer otimizacbes de geometria, prever frequéncias de vibracdo e propriedades
elétricas e magnéticas, entre outras coisas. ONIOM é um método hibrido, que se baseia na
aproximacdo subtrativa, anteriormente referida. Este permite que seja usado qualquer método
computacional, podendo ser combinado QM com QM assim como QM com MM, em

determinado nimero de camadas definidas.

Tal como observado na Equacédo 1.20, para que se obtenha a energia total do sistema no seu
todo, é necessario que este seja dividido em sistema real e sistema modelo. O primeiro, contém
todos os atomos e ¢ calculado com MM. O ultimo, por sua vez, contém apenas os atomos que
irdo ser tratados com QM. No entanto, o sistema modelo tera de ser sujeito a calculos com QM e
MM. Na Figura 1.23 tem-se o exemplo do Etano, em que foi incluido na regido tratada com QM
um grupo Metil e, o outro na regidao a ser tratada com MM. Tal como representado, as duas
regides encontram-se ligadas no sistema real. No sistema modelo, € necessario que se inclua
um atomo de ligacao (Hidrogénio) para saturar o Carbono (Figura 1.23). Em qualquer sistema, ¢
importante incluir atomos de ligacdo de modo a saturar as ligacdes oscilantes do sistema. Os
atomos de ligacdo (LA “Link Afoms’), sdo colocados na linha em que ha a ligacdo das duas
regides (LAC “Link Atoms Connection), substituindo o atomo, da regiao MM, que se encontrava

nessa ligacdo (LAH “Link Atoms Host").

Sistema Real Sistema Modelo

) . 4 LA
Regido MM _ ‘ ’ /
YT |

Regitio QM —

Figura 1.23 - Terminologia do ONIOM, usando o Etano como exemplo.
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Para um sistema de duas camadas, a energia ¢é obtida através da seguinte equacao:
Equagdo 1.21

E= EMM,real + EQM,modelo - EMM,modelo

Tal como explicado anteriormente, o rea/ corresponde ao sistema no seu todo em que se inclui
as moléculas de agua, enzimas, ligante, residuos cataliticos, etc. A componente modelo é a
regido de interesse, onde esta incluido o ligante e alguns residuos. Neste caso, é facil de
perceber que o ONIOM se baseia na aproximacao de subtracdo e que, através desta é possivel
descrever as duas regides (OM e MM), os atomos incluidos nelas e, a interacado entre ambas.

(Vreven & Morokuma 2006)

Uma das grandes vantagens do ONIOM é que permite misturar métodos de qualquer nivel de
teoria. Devido a facilidade de formulacao é possivel dividir o sistema em “n-camadas”. Quando

ha a divisdo do sistema em trés camadas, a energia é obtida recorrendo-se a Equacéo 1.22.

Equacgdo 1.22

E= Ebaixo,real + Emédio,intermédia + Ealto,modelo - Ebaixo,intermédia - Emédio,modelo

Nesta equacao, & acrescentado mais um termo que anteriormente nao existia. Os termos baixo,
médio e alto relacionam-se com os niveis de teoria utilizados. Os termos rea/ e modelo t€m
significados iguais aos que tém no sistema de duas camadas. O termo /ntermédia corresponde a
camada entre a regido de interesse e o restante sistema. Analisando a Figura 1.24, ficara mais

facil de entender como as trés camadas sao tratadas com diferentes niveis de teoria.
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Figura 1.24 - Representagdo esquemdtica da equagdo usada para o sistema de trés camadas do ONIOM.

Definicao de Camadas

No ONIOM, tal como ja referido, é possivel realizar o estudo de um sistema recorrendo a “n-

camadas” que, serdo tratadas utilizando métodos sucessivamente mais precisos. Normalmente,

0s estudos realizados nunca passam as trés camadas, sendo elas denominadas como Camada

Alta (“High Layer’), Média (“Middle Layer’) e a Baixa (“Low Layer”).

A Camada Alta (HL) é a menor de todas as camadas do sistema e, é tratada com o
método mais preciso (QM). E nesta camada que ocorrem as quebras e formacdes de
ligacdes que se pretende estudar. Quando é usado a abordagem de apenas duas
camadas do ONIOM, esta camada é simplesmente chamada de Sistema de Modelo.

A Camada Baixa (LL), na abordagem de apenas duas camadas do ONIOM, é o que resta
do sistema sem a Camada Alta. O célculo desta camada ira corresponder aos efeitos do
ambiente molecular que estao a volta do ponto de interesse (Camada Alta). Sendo uma
camada de importancia inferior, esta ¢ tratada usando métodos nao tdo precisos (MM).
A Camada Média (ML), é uma camada que apenas é utilizada na abordagem de trés
camadas do ONIOM. Tal como o nome indica, esta camada deve estar numa zona
intermédia entre as duas restantes camadas e, deve ser tratada com métodos de

precisao, também, intermédios.
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Figura 1.25 - Representagdo da abordagem de trés camadas do ONIOM. A Camada Baixa é representada
pelas linhas finas, a Camada Média por tubos e, a Camada Alta por bolas e tragos.

A definicdo das camadas é um passo essencial no sucesso do estudo de um sistema, utilizando
0 ONIOM. O principio basico que se deve ter em mente na definicdo das camadas é que, a parte
de interesse (por exemplo, a cavidade e o ligante) deve estar sempre incluida no sistema de
modelo, sendo tratada com mecanica quantica. A parte restante do sistema, deve fazer parte do
sistema real que sera tratado com niveis baixos de teoria (MM). No entanto, para que a definicao
de camadas seja definida de um modo mais correto possivel, deve-se ter sempre em

consideracdao mais alguns pontos:

e Ligacdes que sofrem quebras ou formam novas ligacdes, nao devem estar incluidas na
regiao de MM;

e O limite entre as regides deve ser definido a, pelo menos, trés ligacoes de distancia das
ligacoes que se quebram ou que se formam. Isto é importante pelo facto de nestes
casos, existir transferéncia de cargas e, seria incorreto cortar essas ligacoes.

e Atomos ligados por ligacdes duplas ou triplas, devem ser incluidos sempre dentro da
mesma camada.

o Nos anéis aromaticos, sempre que houver um atomo de interesse que esteja incluido no

anel, todos os restantes atomos deste devem ser incluidos na mesma camada.
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Incorporacao (“Embedding”)

No acoplamento entre o ligante e uma proteina, a interacao eletrostatica entre ambos, & um
elemento chave. Dependendo do modo de tratamento deste parametro, o sistema pode ser
tratado de duas diferentes formas: com incorporacao mecéanica (“ Mechanical Embedding’, ME)

ou com incorporacao eletrostatica/eletronica (“ Electronic Embedding’, EE).

A incorporacdo mecanica realiza os calculos de QM na regido de interesse sem a presenca do
restante sistema e, trata as interacdes entre a regiao de interesse e o restante sistema com MM.
Neste tipo de incorporacao, a distribuicao de cargas da regiao de MM ira interagir com a
distribuicdo de cargas da regido QM. Neste caso, as cargas parciais da regido MM estao
incluidas na regido QM, que ird permitir uma maior precisdo na descricdo das interacdes
eletrostaticas. Assim, a incorporacdo mecanica trata as interacoes eletrostaticas dos limites das

duas regides com MM.

Na incorporacao eletrostatica as cargas pontuais nos atomos presentes na regiao de MM, estéo
envolvidas em operadores de QM. Isto significa que a interacdo eletrostatica entre as duas
regides é calculado com niveis de teoria superiores (QM), sendo que a polarizacdo da parte
principal do sistema, pela distribuicdo de carga da regiao de menor importancia é realizada
automaticamente. Teoricamente, este tipo de incorporacdo torna-se mais precisa que a

incorporacdo mecanica. (Zhang 2013)

Através das breves explicacdes apresentadas anteriormente, é facil de perceber que existem
diferencas entre as duas incorporacdes. Obviamente que, estes tipos de incorporacdo devem ser

adequados ao que se pretende estudar.
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Tabela 1 — Comparagdo entre a incorporagéo mecdnica (ME) e incorporagdo eletrostdtica

(EE). Fonte: (Zhang 2013)

]

Ignores the potential
perturbation of the electronic
structure of the PS by the

charge distribution of the 5SS

ME EE

Electrostatic Handled in the standard MM | Treated by including certain one-

interaction way electron terms i the QM

between  the Hamultonian

Primary system

(PS) and the

secondary

system (SS)

Advantage Simple 1. Do not need electrostatic MM
parameters for PS atoms, which
may change ther character
during the simulation

2. The electronic structure of the
PS adjusts to the charge
distribution in the SS

Disadvantage |1. An  accurate set of| 1. More computational effort

electrostatic MM parameters | 2. Need to construct an
is often not available for PS appropriate representation for
atoms the charge distribution in the S5
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2. Materiais e Métodos: Protocolo de
Simulacao da interacao proteina-ligante
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2.1 Materiais

e Hardware

As simulacdes de Docking e alguns processos realizados no software VMD foram realizadas num
computador com o sistema operativo Linux. Todos os outros calculos foram realizados noutro
computador com sistema operativo Windows 8. Ambos se encontravam no Grupo de Fisica

Tedrica e Computacional da Universidade do Minho (GFCT).

Os calculos quer de DM, quer de energias de ligacdo foram realizados usando os clusters
computacionais Higgs do Grupo GFCT e Search6é do departamento de Informatica da

Universidade do Minho.

e Software

As simulacbes de Dinamica Molecular da proteina foram realizadas usando Amber Molecular
Dynamics Package versao 2015. AMBER (Assisted Mode! Building with Energy Refinement)
corresponde a uma familia de campos de forcas utilizados para a dindmica molecular de
biomoléculas. O software AMBER ¢ constituido entdo por um conjunto de programas que
permitem a simulacdo desses campos de forcas, ou seja, que permite a realizacdo de
simulacdes de dindmica molecular em biomoléculas. (D.A. Case, et al. 2015)(Cornell WD,
Cieplak P, Bayly Cl, Gould IR, Merz KM Jr, Ferguson DM, Spellmeyer DC, Fox T, Caldwell JW
1995)

Para a realizacdo dos estudos de Docking foi usado o software AutoDock Vina como plugin no
software Pymol. AutoDock Vina é um “open-source’ que é usado para realizar trabalhos de
docking molecular, tendo como vantagem ser mais preciso na previsao do modo de ligacao em
comparacado com o0s restantes soffwares capazes de efetuar trabalhos de docking.
(http://vina.scripps.edu/index) (Steffen et al. 2010) Pymol fornece funcionalidades excecionais
de visualizacdo 3D que podem ser muito Uteis na concecdo de medicamentos a base de
estrutura. Além de ser de facil utilizacao, o p/ugin AutoDock Vina do Pymol, abrange uma grande
quantidade de funcionalidades que permitem a preparacdo do recetor e do(s) ligante(s)

automaticamente, gerar e visualizar mapas de rede de afinidade, visualizacdo de posicdes de
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encaixe €, analise e exportacao dos resultados do docking.

(http://wwwuser.gwdg.de/ ™ dseelig/adplugin.html) (Seeliger & De Groot 2010)

A construcao dos complexos (proteina e ligante) a serem estudados, foi feita usando o software
VMD - Visual Molecular Dynamics. Este programa foi projetado para ser capaz de modelar,
visualizar e analisar sistemas biologicos. (http://www.ks.uiuc.edu) No presente caso, foi usado
para analisar a trajetoria das simulacoées de dinamica molecular e, posteriormente construir as

esferas que seriam estudadas pelo método hibrido QM/MM.

Os célculos de energia de ligacdo foram feitos com o auxilio dos programas Gaussian versdo 09
e GaussianView versdo 5. Gaussian09 fornece-nos previsdbes de energias, estruturas
moleculares, frequéncias vibratérias e propriedades moleculares de moléculas, recorrendo as
leis fundamentais da mecanica quantica, de sistemas complexos. Os resultados obtidos podem

ser visualizados, monitorizados e controlados, através do GaussView. (http://www.gaussian.com)
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2.2 Métodos

2.2.1. Estruturas da Glicoproteina E e Ligante

A complexa estrutura da Glicoproteina E do DENV-2 foi conseguida através da plataforma online
Protein Data Bank (PDB), com o codigo de identificacdo 1THR, como se pode verificar na Figura
2.1. Esta plataforma ¢ a Unica, a nivel mundial, que fornece informacdes acerca das estruturas

3D das moléculas bioldgicas. (Berman et al. 2000)

Figura 2.1 — (A) Montagem biolégica contendo a Glicoproteina E representada no centro da estrutura global do
DENV. (B) 1THD: Complexa organizagdo da Glicoproteina E do DENV2, contendo trés cadeias — A, B e C- e os
dtomos C-alfa Adaptado de (Fuzo & Degréve 2013)

Esta estrutura foi usada para o estudo da Dinamica Molecular, resultando em doze imagens que

posteriormente irdo ser usados para os restantes estudos.

O Ligante que foi estudado foi recolhido da plataforma ZINC, com o codigo de identificacdo
ZINC22232179. A base de dados ZINC é uma plataforma online que disponibiliza as estruturas
tridimensionais de compostos quimicos, sendo que cerca de 35 milhdes podem ser comprados,

podendo ser usados para realizar trabalhos como docking. (Irwin & Shoichet 2005)
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2.2.2. Simulacao da Dinamica da proteina por Dinamica Molecular

Com o objetivo de analisar o comportamento dindmico da proteina ao longo do tempo, foram
realizadas simulacées de Dinamica Molecular através do software AMBER15 (D.A. Case, et al.

2015), no sistema operativo Linux.

Tudo isto foi tido em consideracdo ao longo do nosso trabalho de simulacdo de DM, a Figura 2.2
descreve o processo que foi executado, para chegar as simulacdes de DM. O primeiro passo foi

0 download da estrutura 1THD da plataforma Profein Data Bank (PDB).

Download da Proteina no formato pdb

v

Preparacdo do input para a DM.

v

Minimizacdo da energia do sistema

v

Aquecimento do sistema até os 300K

v

Simulacdo de DM

;

12 Instantaneos resultantes da DM

Figura 2.2 - Metodologia utilizada para a realizagdo das simulagdes de
Dindmica Molecular.

Os requisitos para a utilizacao de ficheiros, com formato pdb, no AMBER sao: nome dos atomos,
nome dos residuos, identificacao das cadeias — caso haja mais que uma- e, as coordenadas dos
atomos. Deste modo, é crucial que se analise o ficheiro pdb e se adeque o mesmo - através de
um ficheiro de texto, por exemplo- para que nao haja qualquer incompatibilidade com o AMBER.
Se o processo falhar, o programa responsavel pela preparacdo do /nput - LEaP- ird analisar o
ficheiro pdb, verificando os nomes dos atomos e residuos. Se as denominacdes ndo forem

reconhecidas pelo LEaP, este ira criar uns novos, de modo a que nado haja perda de nenhum
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atomo na proteina. No entanto, se esses novos residuos nao constarem na base de dados do

LEaP, as cargas e tipologia dos mesmos serao tratados como desconhecidos.

Para que nao nos deparassemos com esse tipo de problemas, e outros, promovendo a
ocorréncia de instabilidade das simulacdes, fez-se a “limpeza” da proteina e, posteriormente a
verificacdo do ficheiro pdb. A “limpeza” da proteina inclui a remocao de todos os Hidrogénios,
contra-ides, todas as moléculas de agua e, ligantes caso existam. Fez-se também a verificacao
do ficheiro e alterou-se a denominacao de alguns residuos como a Histidina (HIS), Cisteina

(CYS), Treonina (THR) e Fenilalanina (PHE).

A preparacao do /nput é feito com o auxilio do programa LEaP, incluido no software AMBER15.
Tal como ja foi referido, esta € uma ferramenta basica de construcéo de ficheiros de campos de
forcas. Um campo de forcas AMBER normalmente refere-se a forma funcional usada pela familia
de campos de forcas AMBER. Esta forma funcional, inclui um numero de parametros e, cada
campo de forcas AMBER fornece valores a esses parametros, tendo assim cada um, o seu

proprio nome. (Cornell WD, et al. 1995)

AMBER utiliza varios campos de forcas simples, apesar de que o que é usado geralmente é o
que contém parametrizacdes desenvolvidas por Peter Kollman, o criador do software AMBER. No
LEaP, o mais usado, hoje em dia, € o campo de forcas ff14SB, que é o mais recomendado para
ser aplicado em proteinas e acidos nucleicos. Este campo de forcas foi também o escolhido para
a elaboracao deste trabalho. O campo de forcas ff14SB é uma continuacdo do ff99SB que,
desde 2006, ficou evidente que apresentava limitacdes a nivel da parametrizacdo. O mais
recente, foi desenvolvido com o intuito de minimizar a dependéncia dos parametros das cadeias
laterais em relacdo a cadeia principal, o facto de limitarem um diedro por cadeia secundaria,
permitiu uma maior reducdo da dependéncia a cadeira principal. Foi também ajustado o
processo de geracao de dados, sendo que houve a minimizacao da dependéncia da estrutura
principal da proteina, em que se inclui as limitacdes dos diedros da estrutura principal e a re-

otimizacao das ligacOes e angulos de cada conformacao. (D.A. Case, et al., 2015)

A preparacao da molécula para o AMBER, tal como ja referido anteriormente, é feita usando o

programa LEaP e, existem trés passos essenciais:

1. Carregar a estrutura com formato pdb;

2. Construcao/ Edicao da molécula através do LEaP;
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3. Deve-se obter ficheiros de saida (owfputs) um com a topologia da estrutura e outro com
as coordenadas.

No presente trabalho, a estrutura que se carregou foi o 1THD, proveniente da plataforma PDB.
De seguida, procedeu-se a edicao da estrutura. Iniciou-se o processo recorrendo ao comando /st
que lista todas as variaveis, definidas pelo LEaP, da estrutura. Assim, é possivel corrigir alguns
erros de compatibilidade. Posteriormente a este processo de verificacdo, criou-se uma caixa de
solvatacdo usando o comando so/vafebox. Este passo ira criar uma caixa periodica de solvente a
volta da estrutura, esta sera tratada como sendo o soluto. Assim, usou-se uma caixa pré-
equilibrada com o modelo de agua TIP3P e, especificou-se também que a distancia entre a
estrutura e a aresta da caixa seria de 11 Angstroms. O modelo TIP3P (7ransferable
Intermolecular Potencial 3P tem trés sitios de interacdo e pode ser descrito como potenciais
compostos por termos de Lennard-Jones — modelo matematico simples que estuda a interacao
entre um par de atomos neutros ou de moléculas - e Coulomb - termo que descreve a forca da
interacdo entre particulas eletricamente carregadas. (Naeem 2013)(Browne et al. 2010)(Mark &

Nilsson 2001)

De modo a neutralizar a carga da proteina, adicionou-se alguns ides. Terminou-se a preparacao
da proteina gerando ficheiros com a sua topologia e as suas coordenadas, recorrendo ao
comando “SaveAmberParm”, que é o utilizado em campos de forcas aditivos. (D.A. Case, et al.

2015)

Uma vez com o ficheiro prmtop criado — onde esta incluido a topologia molecular, campo de
forca, tipo de caixa periddica e nome dos atomos e residuos — estamos em condicoes de iniciar
a minimizacado da energia usando o programa Sander. Sander (Simulated Annealing with NMR-
Derived Energy Restraints) € um modulo do AMBER capaz de calcular energias de minimizacao e
de fazer simulacdes de dindmica molecular, sendo responsavel por dar suporte direto aos

campos de forcas das proteinas e aos diferentes modelos de agua.

A minimizacao de energia é efetuada com o objetivo de eliminar pontos de contacto indesejaveis,
ou seja, mas interacdes estéricas (interacdes que ocorrem entre atomos da mesma molécula,
havendo sobreposicdo das nuvens eletronicas, podendo afetar a conformacao final da molécula
e a sua reatividade). (Stephan 2008)(Kerrigan, E. 2011) No presente caso, fezse uma

minimizacdao com 2000 ciclos.
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Apds a fase de energia de minimizacao ter finalizado, usou-se o ficheiro restart - resultante da
minimizacao - para iniciar a simulacdo de Dindmica Molecular. Comecou-se com um processo
de aquecimento do sistema. Este processo foi realizado até chegar aos 300K (kelvins), através

de seis passos, sendo que de 50 em 50 fentosegundos havia 0 aumento de 50K.

Para realizar este processo, de seis passos, recorreu-se a um script — para cada passo
(mdin1,2,3,4,5 e mdin6). Nestes scripts especificou-se, tal como representado na Figura 2.3, o
tipo de minimizacdo (“imin”) que no presente caso ndo seria nenhuma, uma vez que ja se tinha
feito anteriormente; o numero de iteracdes (“nstlim”); o modo de leitura do ficheiro que contém
as coordenadas, velocidades e tamanhos da caixa de solvatacao (“ntx”), neste caso o numero 5,
indica que o ficheiro sera lido ou com o formato NetCDF ou ASCII; o tempo de cada passo (“#ime
step’) em fentosegundos (“dt”); para a temperatura sera usado um termostato Berendsen
(“ntt=1") tendo sempre especificado a temperatura minima (“tempi”) e maxima (“temp0”); a
pressdo constante (“ntp”) que sera usada no sistema, neste caso “0” implica que se use um
barostato Berendsen que ira manter a pressao constante; “ntb” € a variavel que controla se sao
impostas, ou nao, barreiras periodicas durante os calculos das interacdes nao-covalentes. Esta
variavel depende dos outros parametros, isto &, se o parametro “ntp” for 0, “ntb” sera 1
indicando que o sistema mantera um volume constante ao longo dos calculos; “ntc” e “ntf” sao
também parametros dependentes, sendo que “ntc” é o parametro relacionado com o algoritmo
SHAKE que deve ser usado em todos os calculos de DM. SHAKE remove a liberdade de
alongamento das ligacdes, que é o movimento que apresenta a maior frequéncia de oscilacao,
permitindo assim um maior tempo de simulacdo, uma vez que ¢ a maior frequéncia de oscilacao
que determina o tamanho maximo do “fime step”. Regra geral, sempre que é usado o modelo
de agua TIP3P, “ntc” ¢ igual a “ntf” e ambos tém o numero 2 que corresponde a restricao das
ligacdes de hidrogénio. E importante que o movimento dos hidrogénios presentes nas moléculas
de agua estejam fixos, caso contrario, podera promover erros de precisao nos calculos de
densidade, por exemplo. O “ntf” esta relacionado com o calculo de forcas de restricdo das
ligacdes, que nao é necessario quando € usado o SHAKE. O numero 2 associado ao “ntf” esta
também relacionado com os hidrogénios. “cuf’ é usado para definir o ponto de corte das

ligacdes ndo-covalentes, em Angstroms. (D.A. Case, et al. 2015)(Mark & Nilsson 2001)
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A initial heatup phase initial heatup phase
&cntrl &centrl
imin=0, nstlim=10000, imin=0, nstlim=10000,
ntx=5, ntx=5,
dt=0.002 dt=0.002
ntt=1, tempi=0 temp0=50.0 ntt=1, tempi=250.0 temp0=300.0
ntp=0, ntp=0,
ntb=1, ntf=2, ntc=2, ntb=1, ntf=2, ntc=2,
cut=10, cut=10,
/ /

Figura 2.3- (A) Script “mdin1” representando o script criado para o primeiro passo deste processo, dos 0K aos 50K. (B)
Script “mdin6” representando o script criado para o sexto passo deste processo, dos 250K aos 300K.

Depois do processo de aquecimento do sistema, iniciou-se o procedimento para a realizacdo da
Dinamica Molecular. Este, sera feito ao longo de 500 nanosegundos, sendo que os primeiros 80
nanosegundos serao de relaxamento da proteina. Para o relaxamento da proteina, fez-se um
script com os parametros, representados na Figura 2.4. O parametro “ig” é um gerador de
numeros aleatorios de que depende a velocidade de partida das simulacées de DM, o “-1” é
baseado na data e hora sendo que sera diferente para cada passo de simulacao, para este caso
era vantajoso permitindo que fizéssemos cada passo de simulacao em 24h. “irest=1" permitira
reiniciar a simulacdo, tendo acesso as coordenadas e velocidades do ficheiro anterior. O
parametro “ntxo” permite escolher o formato em que serdo escritas as coordenadas, velocidades
e tamanho de caixa de solvatacao nos ficheiros para reiniciar as simulacoes, neste caso, o 2
escolhe o formato binario (NetCDF) que é mais leve e menos problematico. Em comparacao
com os scripts anteriores, mudou-se os parametros “ntp” e “ntb” colocando o sistema com uma

pressao constante em todas as direcoes.
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&cntrl

lg=-1,

Imin=0, nstlim=4000000,
Irest=1, ntx=5,
ntwx=25000,
ntwr=100000,
joutfm=1,

ntxo=2,

dt=0.002,

ntt=1, temp0=300.0,
ntp=1,

ntb=2, ntf=2, ntc=2,
cut=10,

/

Figura 2.4 - script "mdinres" criado para realizar o relaxamento da proteina.

Recorreu-se a um subconjunto de funcionalidades do Sander, para fazer a realizacdo da DM
usando o pmemd.cuda. Para isso, apenas & necessario a especificacdo do /nput, outout (nome
desejado), ficheiro contendo a topologia, ficheiros de reinicializacdo (o anterior € o que ira ser
criado). Os resultados foram analisados com o programa cpptraj, também incluido no AMBER,
permitindo a obtencdo de 12 imagens instantaneas do sistema (snapshoi), obtidas em intervalos
de tempo regulares (apos os 80 nanosegundos iniciais de relaxamento da proteina) e o calculo
do desvio médio quadratico (RMSD) da distancia média entre os atomos das diferentes

conformacdes da proteina, resultantes da DM. (Michael Hardy, et al., 2016)

Uma vez finalizada a DM, realizou-se a procura de cavidades na proteina através do programa
MDPOCKET, explicado anteriormente. Para a realizacao deste passo, “apenas” foi necessario a
utilizacdo das trajetorias dos atomos resultantes da DM. Através do programa MDpocket é
possivel descobrir todas as cavidades que aparecem em mais de 50% das vezes. Daqui, é

possivel visualiza-los e analisar a sua estrutura na proteina.

Deste modo, é possivel selecionar uma cavidade de interesse, tendo em consideracao fatores
como a sua localizacao e estabilidade. Apds escolhida uma determinada cavidade, o MDpocket
retorna ficheiros com a descricao da mesma. No presente caso, foi escolhida a cavidade que se
encontrava entre as trés cadeias da proteina, tal como demonstrado na Figura 2.5. Esta

cavidade foi a escolhida devido a sua localizacao, uma vez que podera ser um local favoravel a
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interrupcdo da mudanca de conformacdo da Glicoproteina, na altura da fusdo e, devido a sua

estabilidade ao longo de toda a simulacao.

Figura 2.5 — Cavidade escolhida na Glicoproteina E.

No final de todo o processo de DM, temos doze conformacdes diferentes da Glicoproteina E e, a
escolha da cavidade de interesse. Posto isto, € possivel avancar para o processo seguinte que

consistira no primeiro estudo de interacao entre ligante(s) e proteina.

2.2.3. Docking Proteina-Ligante

Docking, tal como ja referido anteriormente, ¢ um método capaz de prever a melhor
conformacdo de um ligante num local de ligacdo alvo de uma proteina, quando estes estao
ligados para formarem um complexo estavel. O conhecimento da orientacdo da molécula pode
por sua vez, ser utilizado para prever a forca de associacdo ou a afinidade de ligacdo entre a

molécula e a proteina. (Lengauer & Rareyt 1996)

Esta etapa do trabalho foi realizada com o intuito de melhor compreender o processo de procura
de novos farmacos e assim selecionar um bom inibidor da mudanca de conformacado da
Glicoproteina E que, consequentemente, inibiria a fusdo das membranas celulares e virais. A
partida, sabiamos que o ligante ZINC 22232179 seria uma boa opcéo, devido a alguns testes
preliminares desenvolvidos pelo grupo do Professor Léo Degréve. No entanto, quisemos testar o

acoplamento (em termos de energia) de varios ligantes — inclusive o ZINC 22232179 - com a
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Glicoproteina E. Foram recolhidos cerca de 1000 ligantes diferentes, através da plataforma ZINC,
selecionando todos os que tinham 70%, ou mais, de analogia com o ligante inicial. Para
aumentar o numero de ligantes a serem testados, usou-se também ligantes que tinham sido
testados noutras partes do virus (como as proteinas NS1) e seus analogos. No total testamos
1016 ligantes na Glicoproteina E e usou-se a metodologia de Docking de Ligante Flexivel e

Recetor Rigido.

Esta etapa é feita primeiramente usando o sistema operativo Linux e, soffwares como AutoDock
Vina. Inicialmente, ponderou-se realizar o estudo do Docking usando o AutoDock4, mas segundo
a literatura com o AutoDock Vina obteriamos uma maior precisdo na previsao do modo de
ligacdo, em menos tempo, em comparacdo com o AutoDock4, por essa razdo, optou-se pelo

AutoDock Vina. (Trott & Olson 2010)

Posteriormente, uma vez ja familiarizados com os soffwares, desenvolveu-se um script que
usando o AutoDock Vina nos permitiu estudar o acoplamento de 1016 ligantes e, depois

visualizar os resultados no Pymol.

O script realizado inclui diversos passos que eram necessarios para a realizacdo do estudo do
Acoplamento. Inicialmente, o primeiro passo seria modificar o formato dos ligantes (que foram
obtidos com o formato mol2 e da proteina para o formato PDBQT. Este formato, armazena as
coordenadas atomicas, as cargas e os tipos de atomos reconhecidos pelo AutoDock Vina. O
formato PDBQT no AutoDock tem como principal caracteristica a capacidade de analisar os
atomos detalhadamente; por exemplo, é capaz de distinguir nitrogénios que podem ter ligacoes
com hidrogénios dos que ndo podem. Este primeiro passo é conseguido através do software
MGL Tools que é usado especialmente para criar J/nputs com formato PDBQT, no
AutoDock/AutoDock Vina. Quando todos os ligantes e proteina, estiverem no formato desejado, é
criado uma pasta para cada ligante. Em cada pasta, estaria incluido os ficheiros PDBQT do
ligante em questdo e da proteina, e um ficheiro de configuracdo onde incluia os parametros
necessarios para realizar o acoplamento do ligante a proteina, tal como representado na Figura

2.6.
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receptor=protein.pdbgt
ligand=zinc_1785.pdbqt

size_x=20.25
size_y=19.875
size_z=22.5
center_x=76.47
center_y=60.56
center_z=30.19

out=final_zinc_1785.pdbqt
log=results_zinc_1785.txt
num_modes=10
energy_range=4

Figura 2.6 - Exemplo de ficheiro de configuragcdo para o ligante zinc_1785.

Neste ficheiro de configuracdo sdo especificados todos os parametros essenciais para a
realizacdo do estudo de acoplamento; comeca-se por identificar o recetor que ¢ a proteina
retirada da primeira conformacéo resultante da dinamica molecular (deu-se o nome de “proteir’’
com o formato PDBQT) e, ¢ usada a mesma para todos os ligantes. O ligante ¢ identificado

automaticamente, sendo que ira variar de pasta em pasta (de ligante em ligante).

Para o estudo do Docking é necessario a criacao de uma caixa, que sera a area que o ligante
podera percorrer dentro da proteina, testando a sua melhor conformacéo na zona da proteina

desejada, como representado na Figura 2.7.
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Figura 2.7 - Criagdo da Gridbox com centro no Ligante.

Assim, para a criacdo desta caixa, era necessario determinar o seu tamanho, em Angstroms,
nas trés direcoes. Os tamanhos foram especificados em “size_x", “size_y" e “size_z", e foram
definidos tendo em consideracao a cavidade que estava em estudo, o objetivo seria que a caixa
ficasse 0 mais proxima possivel do tamanho da cavidade para que, o deslocamento dos ligantes
para fora da cavidade fosse evitada. O centro da caixa foi definido em funcdo do ligante
ZINC22232179, uma vez que a disposicao inicial deste percorria o interior da cavidade,
selecionando-se as coordenadas de um atomo central do ligante, ter-se-ia as coordenadas

aproximadas do centro da cavidade.

As ultimas especificacdes correspondem aos nomes que teriam os outputs, com o formato
PDBQT para que fossem visualizados e, em formato de texto contendo os valores de energias. O
parametro “num_modes” corresponde ao numero de posicées de ligacao que o ligante pode
adquirir ao longo do processo; por fim, o parametro “energy_range” é a diferenca maxima de
energia entre 0 melhor modo de ligacao e o pior, 0 nimero 4 é o valor padrdo estabelecido.

(Trott & Olson 2010)

Com todos os parametros definidos, a terceira parte do script passa pela execucdo do AutoDock
Vina para todos os ligantes. Cada ligante, tera uma energia para cada conformacéo de ligacdo,

isto &, no final, cada ligante apresentara 10 conformacdes de ligacao diferentes no interior da
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cavidade, cada uma associada a uma energia. Essas energias serao descritas no owfput em

formato de texto criado anteriormente, para cada ligante.

De modo a obter uma comparacdo de todos os ligantes, todos os resultados obtidos, foram
reunidos num so ficheiro de texto e, ordenados os valores de energia por ordem crescente. Os
resultados que apresentassem valores de energia menores, seriam 0S mais estaveis e,

consequentemente, que teriam maior probabilidade de ligacdo com a cavidade.

O Docking ¢ um processo interessante pelo facto de ser capaz de reproduzir potenciais
quimicos, que determinam a preferéncia de conformacédo de ligacdo e as energias livres de

ligacao.

2.2.4. Energias de Ligacao

O meétodo de Docking anteriormente descrito, fornece uma lista contendo os ligantes com
maiores probabilidades de acoplamento com a Glicoproteina. Este passo € importante na
medida em que, é-nos possivel escolher um ligante para testar ou, ter acesso a uma rapida
analise sobre a possivel ligacdo de um determinado ligante a uma proteina de interesse. No
entanto, variadas sdo as vezes em que se procura mais métodos, que comprovem a fiabilidade
de um determinado ligante, numa proteina, obtendo energias de ligacdo. Para além do processo
de Docking, tivemos acesso a resultados, sobre o ligante ZINC22232179, de outro método por
Dinamica Molecular — LIE. No entanto, estes métodos dao-nos maioritariamente informacdes
acerca dos movimentos dos atomos, sem que haja informacédo sobre a quebra e formacao de
ligacdes e reacdes quimicas. Por essa razdo, realizamos o método ONIOM para obter energias

de ligacao finais.
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e Energia Interacao Linear (LIE — Linear Interaction Energy)

Este método foi desenvolvido, originalmente, para prever a afinidade de ligacao entre um grupo
de inibidores estruturalmente relacionados com uma proteina da familia de aspartil protéases.

(Bharatam et al. 2008)

LIE é baseado na combinacao linear das variacbes entre os valores médios de energia,
resultantes das simulacdes de DM da interacao do ligante com a proteina/recetor, permitindo o
calculo da energia livre. Por outras palavras, este € um método empirico que € baseado na
interacdo do ligante com o meio que o rodeia. Para chegar a energia livre de ligacdo (AG), este
método, divide as contribuicdes em dois termos: o eletrostatico (contribuicdes polares) e de

Lennard-Jones (contribuicdes apolares). (Hammes 2012)

O resultado do calculo de energia livre do ligante ZINC22232179, usando o método LIE, foi-nos
fornecido, pelo Professor Léo Dégreve , para que pudéssemos ter um valor para comparacao

com os restantes meétodos.

e Por Método Hibrido QM/MM

Dos métodos anteriores, escolheu-se um ligante que apresentasse um score e energia razoavel.
Para que pudéssemos fazer um estudo mais profundo da interacdo do ligante na cavidade da
proteina, incluindo as quebras e novas formacdes de ligacdes, recorremos aos métodos hibridos

de QM/MM.

Tal como anteriormente descrito, 0 ONIOM pode ser usado com a definicdo de duas ou trés

camadas, no presente trabalho, foram testadas ambas as metodologias.

Dos resultados de dinamica molecular, usou-se apenas quatro das doze snapshots resultantes:
conformacao 3, 6, 9 e 12, devido a limitacdes de tempo para efetuar os calculos para todos os

snapshots.

Todo o processo foi efetuado utilizando uma esfera da proteina, com 10 A de raio sendo que o
centro seria o centro da cavidade. Foram testados varios tamanhos de esferas (Figura 2.8), e

também calculos com toda a proteina.
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20A 25A 30A

Figura 2.8 — Diferentes tamanhos de esferas testados.

Apds efetuar alguns calculos em todas as esferas, conclui-se que seria melhor utilizar a esfera de
10 A, pelo facto de ser mais rapido e apresentar resultados que ndo diferiam muito das
restantes esferas. As esferas foram feitas recorrendo a um script capaz de definir as esferas
apenas com determinados residuos/aminoacidos, com um raio escolhido pelo utilizador, a partir

de um ponto também definido pelo mesmo.

Para saber quais os residuos que deveriam estar incluidos na esfera, usou-se o VMD para
analisar todas as snapshots selecionadas da DM. Para cada uma, escolhiamos o ligante como
centro — uma vez que este se encontrava no centro da cavidade - e, considerando uma esfera
de 10A, selecionamos todos os residuos presentes na esfera. O objetivo desta etapa, era garantir
que todas as esferas teriam o mesmo numero de atomos, contendo os residuos mais
importantes de todas as conformacdes. Os residuos retirados, eram entdo colocados no script,

sendo assim capaz de construir esferas com 10A em todas as snapshots resultantes da DM.
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Tabela 2 - Residuos presentes nas esferas, com os respetivos numeros de identificagdo.

“Resname” “Resid”
Denominacao dos Residuos Numero de ldentificacao dos Residuos
LEU 56
THR 76
LEU 107
PHE 108
GLY 109
LYS 110
ILE 129
VAL 130
GLN 131
PRO 132
PHE 193
ASN 194
GLU 195
MET 196
VAL 197
ARG 210
PHE 213
LEU 214
LYS 310
ALA 313
GLU 314
THR 315
GLN 316

Com a lista de residuos feita, o script ira incluir todos os que se encontram num raio de 10A.
Para que isto aconteca, é necessario que haja o corte de algumas ligacdes que existem entre
residuos e posteriormente, que as terminacdes N- e C- sejam tapadas. Para as terminacdes N- o
script acrescenta o grupo acetil proveniente do aminoacido seguinte, dando o nome de “NME";
para as terminacoes C- é acrescentado grupos metilamina, com o nome “ACE”, como
representado na Figura 2.9. E entdo realizado um passo de minimizacao de energia, restringindo

as duas posicoes dos restantes atomos.
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NME ACE

Figura 2.9 — Representagdo de “NME” e “ACE” no corte dos residuos.
Adaptado de (OTHMAN 2010)

Contendo todas as esferas de todas as doze conformacdes, passa-se ao seguinte passo que é
realizado no GAUSSIANO9. Todas as conformacdes vém com as cargas AMBER provenientes da
DM, o que por vezes acontece € que, existam alguns residuos que nao estejam a ser
reconhecidos no GAUSSIAN e, nesses casos € necessario que sejam adicionadas as cargas.
Quando todos os residuos estiverem devidamente identificados e, com as respetivas cargas,

inicia-se o0 método ONIOM.
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e Complexo, substrato e ligante

Para a realizacao dos calculos no método ONIOM, é necessario que o sistema (esfera de 10A
com o ligante) sejam tratados de diferentes modos, ao longo de todo o processo de calculos. O
sistema sera tratado como complexo, em que tera o ligante e a porcao de proteina; como

substrato, em que tera apenas a porcao de proteina; e, apenas o ligante.

Complexo Substrato Ligante

Figura 2.10 - llustragdo do Complexo, Substrato e Ligante.

Os calculos serao realizados por etapas, comecando os calculos do sistema enquanto Complexo
(Substrato com o Ligante) e, mais tarde é que o sistema é tratado como Substrato e Ligante.
Este € um procedimento importante para obter as energias totais. Tal como é possivel verificar

através da Equacao 2.1, para se obter a energia total do sistema, é necessario que a energia do

Complexo (E.), se subtraia as energias individuais, a energia do Ligante (E.) e a energia do

Substrato (Eg).

Equacgdo 2.1

Er = E. — (Es + E)
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2.2.5. ONIOM 2

Inicialmente, a metodologia escolhida foi o0 ONIOM usando duas camadas: “High Layer’ e “Low
Layer’. O processo é feito no GAUSSIAN, comecando com o reconhecimento de alguns residuos
nas esferas, tal como ja referido. A fase seguinte, é entdo a definicdo das camadas. A
metodologia que se utilizou — para além das regras ja apresentadas anteriormente na seccao de
Definicio de Camadas -, foi a selecdo dos residuos que se encontravam a 3A de cada atomo do

ligante, conforme apresentado na Figura 2.11.
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Figura 2.11 - Processo de seleg¢do de camadas, selecionando os dtomos que se encontram a 3A de cada dtomo do ligante. 1) A
“Low Layer” estd representado pelas linhas finas e, 2) “High Layer” com bolas e tragos.

Apds a definicao das camadas, cada conformacao apresentava um diferente niumero de atomos
na HL, mas mantendo-se um total de 1764 atomos. A partir deste ponto, é possivel iniciar o
protocolo de calculos, que é iniciado apenas com o complexo, como demonstrado na Figura

2.12. Todo o processo de calculos foi feito usando a incorporacéo eletronica.
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Complexo

Optimizagdo o

l

Terminou .
Normalme | Substrato Ligante  complexo
nte?

. Sim & / )
l5|m \ Terminou Sim

Frequéncia —» Normalme — DFT

Optimizagio —» lerminou

nte?
Normalme
nte?
. Nao
Nao

Figura 2.12 - Esquema de cdlculos realizado para ONIOM de duas camadas.
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Calculos aplicados ao Complexo

Inicialmente é necessario obter uma geometria relaxada para a estrutura do complexo. A
otimizacdo de geometria do complexo iniciou-se com a otimizacéo “/oose”’ que é a indicada para
otimizacOes iniciais de grandes sistemas, tendo a caracteristica de definir o critério de
convergéncia. Os calculos sao feitos usando o método quantico semi-empirico PM6 e o método
AMBER (parte de MM). Apos esta otimizacao, o complexo é sujeito a outro tipo de otimizacao:
“calcfc”. Este tipo de otimizacdo faz com que as constantes de forcas sejam calculadas em

primeiro lugar, usando os métodos determinados anteriormente.

Quando estas otimizacdes sado finalizadas, sdo realizados calculos de frequéncia para a
geometria relaxada do complexo. Isto permite calcular vibracdes do sistema, que fornece
informacdes sobre a estabilidade do complexo, por exemplo. Através dos calculos da frequéncia
¢ possivel saber se existe problemas com a geometria do sistema em estudo, caso se obtenha
frequéncias negativas (frequéncias imaginarias), isso indica que ha instabilidades do sistema.
Aqui, sdao mantidos os mesmos métodos de calculo que os passos anteriores (PM6:amber).
Quando os resultados dos calculos de frequéncia demonstram estabilidade, segue-se para o

passo seguinte: calculo da energia total do sistema usando um calculo de “Single point energy’.

O ultimo passo do processo de calculos consiste no calculo do “Single point energy’, que
fornece um valor numérico para a superficie de energia potencial (pofential energy surface). Este
valor numérico descreve a energia do sistema, em funcdo de alguns parametros, como por
exemplo a posicao dos atomos. Para este ultimo passo, usou-se um método de Teoria dos
funcionais da Densidade (Density Functional Theory — DFT), usando o conjunto de bases 6-
31G+(d,p) e o funcional hibrido B97D3, o qual contém um termo de dispersdo empirico. Para a

parte de MM manteve-se o0 método Amber.

Calculos aplicados ao Substrato

Tal como representado na Figura 2.12, o substrato é gerado a partir da estrutura otimizada do

complexo. Este consiste, simplesmente, no complexo sem o ligante.
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0 processo de calculos do substrato inicia-se com os calculos de frequéncia, sendo estes e, 0s

calculos seguintes iguais aos que foram explicados anteriormente, para o complexo.

Figura 2.13 - Representagdo (1) do Complexo e (2) do Substrato. A amarelo estd representado o Ligante que desaparece
no Substrato.

Calculos aplicados ao Ligante

0O ligante, resulta igualmente do complexo, sendo que do complexo eliminou-se tudo, a excecao

do ligante. Este sofreu 0 mesmo processo que o substrato.

Figura 2.14 - Representagdo do (1) Complexo e (2) do Ligante. 73
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Como obter as energias de ligacao do complexo

Os valores das energias de ligacdo, em Kcal/mol, foram obtidos através do seguinte processo:

Optimizacoes da Estrutura

(Complexo) E° (Baixo nivel de

teoria)

Frequéncia (PM6:AMBER) AG’ (Correcdo) = G-E°

G (Baixo nivel de

teoria)

Calculos de “Single Point
Energy’ (b97d3/6- E° (Alto nivel de
31+g(d,p):AMBER) teoria)

llustragdo 1 - Esquema de cdlculos do sistema.

Os primeiros valores usados para chegar a energia final, sdo os valores obtidos dos calculos de
frequéncia. Daqui, retiramos a energia eletronica (E°) e, a energia de Gibbs (G), resultantes dos
célculos com baixos niveis de teoria (LT) e, com duas camadas definidas no sistema. A E° ¢
obtida pela subtracdo das energias das trés camadas, e 0 mesmo ocorre com a energia de
Gibbs. Deste ponto, e subtraindo a energia de Gibbs pela E°, obtém-se a Energia de correcao

(AG).

Apds o calculo do “Single Point Energy’, com um nivel de teoria superior, & possivel obter a
energia de ligacao final, calculando a uma nova E° resultante deste ultimo passo. A soma do
novo valor de E° com a energia de correcao dara o resultado final, em Hartrees, que quando

multiplicado por 627.504 fica em Kcal/mol.
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1 E°r = Ecyr — Esyr — Eligyr
2 Gpr = Geyr — Gspr — Gligyr
3 AG' = Grr — EOLT

Energia Total (kcai/mory = (E°yr + AG' 1) * 627.504

llustragdo 2 - Esquema de Cdlculos para obter a Energia Total

2.2.6 ONIOM 3

O método ONIOM com duas camadas por vezes pode falhar, uma vez que temos uma transicédo
abrupta entre as camadas HL e LL. No método ONIOM com trés camadas & introduzida uma

camada intermédia suavizando a transicao entre a HL e LL.

Todo o processo inicial de preparacao das esferas do sistema, foi feito da mesma forma, usando
0 script anteriormente referido. Isto, permitiu que no método anterior se tivesse sistemas com o
mesmo numero de atomos mas, com diferente numero de atomos na HL. Para aumentar a
precisao dos calculos, procurou-se que a HL tivesse também o mesmo numero de dtomos em
todas as conformacdes. Para isso, recorreu-se ao VMD e as esferas ja obtidas. De todas as
esferas, recolheu-se os residuos que se encontravam a 3A do ligante — tal como se fez para as
esferas de 10A. A lista de residuos obtida, foi colocada no GAUSSIAN de modo a que estes
constituissem a HL. Portanto, depois deste processo, todas as esferas resultantes das quatro
conformacdes de estudo, apresentavam um total de 1764 atomos e, com 429 atomos na HL. Ao
definir a HL usando uma lista de residuos, existiram alguns pormenores que tinham de ser
verificados, pois iam contra as regras da definicdo de camadas. Tal como é possivel ver através
da Figura 2.15, os erros mais comuns era a divisao das duas camadas em ligacoes duplas,
sendo que algumas vezes tinhamos o Nitrogénio na HL e, o Carbono e Oxigénio na LL e, vice-
versa. O que se decidiu fazer foi, incluir sempre o Carbono e Oxigénio na camada em que se

encontrava o Nitrogénio.
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Figura 2.15- Representagdo dos dois erros mais comuns de divisdo de camadas. Os que apresentam a circunferéncia
vermelha, indicam o caso em que ha a divisGo de camadas numa ligagdo dupla, em que fica o Nitrogénio na HL e o
Carbono com o Oxigénio na LL. A circunferéncia a roxo, indica o caso oposto.

Terminada esta fase de correcdo de pequenos erros, era entdo possivel iniciar o processo de
célculos. Este inicia-se do mesmo modo que o método de ONIOM com duas camadas, tal como
¢ possivel verificar na Figura 2.16. A selecdo da terceira camada é apenas realizada, no

complexo e substrato, depois dos célculos de frequéncia.
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. Ligante
U—> Camada Alta (HL)

Camada Baixa (LL)

Complexo

Optimizagio D

¢ v 'V,

Terminou

Normalmen

Substrato Ligante Complex "

te?
. Camada Média (ML)
l Sim Sim \ X / v

Terminou

s Terminou Sim DET
Optimizagao s Frequéncia — Norma:men — —
te? te?’
N30 l N3 Construgao
a0
da ML

Figura 2.16 - Esquema de cdlculos do método ONIOM com trés camadas.

A selecdo da ML foi realizada tendo como base a metodologia usada na selecdo das duas
camadas. O primeiro passo, seria passar toda a HL para ML. O segundo, seria colocar o ligante
na HL. A partir deste passo, a HL seria definida a partir de cada atomo do ligante, com uma
distancia de 3 A. O objetivo seria que a HL ndo excedesse muito os 100 atomos, sendo que se
descartou as interacées H-H (Hidrogénio - Hidrogénio) e, as interacdes entre HL e LL foram
ignoradas. As primeiras, foram mantidas na ML e, as ultimas sofreram uma pequena alteracao,
no sentido em que o que pertencia a LL manteve-se e, 0 que se encontrava na HL passou a ML.
No final da selecdo, obteve-se um diferente nimero de atomos na HL de cada conformacédo

estudada, conforme a Tabela 3.
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Tabela 3 - Informagdo sobre o numero de dtomos por camada, nas esferas de cada conformagdo estudada.

SNAPSHOT/CONFORMACAO 3 6 9 12
ATOMOS POR ESFERA 1764 1764 1764 1764
ATOMOS POR HL (ANTES DA ML) 429 429 429 429
ATOMOS POR HL (DEPOIS DA ML) 116 s 109 107
ATOMOS POR ML 313 306 320 322
ATOMOS POR LL 1335 1335 1335 1335

Estas “estratégias” de selecdo de camadas, faz com que tenhamos um numero menor de
atomos na HL, sendo tratados com o nivel mais alto de teoria o ligante e apenas os residuos

mais proximos deste. (Figura 2.17) Assim, obter-se-4 uma maior precisdo de calculos.

Figura 2.17 - Estrutura com as trés camadas definidas. A Amarelo encontra-se o ligante;
representados com bolas e tragos os residuos que pertencem a HL; com tubos a ML e, com
linhas finas o LL.
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Calculos aplicados ao Complexo

A fase inicial de otimizacdo do complexo, ocorre quase da mesma forma que foi feita com o
ONIOM2. A unica diferenca é que os processos de otimizacao e frequéncia do complexo sao
realizados recorrendo a incorporacao mecanica, a qual permite realizar estes processos de

forma mais eficiente.

Apds a fase de calculos da frequéncia do complexo e, depois de comprovada a nao existéncia de
frequéncias imaginarias, realizava-se o calculo de “single point energy”, usando métodos de DFT
com incorporacao eletronica. Decidiu-se usar a incorporacao eletronica apenas neste ponto, uma
vez que se constatou que quando aplicada em todo o processo, condicionava a convergéncia das

estruturas, atrasando todo o procedimento de calculos.

Para os calculos DFT efetuados na fase final, recorreu-se aos mesmos métodos usados
anteriormente no ONIOM2, apenas foi adicionado o método PM6 para tratar a ML. Foi
importante manter os mesmos niveis de teoria e 0s mesmos métodos utilizados, para que fosse

possivel fazer a comparacao entre os resultados de ONIOM2 e ONIOM3.

Calculos aplicados ao Substrato

Os calculos para o substrato, tal como para o complexo, nao diferenciaram muito dos utilizados
em ONIOM2. As trés camadas do substrato foram definidas apos os calculos de frequéncia, tal

como representados na Figura 2.16 e, a ML foi tratada também com PM6.

Calculos aplicados ao Ligante

Os calculos aplicados ao ligante, foram realizados usando o mesmo procedimento que no

ONIOM2.
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Como obter as energias de ligacao do complexo

Os calculos realizados nesta metodologia, vao muito de encontro ao que foi feito com a

abordagem anterior, de duas camadas. A diferenca que é mais percetivel, a primeira vista, é o

facto de os ultimos calculos necessitarem de trés metodologias, ao invés de apenas duas, como

anteriormente.

Optimizacoes da Estrutura
(Complexo)

Frequéncia (PM6:AMBER)

Calculos de “Single Point
Energy’ (b97d3/6-
31+g(d,p):PM6:AMBER)

E° (Baixo nivel de
teoria)
AG’ (Correcao) = G-E°

G (Baixo nivel de
teoria)

E° (Alto nivel de
teoria)

llustragdo 3 - Esquema de cdlculos do sistema.

Tal como todo o processo de calculos é idéntico ao utilizado anteriormente, também o modo de

encontrar a energia final é idéntico. No entanto, e uma vez que se tem mais uma camada, é

necessario recorrer as equacoes em diferentes niveis de teoria, do seguinte modo:
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1 EOLT = ECLT_ESLT_EligLT
2 Gur = Gepr — Gspr — Gligpr
3 AG, == GLT - BELT

4

E°yr = Ecyr — Esyr — Eligyr

G'yr = E°yr + AG' 17

Energia Total (kcqi/mory = (G'ur) * 627.504

llustragdo 4 - Esquema de Cdlculos para obter a Energia Total.

Tudo o que resulta dos calculos de frequéncia sdo tratados como baixo nivel de teoria (LT) e, o

resultante dos calculos de “single point energy’ tratados como alto nivel de teoria (HT).
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3. Resultados
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3.1. Dinamica da Proteina

Apesar do estudo da interacdo de ligante-proteina poder ser realizado partindo da estrutura de
raios -X da proteina armazenada nas bases de dados, dado o caracter dinamico da proteina, as
cavidades interessantes podem pura simplesmente ndo se encontrar ou estar mal representadas
nessas estruturas. Assim, procedeu-se ao estudo prévio da dindmica da Glicoproteina E por
Dinamica Molecular. Com este processo, foi possivel verificar a hidrofobicidade da proteina, a

sua dinamica, as cavidades presentes nela e 0s seus volumes.

Desta etapa, foi possivel obter o RMSD (root-mean-squared displacement), que é capaz de
monitorizar quantitativamente o comportamento da proteina, ao longo da simulacao, em relacao

a estrutura inicial.

E |
0 2000 4000 6000 8000 10000

Tempo de Simulagio (1 = 50ps)

Figura 3.1 - RMSD resultante da DM.
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A partir da Figura 3.1, podemos observar que o comportamento da proteina vai estabilizando
com o decorrer da simulacdo. Nos momentos finais da simulacao, € possivel verificar que ha

uma menor flutuacao do RMSD, conferindo assim uma maior estabilidade da estrutura.

Tal como ja foi referido anteriormente, nao é apenas o RMSD que é possivel obter da DM. Neste
caso em concreto, procuravamos uma cavidade que apresentasse as melhores caracteristicas

para o estudar.

Através do MDpocket, foi possivel estudar algumas caracteristicas de uma das cavidades
encontrada na estrutura. Uma vez encontrada uma cavidade de interesse, era interessante
estudar a sua hidrofobicidade que iria ser crucial na altura de definir o protocolo de estudo,
podendo inserir-se a agua, ou nao. Neste caso, estudou-se a cavidade P, representada na
Figura 3.2. Esta cavidade tem sido pouco explorada até ao momento, sendo uma candidata

promissora para efetuar estudo de inibicdo da Glicoproteina E com farmacos antivirais.

Figura 3.2 — Cavidade P,° representada na Glicoproteina E.

Na Figura 3.3, esta representado o volume da cavidade ao longo da simulacao, a qual apresenta
algumas oscilacbes de volume, revelando o seu comportamento dindmico. Como
comportamento dinamico, podera estar implicito a abertura e fecho do canal dessa cavidade,

onde podera ser inserido um ligante.
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Figura 3.3 - Demonstragdo do comportamento dindmico da cavidade, através da variagdo do volume da mesma
ao longo da simulagdo de DM.

Também desta etapa, é possivel verificar um aspeto importantissimo da cavidade: a
Hidrofobicidade. Este ¢ um fator que é extremamente importante conhecer, pois vai implicar (ou

nao) o uso de métodos de solvatacdo nos calculos seguintes.
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Figura 3.4 - Hidrofobicidade da cavidade P°

No caso da cavidade Pyp, estamos perante uma cavidade hidrofébica, como é possivel analisar
através da Figura 3.4. Assim nao é de esperar um papel relevante das moléculas de agua na
interacdo do ligante com a proteina, pelo que nao sera necessario usar qualquer tipo de

solvatacao no estudo da interacao entre ligante e proteina.
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3.2. Docking

Apds a detecao da cavidade com melhor estabilidade e melhor localizacéo, foi possivel verificar
quais os ligantes que poderiam ser uma boa aposta para travar a atividade da Glicoproteina E,
através de estudo de Docking do ligante com proteina, de modo a obter uma estimativa da
probabilidade de ligacao dos ligantes a proteina em estudo. Para este estudo foram usados

varios snapshots da cavidade (~», obtidos durante a simulacdo da dinamica da proteina.

Tal como ja foi explicado anteriormente, foram reunidos varios ligantes e testados na cavidade
P,. Como ja se esperava, tendo em conta os valores aos quais se teve acesso por método LIE, o
ligante 22232179 poderia ser uma boa molécula para constituir o novo inibidor da atividade da

proteina em questao.

O principio basico de analise dos resultados do Docking é que, quanto mais negativa for a
energia obtida, mais estavel e provavel, sera a ligacdo entre o ligante em causa e a proteina.
Através da Figura 3.5, é possivel verificar que os primeiros lugares do score sdo 0s que
apresentam menores energias. Isto, implica que o ligante zinc_32524060 seria o que

apresentava uma maior probabilidade de interacdo com a proteina.

Relativamente ao ligante que foi usado neste trabalho, embora este ndo fosse o melhor, estando
no inicio da lista de score final com uma energia de -8.7 Kcal/mol, em conformidade com a

energia obtida com o método LIE, mostrou ser uma boa possibilidade de estudo.
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E (Kcal/mol)

1.final zinc 32524060.pdbgt-REMARK VINA RESULT: —-59.4 0.000 0.000
2.final_zinc 23077578.pdbgt-REMARE VINA RESULT: =0d 0.000 0.000
3.final_zinc_16052277.pdbgqct-REMARE VINA RESULT: S 0.000 0.000
4.final zinc 16052277 (1) .pdbgt-REMARK VINA RESULT: s 0.000 0.000
2.final_zinc 20978604.pdbgt-REMARK VINA RESULT: S 0.000 0.000
6€.final zinc 20610842.pdbgt-REMARK VINA RESULT: =82 0.000 0.000
7.final zinc 18202167.pdbgt-REMARK VINA RESULT: L 0.000 0.000
8.final zinc 16248871.pdbgt-REMARK VINA RESULT: el B 0.000 0.000
9.final zinc 16248871 (1).pdbgt-REMARK VINA RESULT: s e B 0.000 0.000
10.final zinc 16248873.pdbgt-REMARK VINA RESULT: -9.0 0.000 0.000
11.final zinc 16248873 (1) .pdbgt-REMARK VINA RESULT: -9.0 0.000 0.000
12.final_zinc 20611001.pdbgt-REMARE VINA RESULT: -8.9 0.000 0.000
13.final zinc_15449300.pdbgt-REMARK VINA RESULT: -8.8 0.000 0.000
14.final zinc 29077583 ,pdbgt-REMARE VINA RESULT: =g 7 0,000 0,000

.final zinc 22232179. RESULT : =BT 0,000 0,000 I
16.final_zinc 21230170.pdbgt-REMARK VINA RESULT: —B.7 0.000 0.000
17.final_zinc 20744643.pdbgt-REMARE VINA RESULT: -8.6 0.000 0.000
18.final zinc 20410403.pdbgt-REMARE VINA RESULT: -8.6 0.000 0.000
19.final_ zine 32524059 (1) .pdbgt-REMARK VINA RESULT: -8.5 0.000 0.000
20.final zinec 28697056.pdbgt-REMARK VINA RESULT: =BG 0.000 0.000
21.final zinc 20744644.pdbgt-REMARK VINA RESULT: i ] 0.000 0.000
22.final zinc 20610844.pdbgt-REMARK VINA RESULT: -8.4 0.000 0.000
23.final_ zinc 16248897.pdbgt-REMARK VINA RESULT: -8.4 0.000 0.000
24.final zinc_28657054.pdbgt-REMARK VINA RESULT: -8.2 0.000 0.000)
25.final_zinc_27650753 (1) .pdbgc-REMARK VINA RESULT: -8.2 0.000 0.000
26.final_ zinc 18210358.pdbgt-REMARK VINA RESULT: -8.2 0.000 0.000
27.final_zinc 32524059.pdbgt-REMARK VINA RESULT: -8.1 0.000 0.000
28.final zinc 27650753.pdbgt-REMARE VINA RESULT: -8.1 0.000 0.000
29.final zinc 18152146.pdbgt-REMARE VINA RESULT: -8.0 0.000 0.000
30.final zinec 16248899.pdbgt-REMARK VINA RESULT: -8.0 0.000 0.000
31.final zinec 28436586.pdbgt-REMARK VINA RESULT: -7.9 0.000 0.000
32.final_ zinec 18098320 (2) .pdbgt-REMARK VINA RESULT: -7.9 0.000 0.000
33.final_zinc 17003731.pdbgt-REMARK VINA RESULT: -7.9 0.000 0.000
34.final zinc 20611041.pdbgt-REMARK VINA RESULT: -7.8 0.000 0.000
35.final_zinc 18847034.pdbgt-REMARK VINA RESULT: e 0.000 0.000

Figura 3.5 - Energias resultantes do Docking

Também através do Docking foi possivel observar um pouco do comportamento do ligante na
proteina. Tal como ja referido anteriormente, definiu-se um numero de “tentativas” de
conformacdes do ligante na proteina, no presente caso, obteve-se 10 conformacdes diferentes
do ligante a interagir com a proteina. (Figura 3.6) Através do score, verifica-se que a
conformacao mais estavel, em termos de energia, é preferencialmente a primeira, em grande
parte dos ligantes. Isto verifica-se pelo facto de as duas ultimas colunas do score, estarem a
zero, implicando que nao houve deslocamentos em relacdo a posicao inicial. Analisando os
resultados de score, comprova-se que a energia de interacdo entre ligante e proteina ¢ maior
para outros ligantes que nao o ZINC22232179, no entanto, este encontra-se com um bom valor
de energia (-8.7 Kcal/mol), indicando que podera ser um bom candidato. Além do mais,
resultados experimentais preliminares indicam que este ligante revela atividade inibitoria. O
Docking é capaz de fornecer alguma informacao adicional, em termos visuais, possibilitando o
conhecimento do comportamento do ligante, na cavidade, ¢ facil de verificar que este tem maior
preferéncia de localizacdo no lado direito da cavidade. No entanto, este varia o seu

comportamento, nao se podendo assim, indicar a posicdo preferencial deste na cavidade.
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Figura 3.6 - llustragdo do comportamento do ligante dentro da cavidade de estudo, durante o processo de Docking.
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3.3. Energias de Ligacao usando o método ONIOM

e Método ONIOM de 2 camadas (ONIOM2)

A metodologia utilizada de duas camadas é semelhante a reportada na literatura. Como se trata
de um sistema de grandes dimensdes, mesmo usando uma esfera de 10 A, obteve-se HL's com
dimensdes maiores do que o que seria aconselhado.

As energias resultantes da metodologia ONIOM2, tal como é possivel verificar Tabela 4, foram

um pouco discrepantes.

Tabela 4 - Resultados obtidos nas quatro conformagées estudadas com ONIOM?2.

CONFORMACAO 3 6 9 12

Energia Final

94,3834 14,0139 -46,0567 -33,6776
(Kcal/mol)

Os resultados revelam uma grande dispersdo nos valores da energia de ligacdo. A conformacao
6 foi a que se revelou mais problematica, uma vez que apresentou valores positivos, enquanto

para as restantes obteve-se valores negativos tal como esperado.

Estes resultados sdo também diferentes dos obtidos por Docking (energias a rondar os -9
Kcal/mol), o que néo foi de todo estranho pelo facto de se ter adicionado componentes de
incorporacao (mecanica e/ou eletronica), camadas a niveis diferentes e, termos de dispersao.

Todos estes componentes contribuem para uma diminuicdo da energia, como seria de esperar.

As razbes para a dispersao de resultados observadas podem ser variadas, desde as regides de
fronteira, entre as camadas, mal realizadas; o facto de se ter um elevado numero de atomos na
HL, levando a diminuicdo da precisdo na regido de interesse; a ma escolha do método de
incorporacao; entre muitas outras possibilidades. Apds a andlise das possiveis razdes que

poderao ter levado aos resultados em questdo, chegou-se a conclusao que o cerne da questao
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esta relacionado com a definicdo das camadas e, as suas grandes dimensdes. O que nos levou a

adocao da metodologia ONIOM usando trés camadas.

e Método ONIOM usando 3 camadas (ONIOM3)

Esta abordagem foi realizada com o intuito de se obter uma maior precisdo na regido de
interesse e, consequentemente, energias que confirmassem que de facto, o ligante teria grande

afinidade de ligacdo com a Glicoproteina E.

Neste estudo apenas foi possivel calcular as energias de ligacado para as snapshots 3, 9 e 12.
Podemos no entanto observar uma menor dispersao nos resultados para as energias de ligacao
comparados com os do método ONIOM com 2 camadas. Relativamente a snapshot 6, era a que
apresentava o maior nimero de atomos na HL depois de definida a ML o que provocou uma
maior dificuldade de convergéncia no processo de otimizacdo, ndo tendo sido possivel obter

resultados fiaveis em tempo Util.

Tabela 5 — Resultados obtidos nas quatro conformagdes estudadas com ONIOM3.

CONFORMAGAO 3 9 12

Energia Final

(Kcal/mol)

-17,41347762 -25,65179579 -22,60956321

De modo geral, ¢é facil de verificar e de perceber que, com esta abordagem de trés camadas, é
possivel obter energias mais proximas do que era esperado. Para além de obtermos energias
mais proximas umas das outras, € um processo idéntico ao utilizado na abordagem de duas
camadas, utilizando-se, praticamente, o0 mesmo tempo e os mesmos recursos computacionais.
Neste caso em concreto, observamos também que o facto a presenca de agua nao afeta a
interacao do ligante com a proteina, devido a elevada hidrofobicidade da cavidade estudada,
mas noutros casos poderia ser indispensavel, constituindo mais um componente a ter em conta
e, que certamente, afetaria o resultado final. No entanto para obter valores realistas da energia

de ligacao, deveria adicionar-se aos resultados finais uma estimativa para a energia de
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solvatacao do sistema obtida por exemplo usando MM/PBSA (Molecular Mechanics Poisson

Boltzmann Surface Area).

Em conclusao, tendo em conta os recursos disponiveis, os resultados obtidos sao bastantes
promissores, confirmando que o ligante ZINC22232179 é um farmaco promissor para inibicdo

do Virus do Dengue.
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4. Conclusao
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A doenca do Dengue, transmitida pelo mosquito Aedes Aegypt, tem vindo a afetar parte da
populacdo mundial, sem que haja cura ou prevencdo possivel. O Dengue, tém sido alvo de
estudos intensivos usando varias metodologias, sejam elas quimicas e bioldgicas ou

computacionais.

Nesta tese, pretendia-se elaborar um protocolo detalhado com os varias metodologias a usar,
gue permite-se a realizacao de estudos sistematicos da interacdo da Glicoproteina E com novos

ligantes e estimar com precisao a energia de ligacao dessa interacao.

Através da Dinamica Molecular, foi possivel obter uma visdo do comportamento dinamico da
proteina e das suas cavidades. O Docking foi possivel selecionar um leque de possiveis ligantes
com possivel atividade inibidora quando inseridos na cavidade (P»). A interacao do ligante com a
proteina, quando inserido na cavidade (P.), foi estudada usando o método hibrido ONIOM de 2 e

3 camadas, obtendo-se estimativas para energias de ligacao entre o ligante e Glicoproteina E.

Uma das conclusdes mais evidentes a que se chegou foi que, efetivamente, com a abordagem
de 3 camadas do ONIOM é possivel obter uma menor dispersdo nos resultados da energia de
ligacdo, quando comparado com método ONIOM de 2 camadas. O ligante ndo apresenta
nenhuma ligacdo preferencial com nenhum dos residuos da proteina presentes na cavidade,

pelo que a interacao aparenta ser do tipo de Van Der Walls.

Os resultados das simulacdes vém assim de encontro aos resultados experimentais preliminares,
realizados pelo Prof. Léo Degréve da Univ. de S. Paulo - Brasil, que confirmam a atividade

inibitéria do Virus do Dengue para este ligante.
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