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RESUMO

ESTUDO COMPUTACIONAL DA ENZIMA gGAPDH DO TRYPANOSOMA
CRUZI.

M¢étodos de quimica computacional foram utilizados para estudar a enzima
gGAPDH do Trypanosoma cruzi, protozoario responsavel pela doenca de
Chagas. Simulagdes por dindmica molecular foram realizados para obter a
evolucio temporal da enzima gGAPDH na forma holo (com o cofator NAD") e
apo (sem o cofator) em solugdo. Os célculos foram efetuados no ensemble NpT
a T = 300K e p = lbar. Nessas simulagdes ficaram evidenciadas pequenas
mudangas conformacionais entre as formas holo e apo no tempo de simulagdo de
20,0 ns. Para posicionar ou encaixar algumas moléculas candidatas a fairmacos
no sitio ativo da enzima, calculos de docking foram realizados utilizando a
metodologia de ensemble docking, utilizando multiplas conformacdes obtidas a
cada intervalo de 2,0 ns de simulagdo da enzima na forma holo e apo. Essa
metodologia foi adotada para levar em consideracdo a flexibilidade da enzima.
Os resultados desses célculos mostraram que a melhor estratégia para elaborar
compostos candidatos a farmacos € considerar as duas formas da enzima (holo ¢
apo). Com esta estratégia, um composto inibiria a forma apo e outro, a forma
holo. Para caracterizar o mecanismo enzimatico, o gliceraldeido 3-fosfato (G3P)
foi colocado no sitio ativo (via calculos de docking) da enzima gGAPDH na
forma holo, a qual foi obtida a 20,0 ns de simulagdo. Nesse sistema (gGAPDH-
NAD'-G3P), foi realizado 1,0 ns de simulagdo por dindmica molecular para a
relaxacdo e equilibragdo do sistema. Ao longo dessa simulacdo, duas estruturas
foram escolhidas para a realizagcdo de calculos de quimica quantica relacionados
com a atividade enzimatica. Em uma dessas estruturas, um dos mecanismos
propostos na literatura foi caracterizado a partir da coordenada de reagdo de
transferéncia do proton da Cysl66 para a His194. Estes célculos foram

efetuados utilizando um procedimento que combina a utilizacdo da metodologia
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MOZYME com o célculo SCF usual implementado no programa MOPAC2009.
Nestes calculos, a parametrizagdo PM6 foi utilizada. A partir de uma segunda
estrutura obtida da dindmica molecular, um novo mecanismo para a enzima
gGAPDH foi proposto e caracterizado via calculos quanticos. Nesse mecanismo,

o grupo hidroxila da G3P age como uma ponte para a transferéncia do proton da

Cys166 para a His194.
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ABSTRACT

COMPUTATIONAL STUDY OF THE gGAPDH ENZYME FROM
TRYPANOSOMA CRUZI.

Theoretical methods in computational chemistry were used to study the
gGAPDH enzyme from Trypanosoma cruzi. This protozoan is responsible by
the Chagas’ diseases. Molecular dynamics simulations were performed to obtain
the time evolution of the gGAPDH enzyme in the holo (with the cofactor NAD")
and apo (without the cofactor) forms in aqueous solution. The calculations were
performed in the NpT ensemble with T = 300K e p = 1bar. In these simulations
little conformational changes were observed in both holo and apo forms of the
enzyme along 20.0 ns simulation time. Docking calculations were carried out to
fit some drugs in enzyme active site using the ensemble docking methodology.
Therefore, multiple enzyme conformations of both holo and apo forms were
obtained at time intervals of 2.0 ns along the molecular dynamics simulation.
This procedure was used to take in into account the flexibility of the enzyme.
The results from these calculations indicate that the best way to develop a drug
molecule is to consider both enzyme forms (holo and apo forms). In this way,
one drug will inhibit the apo form and other, the holo form. To characterize the
enzymatic mechanism, the glyceraldehyde 3-phosphate (G3P) was placed in the
active site (via docking calculations) of the holo form conformation obtained in
the end of the 20.0 ns trajectory. A 1.0 ns molecular dynamic simulation was
performed in the (gGAPDH-NAD'-G3P) system. Quantum chemical
calculations were performed to study reactive process in the enzyme catalytic
site. A convenient model was built using about 698 atoms carefully chosen to
represent the active site and its surroundings. The calculations were performed
using a combination of MOZYME and the usual SCF procedure implemented in
the MOPAC2009 program. The calculations were performed at the PM6 level.

One of the reaction mechanisms proposed in the literature was characterized
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calculating the energy profile along the reaction path to transfer a proton from
Cys166 to His194. Using a second structure obtained from molecular dynamics,
a new mechanism for the gGAPDH enzyme was proposed and characterized by
a similar MOPAC2009 calculation. In this mechanism, the hydroxyl group of
the G3P acts as a bridge to transfer the proton from the Cysl66 to His194

residue.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO
1.1 - Quimica Computacional

As enzimas sdo de fundamental importancia para o funcionamento
dos seres vivos. Portanto, compreender as relagdes entre estrutura e funcao de
enzimas ¢ fundamental para entender a intrincada teia dos processos vitais. Entre
0s varios processos vitais, estudar o mecanismo das reagdes enzimaticas ¢ uma
tarefa importante e decisiva para a compreensdo dos mecanismos moleculares
em sistemas biologicos. Em reacOes enzimdticas estes estudos implicam
conhecer o entendimento das interagdes entre o substrato e o sitio catalitico da
enzima, bem como de outros fatores que influem nesta intera¢do. Entre estes
fatores pode-se destacar a composicdo e estrutura do sitio ativo e efeitos
dindmicos do sistema. Ressalta-se que entender a sinergia destes processos ¢ de
real importincia para o desenvolvimento de estratégias de intervencdo em
processos patologicos. Entre as intervencoes cabe destacar o desenvolvimento
de novos farmacos. Para o melhor entendimento dos processos enzimaticos €
necessario tratar o sistema ao nivel atomico ¢ molecular. Entretanto, sdo raras as
técnicas experimentais que revelam detalhes completos da dindmica destes
sistemas em escala atomica. As poucas técnicas existentes possuem custo
elevado e dificuldades praticas para a aplicacdo generalizada, sendo, portanto
pouco acessiveis a totalidade da comunidade cientifica. Deste modo, com o
avanco ¢ popularizacdo de computadores cada vez mais velozes e de baixo
custo, a quimica computacional consolida-se gradativamente como uma area de
pesquisa fundamental para o entendimento de processos quimicos a nivel
atomico e molecular. A sinergia existente entre o desenvolvimento de hardware

& software cria novos horizontes para a aplicagdo em pesquisa cientifica. Os



avancos obtidos tém sido de grande valia para os quimicos tedricos,
proporcionando também o surgimento de interfaces de colaboracdo direta com a
pesquisa experimental.

Dentre as diversas metodologias utilizadas em quimica tedrica na
sua vertente conhecida como ‘quimica computacional’, pode-se destacar
métodos mecanico-quanticos: ab initio, DFT e semi-empiricos (LEVINE, 1991)
e métodos de mecanica estatistica (ALLEN, 1987): Dindmica Molecular (DM) e
estocasticos (Monte Carlo). Em geral, a escolha do método a ser utilizado esta
fortemente relacionada com o conjunto de propriedades que se deseja obter e o
com o numero de particula que compdem o modelo utilizado para representar o
sistema a ser estudado. Os métodos de quimica quantica (ab initio e DFT) tem
sido de grande valia para precisar propriedades eletronicas e estruturais de
moléculas. Entretanto, a utilizacdo destes métodos esta restrita a sistemas com
poucas dezenas ou mesmo centenas de atomos. Para facilitar a realizacdo de
calculos quanticos em sistemas com centenas de atomos, métodos semi-
empiricos foram desenvolvidos. Com estes métodos, devido as aproximacoes
serem mais drasticas que nos métodos ab initio e DFT, ocorre uma natural perda
de precisdo, mas obtém-se um ganho em escala de tamanho do modelo e em
tempo computacional. Apesar desses métodos semi-empiricos fornecerem uma
descrigdo quantica de sistemas relativamente sistemas macromoleculares, tais
como proteinas, requer nova uma nova abordagem. Baseado nessa problematica,
um novo algoritmo para a resolugdo de equagdes nos métodos quanticos semi-
empiricos, MOZYME (STEWART, 1996), foi desenvolvido. Este novo método
permite tratar sistemas com milhares de atomos, o que tornou vidvel estudar
proteinas ou regides especificas destas ao nivel quantico. Apesar de todos esses
avancos, o efeito do solvente, que ¢ de grande importancia (e.g. em sistemas
biologicos), tem que ser desprezado ou introduzido via aproximagdes (e.g.
método de solvente continuo) nos métodos quanticos. Por outro lado, os

métodos de mecanica estatistica que utilizam campos de for¢a sdo muito uteis



para a obtencdo de propriedades termodindmicas e estruturais de liquidos e
macromoléculas. A eficiéncia das metodologias permite que um numero
relativamente grande de particulas seja convenientemente tratado. Porém, a
grande desvantagem destes métodos ¢ que eles ndo podem fornecer uma
descrigdo de propriedades eletronicas, o que impede aplicagdes em estudos de
reagdes quimicas, espectroscopia, processos cataliticos e outros. Portanto, uma
solucdo ¢ encontrar formas adequadas para a utilizacdo simultdnea e/ou
seqiiencial de métodos clédssicos e quanticos. Assim, utilizando um conjunto
hibrido de técnicas computacionais seria possivel mapear um estudo completo
de um problema quimico especifico. Dentro deste escopo, no presente trabalho
utilizaremos métodos de quimica computacional para: i) estudar a enzima
gGAPDH (glycosomal  glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase) do
protozoario Trypanosoma cruzi, causador da doenga de Chagas; ii) caracterizar
o comportamento dindmico desta enzima na presenca e auséncia do cofator
NAD'; iii) utilizar este conjunto de informagdes para entender o interacio desta
enzima com moléculas bloqueadoras conhecidas; iv) sugerir e investigar novas

estratégias para a proposi¢ao de novos bloqueadores eficientes.

1.2 - Doenca de Chagas

A cada ano, 200.000 pessoas sdo contaminadas pela doenga de
Chagas e 40 milhdes de pessoas encontram-se em risco de contrair a doenca.
Desse total, cerca de 13.000 pessoas morrem em decorréncia de complicagdes
da doenga (WHO, 2002; MONCAYO, 2003; URBINA et al, 2003;
MONCAYO, et al., 2006). A doenga de Chagas ¢ causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, o qual € transmitido principalmente pelo inseto-vetor
hematofago conhecido popularmente como ‘“barbeiro”. Esse inseto ¢
classificado na ordem Hemiptera e familia Reduviidae, sendo encontrado com

freqiiéncia em frestas de paredes de barro ou de madeira de lares na zona rural e



outras. Uma das maneiras mais eficientes que tem sido utilizado no controle da
doenga de Chagas ¢ a eliminagdo de ambientes favoraveis a procriacao do inseto

vetor, bem como a eliminacao deste por meio de inseticidas.

Outras formas de transmissdao da doenca ocorrem por transfusdo de
sangue e transmissdo congénita (WHO, 2002). A figura a seguir apresenta as

areas de incidéncias e de riscos da doenca de Chagas.

FIGURA 1.1 - Distribui¢ao global (em vermelho) da doenga de Chagas.

(http://www.nature.com/nrmicro/journal/v1/nl/full/nrmicro735.html).

Esta doenca foi descoberta em 1909 pelo médico sanitarista Carlos
Chagas. Apesar de bem conhecida ha de 100 anos, até os dias atuais, existem
apenas dois fArmacos contra a doenga: benzonidazol e nifurtimox. Entretanto,
estes apresentam baixa eficiéncia e fortes efeitos colaterais e, (COURA, et al,,
2002), além disso, apresentam atividade inibitoéria apenas na fase aguda da
doenga. No Brasil, a comercializagdo do composto nifurtimox ¢é proibida
(FAIRLAMB, 1993; SCHOFIELD, et al., 2006). Estes farmacos sao

apresentados na figura a seguir.



YT T

T T
' HaC _ O/”L‘a\ N

Nifurtimox — Lampit (BAYER) Benzonidazol - Rochagan (ROCHE)

FIGURA 1.2 - Drogas utilizadas no tratamento da doenga de Chagas.

Vérios processos bioquimicos tém sido apontados como alvos
terapéuticos potenciais (RODRIGUEZ, 2001; DOCAMPO, 2001), dentre eles
temos: a enzima tripanotiona redutase (SALMON, et al., 1998); enzimas
envolvidas na importacdo e interconversao de purinas (FAIRLAMB, 1999);
metabolismo de folato e pteridina (FAIRLAMB, 1999); biossintese de RNA
mensageiro (FAIRLAMB, 1999); biossintese de lipidios; transialidase
(FAIRLAMB, 1999); diidrofolato redutase (ZUCCOTTO et al., 1999); enzimas
do glicossomo, envolvidas no metabolismo energético, destacando-se a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (SOUZA, et al., 1998) e outros. Devido a
alta dependéncia das formas infectantes de 7. cruzi da via glicolitica para a
producdo de ATP (ENGEL, et al., 1987), esta tem sido tornado como alvo
atrativo para o desenvolvimento de novos farmacos. Na figura a seguir temos a

representagdo da via glicolitica.



FIGURA 1.3 - Representacao esquematica da via glicolitica.
(http://www.biocarta.com/pathfiles’/h GLYCOLYSISPATHWAY .asp).

A gGAPDH do T. cruzi, FIGURA 1.5, ¢ um homotetramero
constituido de 359 aminoacidos e ¢ uma enzima da via glicolitica que catalisa a
fosforilagdo oxidativa de gliceraldeido 3-fosfato em 1,3-bisfosfoglicerato, na
presenca de fosfato inorganico e NADH' como coenzima. Na figura a seguir

temos um mecanismo enzimatico que ocorre na enzima gGAPDH.
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FIGURA 1.4 - Representacao do mecanismo da conversdao da G3P em 1,3-BPG
pela enzima gGAPDH. Figura adaptado do site:
http://home.inje.ac.kr/~biochemi/Lecture/1st/Biochem-1I/ch02-1.pdf

A primeira estrutura cristalografica da enzima gGAPDH do T. cruzi
foi determinada por SOUZA (SOUZA et al., 1998). A partir da analise e
comparacao dessa com a homoéloga humana, diferencas estruturais importantes,
principalmente no sitio de ligagdo do cofator NAD" e no sitio ativo, ficaram
evidenciadas (SOUZA et al. 1998). Deste modo, estas regides sdo atraentes para
o desenvolvimento de novos inibidores especificos, que nao apresentem
afinidade pela enzima humana. Trabalhos promissores tém mostrado que
compostos flavondides (TOMAZELA et al., 2000) e cumarinicos (VIEIRA, et
al., 2001) apresentam atividade inibitoria da enzima gGAPDH. Até a presente
data, existem trés estruturas cristalografica da enzima gGAPDH determinadas e
depositadas no Protein Data Bank (www.rcsb.org) com codigo PDB: 1QXS
(CASTILHO et al. 2003), IML3 (CASTITLHO et al., 2003) e 1K3T (PAVAO



et al., 2002). A seguir, temos a estrutura da enzima gGAPDH obtida a partir do
codigo PDB:1K3T.

FIGURA 1.5 - Estrutura da enzima gGAPDH do T. cruzi. Figura gerada pelo
programa Pymol (DeLano, 2002).

Viérios trabalhos experimentais tém sido reportados na literatura
focalizando a enzima gGAPDH como alvo de novos inibidores do parasita.
Dentre destes novos candidatos a inibidores podemos citar: compostos derivados
da cumarina (JUNIOR et al., 2005; MARCHI et al., 2004); complexos de
ruténio (SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2009); derivados do acido anacardico
(PEREIRA et al.,, 2008, FREITAS et al., 2009); analogos de bi-substrate
(LADAME et al., 2005); derivados de adenosina (BRESSI et al., 2001) e outros.
Por outro lado, véarios trabalhos empregando metodologias tedricas t€m sido
utilizados para a eclaboragdo de novos compostos candidatos a farmacos
(LEITAO et al., 2004; GUIDO et al., 2008; FREITAS et al., 2009).

Apesar de todos esses estudos, nenhum composto candidato a
farmaco que apresentasse valor de ICsy (concentracdo para inibir 50% da

enzima) na escala de nanomolar foi encontrado. Este quesito ¢ importante para



que a realizagdo posterior de testes in vivo. O insucesso dessas pesquisas pode
ser atribuido, principalmente, a dificuldade em entender, ao nivel atomistico, o
comportamento dinamico da enzima em solugdo, principalmente na regido do
sitio ativo. Procurando preencher esta lacuna, na presente tese de doutorado,
métodos de quimica computacional foram utilizados para investigar o
comportamento estrutural e energético da gGAPDH em solugdo ao nivel

atomistico.

1.3 — Objetivos

Na presente tese de doutorado, métodos de quimica computacional
foram utilizados para fazer um estudo detalhado da enzima gGAPDH em
solucdo. Esta enzima ¢ importante para a geracdo de energia do 7. cruzi,
responsavel pela doenca de Chagas. Utilizando o método de dindmica molecular
com campo de forca classico, propriedades serdo determinadas a enzima na
forma apo e holo, ou seja, com e sem o cofator NAD" no sitio ativo da enzima.
Um conjunto de estruturas obtido ao longo da trajetoria sera utilizado para a
realizacdo de calculos de docking, uma abordagem que leva em consideracao a
flexibilidade da enzima. Esta tarefa ¢ ardua devido ao alto custo computacional
em calculos de docking. Visando considerar o efeito eletronico no mecanismo e
caminho de reacdo que ocorre no sitio ativo da enzima, métodos de quimica

quantica serdo utilizados.
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

Na figura a seguir apresentamos um diagrama mostrando a
sequéncia de etapas que serdo realizadas e bem com o tipo de metodologia que

sera utilizada em cada uma delas.
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FIGURA 2.1 - Diagrama das etapas previstas e as metodologias que serao

utilizadas.
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2.1 - Dinamica Molecular

Dinamica molecular (DM) ¢ uma metodologia utilizada para
resolver problemas em mecanica estatistica na impossibilidade da solucdo
analitica das equagdes. Em sua forma geral, a DM ¢ utilizada para simular a
evolugdo temporal de um sistema sob a acdo de forcas conhecidas. Esta
metodologia recorre a integragdo das equagdes de movimento cldssicas para
determinar aceleracdo, velocidade e posi¢cdo temporal das particulas do sistema
(ALLEN, 1987).

Dado a superficie de potencial, a for¢a atuando em cada particula
do sistema pode ser calculada a partir da derivada deste potencial e as equagdes
de movimento podem ser estabelecidas segundo as leis de Newton (ALLEN,
1987). A integracdo destas equacdes fornece as coordenadas das particulas em
funcdo do tempo, ou seja, as trajetorias. Este conjunto de trajetorias ¢
posteriormente utilizado para calcular valores médios de propriedades
mecanicas do sistema que podem ser escritas como funcdo da configuracao

espacial dos componentes.

2.1.1 — Energia Potencial

Em geral, as moléculas que compdem um sistema quimico
complexo ndo podem ser consideradas rigidas: vibracdes moleculares, tor¢des
em angulos de ligacdo e diédricos precisam ser incluidas para uma representacao
realistica do sistema. Na maioria dos campos de forga, estas contribui¢des para a
energia total do sistema sao representadas por fungdes harmonicas (estiramentos
de ligacdo, angulos de ligacdo, diedro impréprios) e por séries de Fourier
(energias de torcdo de angulos diédricos). Potenciais de Lennard-Jones e
Coulombicos sdo utilizados para representar interagdes nao ligantes (LEACH,

1996). Deste modo, para um sistema constituido por N dtomos com posigdes 7,
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........
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F= - GV(rl, Vyy eeens rn)
or,

dzr.(t) F
1 — 1 2
dt* m. 2)

1

1)

onde ¢ ¢ o tempo, F}, a forga sobre o dtomo i, € m; a sua massa.

Um dos quesitos fundamentais em dindmica molecular ¢ definir o
potencial V(r,, r,,...,r,), da equacdo anterior. Em geral, este potencial ¢ dividido
em partes, cada qual construida e parametrizada para representar aspectos da
realidade fisica do problema. A seguir oferecemos uma descri¢do da funcao

potencial total.

%

total

=V

ligante + Vndo —ligante (3)

com mais detalhes,

Ve =Va t Vot VoV, +V, (4

total
Sendo:

Vd : potencial harmonico estiramento

V,. otencial angular ;

o i I/ligante
V. potencial torsional J
VL ; : potencial de Lennard-Jones )

4

ndo—ligante

VC : potencial de Coulomb
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A conceituagdo basica dos termos de potencial apresentados
anteriormente ¢ apresentada a seguir.

2.1.1.1 - Potencial Harmonico de Estiramento

Ou potencial da ligagdo quimica, V,, descreve a energia associada
ao desvio da distdncia de equilibrio d, entre dois atomos ligados

covalentemente,

V,=tk,d-d) — @@ o

Onde d ¢ o comprimento da ligagcdo entre dois atomos ie j, dyé o
comprimento de equilibrio e k; € a constante elastica da forca. Logo, o potencial

V,; mede a distor¢ao da ligacao em relacdo 4 distancia de equilibrio d.
2.1.1.2 - Potencial Harmonico Angular

Este potencial, Vy, esta associado a desvios do angulo de equilibrio

6y, formado entre trés a&tomos, 1-j-k, covalentes e consecutivamente ligados,

Vy :%kﬁ(en _‘90)2 — .ifabg,

Onde @ ¢ o angulo definido pela ligacao i-j-k, 6, ¢ o angulo de

equilibrio e ky € a constante elastica da forga.
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2.1.1.3 - Potencial Torsional

O potencial torsional V', representa explicitamente a tor¢do propria
de ligagdes covalentes entre dois atomos. Para um conjunto de atomos ligados i,
J, k, I, o potencial torsional para rotacdo em torno de um eixo definido pela
ligacdo j-k pode ser definido por:

V, =k,[l+cos(pp+0)]— (7)

Onde k, ¢ a constante que define a altura da barreira de rotagdo, p €
o namero de minimos para a tor¢ado de uma ligagdo quimica especifica, ¢ € o
angulo diedral para a liga¢do central em uma seqiiéncia de quatro atomos e 0 ¢ a
defasagem no angulo diedral que pode colocar na posi¢do ¢ igual a zero um

ponto maximo ou de minimo.

2.1.1.4 - Potencial de Lennard-Jones

O potencial de Lennard-Jones que representa a interacao entre dois

atomos i e j nao ligados e ¢ dado por:

v
~—~
®°)
~

A4, B,
VLJ (I/;'j) = Z 7’1; - réj
ij

i<j U i e

Onde r;j; € a distancia entre os atomos i € j € 4;; € B; sdo pardmetros
que dependem do tipo de atomo envolvido na interagdo, os quais sdo definidos
por: A,;=4¢;0,” e B=45;0;’, e o par (& o) deve ser explicitado para cada sitio i e
j. O termo para a interagdo i-j ¢ calculado utilizando regras de cruzamento. E
conveniente ressaltar que este potencial ¢ utilizado geralmente para descrever a

interacdo de atomos separados por trés ou mais ligagdes covalentes, bem como
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calcular contribuigdes para interacdes intermoleculares. Neste potencial, o
primeiro termo descreve a repulsdo que ocorre quando had sobreposi¢do de
densidade eletronica com a aproximacao dos dois 4tomos i-j, € segundo termo
representa interagdes devido a formacdo de dipolos induzidos, instantaneos,

originados por flutuagdes na densidade de carga eletronica dos atomos.

2.1.1.5 - Potencial de Coulomb

Devido a possiveis assimetrias na distribui¢ao de carga, a interagdo

eletrostatica entre dois atomos i e j € representada pelo potencial de Coulomb:

4.4 ;
VC — > (9)
4re,r;

Onde rjj ¢ a distancia entre os atomos i € j, q; € g; sdo cargas

parciais, & ¢ a permissividade dielétrica do vacuo.

Usualmente, os parametros empregados na defini¢cao de cada termo
do potencial sdo determinados utilizando célculos de mecanica quantica e/ou por
ajustes a dados experimentais (cristalografia de raios-X, espectroscopia de
infravermelho, densidade de liquidos, calores de vaporizagdo, ressonancia
magnética nuclear, etc). O conjunto desses pardmetros ¢ chamado de campo de
forca. A qualidade do campo de forcas influéncia diretamente os resultados da

simulacao.
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2.1.2 - Algoritmo de Integracao

Dada a energia potencial total do sistema, ¢ necessario calcular as
foras e resolver as equacdes de movimento de Newton para obter a evolugdo
temporal do sistema. Entretanto, trata-se da resolucdo de uma equacao
diferencial acoplada de segunda ordem. Como esta equacao ndo possui solucao
analitica, o problema ¢ resolvido utilizando-se uma aproximag¢ao numérica. Em
geral, os métodos numéricos para a solugdo desta classe de equagdes diferenciais
de segunda ordem estdo fundamentados em técnicas de diferenciagdo finita
(GEAR, 1971). Portanto, em dindmica molecular a integragdo das equagdes de
movimento € realizada em pequenos intervalos de tempo of, cujo valor deve ser
adequado para simular os movimentos de maior freqiiéncia do sistema, que
muitas vezes sao as vibragoes das ligacdes.

A forca total em uma dada particula, numa determinada
configuracdo do sistema, no tempo ¢, € calculada como o vetor soma de suas
interagdes com as demais particulas. Obtido a forga, determina-se a aceleragdo
resultante. Esta ¢ combinada com as posigdes e velocidades no tempo ¢ para
calcular as posi¢oes e velocidades no tempo ¢ + of. Assume-se que durante o
intervalo de tempo o, a forga seja constante. A nova forca sobre outra particula
¢ entdo determinada levando as novas posigoes e velocidades no tempo ¢t + 2¢%,
e assim consecutivamente. Deste modo, cada particula do sistema ¢
movimentada, sucessivamente, gerando uma nova conformac¢ao do mesmo.

Existem inimeros algoritmos para a integragdo das equacdes de
movimento que utilizam o método de diferenciagdo finita (VAN GUNSTEREN
¢ BERENDSEN, 1977; BERENDSEN ¢ VAN GUNSTEREN, 1986). Todos
assumem que propriedades dinamicas (velocidades, aceleracdes, etc.) podem ser
aproximadas por expansao em séries de Taylor. Os métodos mais utilizados para
a integracdo das equacdes de movimento em simulagdes de dindmica molecular

sdo: métodos de Verlet (VERLET, 1967), Beeman (BEEMAN, 1976) e Leap-
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Frog (HOCKNEY et al., 1974). O método de integracao utilizado neste trabalho
¢ o Leap-Frog, algoritmo este considerado no programa GROMACS 3.3.3. O
algoritmo Leap-Frog calcula as velocidades na metade do intervalo de
integracao e usa estas velocidades para calcular as novas posigoes (HOCKNEY,

1974), como pode-se vé pelas seguintes equagoes:

V(t+30t)=v(t—50 1)+ ta(t) (10)
rt+ot)=rt)+otvt+5ot) (11)

A variacao do tempo (o¢) utilizado para integrar as equagdes acima
em simulagdes por dinamica molecular ¢, geralmente, da ordem de 1-5
femtosegundos (1-5x10™" segundos). Essa escala de tempo é adequada para

considerar as vibragdes dos atomos de hidrogénio.
2.1.3 - Controle da Temperatura e da Pressao

Em simulag¢do por dindmica molecular no ensemble NpT requer o
controle da temperatura e da pressdo. Estes controles sdo obtidos utilizando
algoritmos parao controle de temperatura (termostato) e pressao (barostato). No
presente trabalho foram utilizados os procecimento propostos de Berendsen
(BERENDSEN, 1984) que para manter a temperatura fixa. Ao longo de uma
simulagdo as velocidades sdao re-escalonadas a cada passo de integragdo, a fim
de ajustar a energia cinética do sistema até a temperatura selecionada
(BERENDSEN, 1984). Outros métodos mais sofisticados como os termostatos
de Nosé-Hoover (NOSE, 1984; HOOVER, 1985) e Nosé-Poincar¢ (HOOVER,
1985) também sao utilizados. Os barostatos mais utilizados sdo os de Berendsen

(BERENDSEN, 1984) e Parrinello-Rahaman (PARRINELLO, 1981). Nas

equacdes a seguir temos os fatores A e wu utilizados para re-escalonar as
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velocidades e coordenadas em cada passo da simulagdo pelo método de

Berendsen.

—1/2

1+ 80 L (12)
T

A

T

1+24(p, - P) (13)
:

1/2

u

P

Onde, 7Ty, e P, s3ao os valores de temperatura e pressao,
respectivamente, desejadas durante a simulagdo. Os valores Ay € up sdo
parametros que determinam o acoplamento do termostato e barostato,

respectivamente.

2.1.4 - Condicdes Periddicas de Contorno

Um dos grandes problemas em simulagdo molecular ¢ considerar
um sistema com elevado nimero de particulas, uma necessidade, uma vez que se
pretende obter propriedades macroscopicas (~10> particulas). Porém, para
simular tal nimero de particulas, seria necessario um tempo inviavel de calculo
computacional. Além disso, deve-se considerar os efeitos de superficie quando o
sistema ¢ pequeno. Na figura a seguir estdo ilustrados estes dois tipos de

problemas.
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Sistema
pequeno
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FIGURA 2.2 - Caixa simples de simulagdo.

Para contornar estes problemas, utiliza-se condicdo periddica de
contorno (ALLEN, 1987). Esta técnica possibilita a realizagdo de simulagdes
utilizando-se um nuUmero relativamente pequeno de particulas. Efeitos de
superficie sdo eliminados e as particulas consideradas sofrem o efeito das forcas
como se estivessem no interior do sistema.

Utilizando condi¢do periddica de contorno, os dtomos do sistema
que esta sendo simulado sdo colocados em uma caixa, a qual € recoberta por
imagens (réplicas) da caixa original. Isto ¢ equivalente a replicar
periodicamente a caixa original em todas as dire¢des do espago, sem
necessariamente definir as coordenadas para os atomos que estdo nas caixas
obtidas por replicacdao. No decorrer da simulagdo, quando um 4tomo move-se
na caixa original, sua imagem periddica, em cada uma das caixas imagens,
move-se em sincronia. Quando um 4tomo sai da caixa original, atravessando
uma de suas seis faces, a imagem correspondente entra pela face oposta, com
velocidade 1déntica. Desta forma, o niimero total de atomos na caixa central e
no sistema como um todo, ¢ conservado. Na FIGURA 2.3 ¢ apresentado um

desenho esquematico de um sistema peridodico em duas dimensoes.
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FIGURA 2.3 - Condig¢des periddicas de contorno em um sistema bidimensional

Em uma simula¢ao molecular, o célculo das interagdes nao ligantes
consiste na fase mais trabalhosa da definicdo da superficie de potencial. Como
apresentando anteriormente, as fungdes potenciais geralmente utilizadas para a
definicdo das interagdes ndo ligantes sdo a fungdo potencial Lennard-Jones e a

func¢ao Coulomb.

A funcdo potencial Lennard-Jones define interacoes de curto
alcance (V~r®), pois o potencial de interagdo cai rapidamente com o aumento da
distancia entre as particulas. Para o tratamento das interagdes de curto alcance
usualmente ¢ empregado o truncamento do potencial em um raio de corte
esférico (FIGURA 2.4) menor que L/2, sendo L o comprimento da célula ou
caixa de simulagdo (ALLEN, 1987). Essa condi¢do € imposta para ndo permitir
que uma particula interaja com sua propria imagem ou com a mesma molécula

duas vezes.
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Raio de corte
(<L/2)

FIGURA 2.4 - Representacao do raio de corte esférico para um sistema

periddico bidimensional.

2.1.5 — Algoritmo de Dinamica Molecular

Na figura a seguir temos a representagdo esquematica de um

algoritmo de dinamica molecular.
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FIGURA 2.5 - Algoritmo cléssico de simulagao.

Todos os calculos de dinamica molecular apresentado neste
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trabalho foram realizados com o program computacional GROMACS 3.3.3

(BERENDSEN et al., 1995; LINDAHL et al., 2001), conhecido pela eficiéncia

numérica e velocidade de processamento.

As condi¢des de simulagdo, tais como numero de particulas,

modelo molecular usado, temperatura e outros pardmetros serdo descritos na

parte de resultados e discussao.
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2.2 - Docking

A 1idéia central envolvida no desenho de novas estruturas esta
relacionada com a predicdo do modo de ligacdo e a afinidade de interagdo de
composto no sitio de ligagdo de uma proteina (VERDONK et al., 2003). Uma
metodologia muito utilizada ao longo dos anos para a estudar a interacao
proteina-ligante sao os métodos de docking. Esses métodos sdo baseados no
modelo chave-fechadura (JORGENSEN, 1991) e o docking ¢ realizado via
movimentos de rotagdo e translacdo do ligante em um sitio especifico,
geralmente o sitio ativo, da enzima. Na figura a seguir temos a representacao

esquematica de docking.

Proteina Ligante Complexo proteina-ligante

FIGURA 2.6 - Representagao esquematica de docking de um ligante em uma

proteina, formando o complexo proteina-ligante.

Em geral, nos célculos de docking a energia de interacdo entre
enzima e ligante € obtida de uma somatoria do potencial de Coulomb e Lennard
Jones, utilizando os parametros do campo de for¢a escolhido. O objetivo dos
programas de docking ¢ gerar um maximo possivel de complexos ligante-
receptor. Em seguida, cabe a analise humana determinar quais complexos sdo
relevantes ao estudo de interesse. Até a presente data existem mais de 60

programas de docking, dentre os mais populares podemos citar: AutoDock
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(MORRIS et al, 1998), GOLD (JONES et al., 1997), FlexX (RAREY et al.,
1996) e Dock (KUNTZ et al., 1982).

Os algoritmos de docking sao elaborados de tal modo que esses
sejam eficientes, rapidos e de facil uso. Os algoritmos podem ser divididos em
trés tipos: docking rigido (proteina e ligante sdo tratados rigidos), semi-flexivel
(proteina ¢ rigida e ligante ¢ flexivel) e flexivel (proteina e ligante sdo
considerados flexiveis). Os calculos de docking flexiveis sdo mais eficientes,
mas exigem um alto o custo computacional. Geralmente nesses tipos de docking,
apenas alguns residuos localizados no sitio ativo ou de interesse da proteina sdo
considerados flexiveis.

Na presente tese, todos o célculos de docking foram realizados no
programa AutoDock4 (MORRIS ef al., 1998). Programa ¢ distribuitdo segundo
a filosofia de software livre do Projeto GNU.

O AutoDock utiliza uma fun¢do empirica para aproximar a energia

livre de ligacao.

AG = ACivdw + A(}hbond + AGele + AGconf+ AGSOZ (14)

Onde AG,4, ¢ a contribuicdo de van der Waals, AGy,,,, trata das
contribuigdes energéticas das ligacoes de hidrogénio, AG,, € a contribuicao
eletrostatica, AG,,,s contribui¢des energéticas conformacionais ¢ AG,, trata da
solvatagdao do complexo.

Para a busca conformacional e encaixe do ligante no sitio ativo da
enzima, o programa AutoDock utiliza o algoritmo genético. Esse algoritmo ¢
mimetiza a teoria da evolugdo, na qual as mudangas adquiridas por um ser
durante sua vida eram transmitidas para seus descendentes. Nos algoritmos
genéticos, uma populagdo inicial de individuos ¢ requerida e, em geral, gerada
aleatoriamente. Cada individuo € representado através de 23 cromossomos, que

¢ a estrutura que contém toda a informagao genética de um individuo e que sdo
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representados computacionalmente através de uma estrutura de dados
conveniente, comumente um vetor. Cada posi¢do dessa matriz ou vetor €
ocupada por uma cadeia e essas cadeias sdo os genes desse cromossomo. Os
quais correspondem ao valores de certas variaveis ou conjunto de variaveis. No
caso docking, as variaveis sdo os angulos de translacao, rotagdo e de tor¢ao do
ligante que sdo reunidos no cromossomo. Na presente tese, o algoritmo genético
Lamarckiano do programa AutoDock foi utilizado. O algoritmo genético usado
no AutoDock define um ligante (cromossomo) como tendo 7 genes: trés para as
coordenadas cartesianas e quatro para variaveis especificando as orientagoes.
Estrutura covalente ¢ mantida intacta, entretanto genes adicionais representando
a flexibilidade de certos angulos torsionais podem ser definidos se necessario.
Definidos os genes, o algoritmo genético inicia criando uma populagdo inicial
randomica de individuos confinados dentro de uma regiao especifica da enzima.
Para orientacdo dos individuos na enzima, movimentos translacionais (e.g.
passos de 0,2 A) e rotacionais (e.g. passos de 5°) sdo realizados, seguidos pelo
calculo da energia da nova conformacao. Se essa nova conformagao tiver menor
energia de interacdo que a antecessor, uma pesquisa local ¢ repetida até que a
energia diminua ou até que o conjunto de passos tenha sido finalizado (MORRIS
et al., 1998).

Embora os calculos de docking sejam relativamente eficientes,
esses apresentam algumas limitagdes: o efeito explicito do solvente nao ¢
considerado, a flexibilidade da proteina, quando considerada, ¢ restringida a
apenas alguns residuos e nada garante que o nimero de céalculos de EM seja
suficiente para amostrar todas as conformacdes de menor energia do complexo
proteina-ligante. Para contornar essas limitacdes, trabalhos recentes na literatura
propdem uma nova metodologia corretiva. Essa nova abordagem do problema ¢
conhecida como ensemble docking. Um ensemble docking ¢ um conjunto de
multiplas conformag¢des de uma proteina, as quais podem ser obtidas via

experimentos (e.g. ressonancia magnética nuclear) ou via modelagem molecular
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(e.g. dinamica molecular e Monte Carlo) (HUANG ef al., 2006). Desse modo, o
efeito do solvente e a flexibilidade da proteina sdo explicitamente considerados.
J4 existem na literatura alguns programas computacionais que realizam esses
novos tipos de docking, entretanto, esses programas ndo de livre acesso e
geralmente sdo caros financeiramente. Dentre estes, temos o Fleksy
(NABUURS et al., 2007) e o FITTED (CORBEIL et al., 2007).

Na presente tese, esses programas nao serdo utilizados devido ao
seu alto custo, entretanto um script foi desenvolvido em combina¢do com o
programa AutoDock para a realizacdo dos célculos de docking levando em
consideracdo multiplas conformagdes da enzima. Deste modo, o conjunto de
conformacdes utilizado nesse trabalho foi obtido pelos calculos de dinamica
molecular. Calculos de docking foram realizados para 10 estruturas obtidas com
um intervalo de 2,0 ns de simulacdo por dindmica molecular. A figura a seguir

mostra um esquema desse modelo ensemble.

FIGURA 2.7 - Modelo de ensemble docking ou multiplas conformagdes. Em

vermelho, o ligante chalepina.



27
2.3 - Quimica Quantica
Os métodos de quimica quantica sdo desenvolvidos para resvolver a

equacao de Schrodinger, que na sua forma independente do tempo ¢ dada pela

equacao (LEVINE, 1991):
HY =EY (15)

Onde, a fun¢do de onda ¥ ¢ a autofuncdo do operador hamiltoniano
(H) correspondente ao autovalor energia do sistema (E). O hamiltoniano A ¢
dado pela equacao a seguir.

A N h2 n hQ, 5 ez

H=— V2 — \VAle— —— 7 +
;ZMA ’ Z’Zm ’ ;Z 4reyr,
2 2
e e
YAV/ARES
A<B 47Z'€0VAB E ; 472'807’;.]. (16)

Onde M, ¢ a massa do nlcleo 4, m, € massa ¢ e a carga do elétron,
Z ¢ a carga nuclear, r; é a distancia entre as particulas, 7 € a constante de Planck
dividido por 27 e V* é o operador laplaciano.

Na equagdo acima, os dois primeiros termos representam a energia
cinética dos nucleos e elétrons, respectivamente. O terceiro termo € o potencial
de interacdo elétron-ntcleo; quarto termo, interagao nucleo-nucleo e o quinto
termo, interacao elétron-elétron

A resolucdo exata da equacdo acima da um descricdo completa de
um sistema, onde todas as propriedades desse podem ser calculadas. Entretanto,
a resolucdo da equagdo de Schrodinger ndo € trivial, e a solucdo analitica da

mesma ¢ obtida para o atomo de hidrogénio e cations hidrogenoides. Para
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atomos polieletronicos e moléculas a resolucdo dessa equagdo necessita de
varias aproximagdes. A primeira aproximagdo para a resolucdo dessa equacao
foi oferecida por Born e Oppenheimer. Nessa aproximagdo, 0s movimentos
nucleares e eletronicos podem ser separados, uma vez que que os nucleos sio
pesados € se movem lentamente comparados aos elétrons. Desse modo, os
nucleos sdo considerados fixos no espaco, € as energias cinética e de repulsdo
nucleo-nucleo sdo consideradas constantes. Resta resolver a parte eletronica.
Para isto, ao longo do tempo foram sendo propostas alternativas, em geral, que
utilizavam os avangos conceituais e¢ das inovagdes anteriores: método de
Hartree-Fock, Hartree-Fock-Roothaan, interagdo de configuragdes, etc. Outra
vertente importante foi construida ao longo da proposta inicial de Fermi para
utilizar diretamente a densidade eletronica, dando origem as metodologias do
Funcional de Densidade (DFT) (FREITAS, 1999; MORGON ¢ COUTINHO,
2007). Com esses métodos, tem sido possivel ao longo dos anos obter solugdes
para a equagdo de Schrddinger, possibilitando enormes avancos no estudo de
sistemas atdmicos e moleculares polietronicos. Entretanto, devido ao alto custo
computacional, os métodos apresentados acima nao podem ser aplicados
corriqueiramente para sistemas com centenas de atomos.

Uma solucdo para tratar sistemas com centenas de atomos ¢ a
utilizacdo de métodos semi-empiricos, os quais utilizam parametros que podem
ser obtidos experimentalmente ou a partir de calculos ab initio, e restrigdes
matematicas mais drésticas do que aquelas utilizadas nos métodos ab initio. Os
métodos semi-empiricos mais utilizados sdo baseados na aproximagdao ZDO do
inglés “zero diferencial overlap”. Nessa aproximagao, o produto de dois orbitais
atomicos diferentes ¢ considerado nulo, simplificando assim as equagdes de
Hartree-Fock. Dentre os varios métodos pertencentes a familia ZDO, podemos
citar: MNDO (Dewar et al., 1977), AM1 (Dewar et al., 1985), PM3
(STEWART, 1989), PM6 (STEWART, 2007) e outros.
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Na presente tese o método semi-empirico PM6 (Parametric Method
6) (STEWART, 2007), o qual ¢ derivado do método MNDO e que por sua vez ¢
derivado do método NDDO (Neglect of Diatomic Differential Overlap) (POPLE
et al, 1965; POPLE et al, 1967) sera utilizado. Na aproximagdo MNDO
(Modified Neglect of Diatomic Overlap) as contribui¢des de elétrons do mesmo
atomo (constituinte de uma molécula grande) sdo obtidas através de valores
experimentais oriundos de atomos isolados, enquanto as integrais de dois
centros sao consideradas como parametros ajustdveis do método. Estes
parametros sdo refinados para reproduzir geometrias moleculares, calor de
formagao, pontecial de ionizagdo, etc, obtidos experimentalmente. Em geral, um
método semi-empirico produz bons valores para uma dada propriedade, mas
falha em outras previsdes. A grande popularidade do método MNDO se deve a
sua capacidade de reproduzir algumas propriedades, tais como geometrias.
Entretanto esse método falha totalmente para descrever ligagdes de hidrogénio,
um quesito fundamental para obter propriedades de muitas moléculas, incluindo
as essenciais para os sistemas vivos. Assim, o método PM6 e outros derivados
do MNDO, corrigiram essa falha. As principais diferengas no método PM6
relativo ao MNDO sao: inclusao de orbitais d; modificacoes das interagcdes
carogo-carogo (para reproduzir ligacdes de hidrogénio) e reparametrizacao
completa para 70 atomos (STEWART, 2007). Na presente tese, o formalismo
geral destes métodos ndo sera discutido, pois estes podem ser encontrados na
literatura especializada.

Embora seja possivel realizar célculos de quimica quantica com
métodos semi-empiricos para sistemas relativamente grandes, na aplicagcdo para
estudar sistemas ainda maiores, (e.g. proteinas), o custo computacional ¢ ainda
excessivo. Em parte, a dificuldade reside na resolugao das equagdes que levam a
auto-consisténcia (SCF). A teoria do campo autoconsistente (SCF) ndo

considera as interacdes instantdneas entre os pares de elétrons do sistema, e
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supde que o potencial atuando sobre cada elétron ¢ devido aos nucleos e a
distribuicao média da densidade de carga dos outros elétrons.
Nos métodos semiempiricos, o problema SCF ¢ convencionalmente

apresentado como:
w|H—-Ely" =0 (16)

Onde ¥ ¢ o conjunto ortogonal de orbitais moleculares, H ¢ a
matriz de Fock ¢ E sao os autovalores da matrix de Fock. Os orbitais
moleculares, ¥, podem ser descritos como uma combinac¢do linear dos orbitais

atomicos, ¢ :

W, = ZZC&@A (17)

A Aed

Onde ¢, corresponde os coeficientes das combinagdes linearer que
representardo os orbitais moleculares.

Como consequéncia dos orbitais moleculares (MOs) dependerem
da matriz de Fock, a equacdes SCF devem ser resolvidas interativamente. Na
figura a seguir apresentamos um algoritmo convencional para o calculo das

equacoes SCF.
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<Obtenha a matriz de elétrons:
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Inicia a matriz de densidade.

A

Diagonaliza a matriz

|

Gera a matriz de densidade

|

Gera uma nova matriz de
Fock

|

Calcula a energia eletronica

.

E autoconsistente?

Nao

! sim

Fim

FIGURA 2.8 - Esquema do calculo do SCF convencional (STEWART, 1996).

A matriz de densidade, P, construida a partir de orbitais

moleculares ¢ dada pela equagao:
P/w = 22 C,iCoi (1 8)

Para um sistema com N atomos, o naumero de orbitais atdmicos € o
numero de orbitais moleculares ocupados aumentam na proporcao de N.
Portanto, desde que o niimero de elementos na matriz densidade aumenta da
ordem de N° ¢ o numero de operacdes requeridas no calculo de cada elemento da
matriz também aumenta da ordem de N, entdo o numero total de operagdes

r e /4 . . . 3
necessarias para o calculo da matriz densidade varia com N°. Deste modo, o fato
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do “esfor¢co de célculo” nos métodos semiempiricos crescer com o cubo do
numero de atomos envolvidos, torna impraticavel tratar sistemas grande, tais
como enzimas. Baseado nessa problematica, um novo procedimento para a
resolugdo das equagdes SCF foi desenvolvido, a qual ¢ chamada de MOZYME
(STEWART, 1996). Nessa metodologia, um alternativa para gerar os MOs ¢
iniciar a partir dos orbitais moleculares localizados (LMOs) que correspondem
as estruturas eletronicas do diagrama de Lewis na estrutura molecular. O fato
dos LMOs serem altamente localizados no espago reduz os calculos a regido
proxima da posi¢cdo do ntcleo. Em contrapartida, no método SCF convencional,
os MOs do sistema sdao, em principio, extendido a molécula como um todo. Para
realizar o calculo SCF, todos os LMOs precisam ser expandidos em um
somatorio. Uma consequéncia disso, € que o espago ocupado pelos LMOs ¢, em
geral, muito grande. Deste modo, para sistema grandes, tais como proteinas, o
tamanho de um LMO seria pequeno comparado com o sistema total. A seguir
temos um resumo do por que nessa nova metodologia € possivel tratar sistema
grandes:

1 — Todas as interacoes MOs ocupado-virtual envolvendo LMOs
separados por uma grande distdncia s3o automaticamente zerados ou
aniquilados.

2 — O célculo da matriz densidade ¢ limitada apenas aos elementos da
matriz que sao representados por um LMO.

3 — Célculo da energias dos LMOs ¢ energias de interagdo MOs ocupado-
virtual podem ser limitadas apenas aos atomos envolvidos.

Em cada caso acima, ao contrario do SCF tradicional, o esforgo
computacional ¢ linear com o tamanho do sistema, o que torna possivel efetuar
calculos para sistemas maiores. A seguir, apresentamos o fluxograma geral

utilizado no SCF com LMOs.
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FIGURA 2.9 - Esquema do calculo do SCF utilizando orbitais moleculares

A principal diferenga entre o célculo SCF pelo procedimento de
LMOs e o convencional, ¢ a replicacio da etapa de diagonalizagdo no

MOs
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localizados (STEWART, 1996).

convencional por aniquilagdo das interacdes

procedimento LMOs. Nesse procedimento hd uma etapa adicional, organizar e

renormalizar os LMOs.

Devido a capacidade dessa nova abordagem (MOZYME) de
resolver o SCF para sistemas grandes, essa serd utilizada juntamente com o

método sem-empirico PM6 para a caracterizagdo quantica do sitio ativo da

enzima gGAPDH.

33

ocupado-virtual no
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CAPITULO 3

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Etapa 1: Dinamica Molecular

Nessa primeira etapa da presente tese, a simulagdo por dindmica
molecular foi efetuada para a enzima gGAPDH na forma holo e apo em solucao
aquosa para entender o efeito do solvente, temperatura, na conformacao

estrutural dessa enzima.
3.1.1 - Sistema gGAPDH-NAD"

Na presente simulagdo, o tetramero da gGAPDH com 4 cofatores
NAD" complexados em suas respectivas subunidades foram considerados.
Todos os calculos de DM foram realizados com o programa GROMACS 3.3.3
(BERENDSEN, et al., 1995; LINDAHL, et al, 2001). Para a elaboragdao do
modelo a ser estudado na forma holo (enzima complexada com os cofatores), a
estrutura cristalografica do tetramero da enzima gGAPDH foi obtida no Protein
Data Bank (www.rcsb.org) com codigo PDB:1K3T (estrutura essa sem o0s
cofatores NAD") foi sobreposto com a estrutura 1QXS (gGAPDH complexada
com 4 cofatores da NAD'). A partir dessa sobreposi¢do, as coordenadas
cristalograficas dos cofatores NAD" foram colocadas dentro da estrutura 1K3T.
Esse procedimento foi necessario porque na estrutura 1QXS alguns atomos do
residuo 359 nao estavam definidos na estrutura cristalografica. O complexo
1K3T-NAD" foi solvatado com 36.100 moléculas de 4gua e foram adicionados
20 fons Cl1' para manter a neutralidade do sistema. O sistema total ou caixa de
simulacao ficou com 122.648 atomos e com aresta de 11,0 nm em cada direcao

X, y, z. Condig¢des periodicas de contorno foram adicionadas e um raio de corte
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de 1,0 nm foi utilizado para as interagcdes de Coulomb e Van der Waals. O
ensemble NpT (numero de atomos, pressdo e temperatura constantes) foi
utilizado. A pressdo e a temperatura do sistema adotada foi de 1 bar e 298 K,
respectivamente, com constantes de tempo de 1,0 ps e 0,1 ps, respectivamente,
utilizadas no algoritmo termostato e barostato de Berendsen (BERENDSEN,
1984). Para descrever o solvente, o modelo SPC/flexivel (BERENDSEN et al.,
1981) foi utilizado; para a enzima, NAD", G3P e 4tomos de cloro, os parametros
do campo de forca GROMOS 53A6 (OOSTENBRINK et al., 2004) foram
considerados.

Para minimizar o efeito de contato ou sobreposicao de atomos entre
as moléculas foi realizado a minimizacdo da energia do sistema com os
algoritmos steepest descent (ARFKEN, 1985) e conjugate gradient
(HESTENES et al, 1952), ambos implementados no GROMACS. Nessas
etapas, 1000 passos de minimizacdo foram utilizados em ambos algoritmos.
Apos essa etapa, uma trajetoria de 300 ps foi gerada, mas restringindo os
movimentos internos na enzima adotando constantes de for¢a de 1000 kJ.mol
'nm™ . O objetivo dessa etapa ¢ relaxar e termalizar o solvente na temperatura
desejada. Finalizada essa etapa, uma trajetoria de 20,0 ns de simulagdo foi
gerada. Na figura a seguir apresentamos uma visdo da caixa inicial de

simulacao.

FIGURA 3.1 - Caixa inicial de simulagdo: 1 tetramero (representado em

ribbons) + 36.100 aguas (cor vermelha) + 20 CI"' (esferas em cor verde).
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3.1.1.1 - Analise estrutural

Sem duavida, uma medida importante para analisar uma simulagdo
por dindmica molecular em sistemas biologicos ¢ o calculo do desvio médio
quadratico ou RMSD (Root Mean Square Deviation). O RMSD fornece a
medida do desvio da estrutura de uma dada molécula ao longo do tempo. Para
calcula-lo, a cada intervalo de tempo executa-se uma sobreposi¢do da estrutura
atual com a inicial para o obter o desvio entre ambas. Matematicamente, o

RMSD para um sistema com N atomos pode ser calculado segundo a equagao,

P2
| & 5
RMSD(1,,) =| - 211 (0) = (6) | (19)

Onde r; e #; ¢ a posicdo do atomo i no tempo ¢; ¢ ¢, € refere-se a
estrutura da molécula no tempo zero. Logo, para uma estrutura constante, o

RMSD tende para zero.

Deste modo, para entender o comportamento estrutural da enzima
gGAPDH na forma holo (complexada com os cofatores), medidas do RMSD
foram realizadas e, para isso, todos os atomos C,, da enzima foram considerados.

Na figura a seguir apresentamos valores de RMSD calculados para esse sistema.
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FIGURA 3.2 - RMSD dos atomos Ca da enzima gGAPDH na forma holo. A)
Todo os atomos Ca foram considerados; B) Subunidade A (linha preta),

subunidade B (linha vermelha), subunidade C (linha verde) e subunidade D

(linha azul).

A FIGURA 3.2A mostra que os valores de RMSD aumentam nos
primeiros 6,0 ns de simulacdo de 0 para 0,26 nm. Isso mostra que a gGAPDH
perde sua conformacao inicial. Depois desse tempo, 0 RMSD mantém média de
0,27 nm com desvio padrao (d.p.) de 0,01 nm ao longo do tempo. De forma
geral, esse valor de RMSD mostra que a enzima na forma holo como um todo
ndo tem mudancas conformacionais drasticas nesse tempo de 20,0 ns de
simulacdo. Para entender o comportamento conformacional das subunidades da
gGAPDH, na FIGURA 3.2B temos o RMSD para as subunidades A, B, C ¢ D.
Nessa figura, podemos observar claramente que a subunidade D tem maior valor
de RMSD, mostrando que essa subunidade sofre maior mudancga estrutural que
as subunidades A, B e C. Essas subunidades mantém valores de RMSD de 0,20
nm (d.p. de 0,02 nm), enquanto que a subunidade D, matem RMSD de 0,28 nm
(d.p. de 0,02 nm) depois de 6,0 ns. Esse alto valor de RMSD, relativo as outras
subunidades, se deve ao fator de que o NAD" se deslocar do sitio ativo da

enzima, principalmente a parte adenina do cofator. Esse deslocamento do NAD"
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induz mudancas conformacionais nos loops Lys89-Trp99 e His194-Trp211,
gerando-se assim, um maior valor de RMSD. E interessante observar que a
curva de RMSD da subunidade D ¢ similar com o da enzima total. Desde modo,
o comportamento do RMSD da enzima como um todo ¢ influenciado pelas
mudangas ocorridas na subunidade D.

Na figura a seguir, temos a sobreposicao da estrutura obtida a 20,0

ns de simulagdo com a estrutura inicial (no tempo zero de simulagao).

FIGURA 3.3 - 1A) Sobreposicao da gGAPDH. 2A, 2B, 2C e 2D) Sobreposicao
das subunidades A, B, C e D, respectivamente. Cada seta indica a posi¢ao do
NAD' no sitio ativo. Na parte superior direita estdo os valores de RMSD das

respectivas subunidades. As estruturas em vermelho e ciano representam,

respectivamente, a enzima inicial (0 ns) e final (20,0 ns) da simulagao.
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Para a melhor visualizagdo do NAD  no sitio ativo, na figura a
seguir apresentamos a sobreposicdo das subunidades a 20,0 ns com as

correspondentes em 0,0 ns de simulagdo.
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FIGURA 3.4 - Sobreposi¢ao das subunidades A, B, C e D a 20,0 ns com suas
respectivas a 0,0 ns de simulagio. NAD" a 20,0 ns em cor ciano ¢ a 0,0 ns em
cor amarelo. Para melhor visualizagdo, apenas a enzima a 0,0 ns (cor verde) foi

considerada.

Cada subunidade da enzima gGAPDH ¢ composta por dois
dominios: dominio de ligagio do NAD" (residuos 1-150 e 331-359) e de um
dominio catalitico (residuos 151-330). Para entender o comportamento estrutural
desses dominios, na figura a seguir mostramos as curvas de RMSD para cada

subunidade da enzima gGAPDH.
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FIGURA 3.5 - RMSD dos atomos Ca. para o dominio de ligacio do NAD"
(residuos 1-150 e 331-359, linha cinza) e para o dominio catalitico (residuos

151-330, linha preta) das subunidades A, B, C e D da enzima gGADPH.

Na figura acima, pode-se observar que o dominio de ligagdo do
NAD" apresenta valores de RMSD maiores que a do dominio catalitico. Isso
mostra que o dominio de ligacdo do NAD" ¢ mais flexivel do que o do catalitico.
Esse resultado se deve ao fato de que o dominio de ligagio do NAD" ser mais
exposto ao solvente do que o do catalitico ¢ bem como, a presenca do N- e C-
terminal neste dominio, que sdo flexiveis. Por outro lado, a maioria dos residuos
que sao compostos pelo dominio catalitico estdo localizado na interface das
subunidades, consequentemente, esses possuem pouca flexibilidade devido a

interacdo dessas com os residuos das outras subunidades.
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3.1.1.2 - Interacdo gGAPDH-NAD"

Para entender quais residuos da gGAPDH preferencialmente com o
cofator NAD', na figura a mostramos as liga¢des de hidrogénio entre o cofator e
residuos da enzima ao longo do tempo de simulagdo. Ligacdes de hidrogénio

foram definidas pela distancia méxima entre doador e aceptor de 0,35 nm.
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FIGURA 3.6 - Ligag¢des de hidrogénio entre residuos da enzima e o cofator

NAD" ao longo do tempo de simulagio.

Observa-se que a subunidade D possui menos aminoacidos
interagindo com o cofator. Isso ocorre, como explicado na se¢do anterior, por
que a parte do grupo adenina e nicotinamida do cofator se deslocam do sitio
catalitico. Baseado nesse resultado, a partir desse momento a subunidade D nao
serd considerada em futuras andlises. Assim, analisando apenas as subunidades
A, B e C, conclui-se que os residuos Argl2, Arg92, Asn8, Asp38, GIn91, llel3,

Met39, Phel0 possuem em comum interagdo com o cofator. Deste modo, esses
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residuos mostram-se importantes para a estabilizagao do cofator no sitio ativo da
gGAPDH. Destes aminoacidos, Argl2, Asp38, Met39 e Ilel3 sdao os que mais
interagem via ligacdo de hidrogénio com o cofator e essas interacdes ocorrem
com diferentes partes da estrutura deste. Em detalhes, Argl2 interage com o
grupo nicotinamida; Ile13 interage com o grupo fosfato; Met39 e Asp38
interagem com o anel ribose. E interessante ressaltar que o residuo Asp38 é
altamente conservado na GAPDH de tripanosomatideos (SURESH et al., 2001).
Essas observagdes sugerem que se essas ligagdes de hidrogénio sofrerem
interferéncias, a interacdo entre o cofator ¢ enzima serd comprometida e,
consequentemente, a atividade enzimatica podera ser diminuida. Embora esses
aminodcidos nao participem diretamente na reacdo enzimatica, eles sdo
importantes para a estabilizagdo e acomodagdo do cofator no sitio catalitico.
Essas suposi¢des sdo muito importantes para a elaboragdao de inibidores, uma
vez que, compostos podem ser elaborados para interferir nessas ligacdes de
hidrogénio.

Analises do sitio ativo de ligacdo do cofator na gGAPDH do T.
cruzi € o conhecimento do mecanismo bioquimico evidenciaram a importancia
do residuo Arg249 para a atividade catalitica da enzima. Localizado na por¢do
central do sitio de ligagdo do cofator, o grupo guanidina da Arg249, que em pH
fisioldgico encontra-se na forma protonada, poderia ser explorado como grupo
essencial para a interacdo com moléculas de inibidores que apresentassem
grupos anidnicos. Essa suposi¢do se baseia no fato de que na forma apo, o
residuo Arg249 forma salt bridge com o Asp210 (SOUZA et al., 1998)
enquanto que na forma holo (complexada com um analogo do tioacetil), o
Arg249 aponta para os residuos Thr197 e Thr199 (CASTILHO et al., 2003). A
presente simulagdao confirma esses dados, embora o residuo Arg249 nao aponte
diretamente para os residuos Thr, mas o Arg249 se desloca na direcao do cofator

NAD'’, perdendo assim sua interacdo com o Asp210. Neste estagio da fase da
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simulagdo do complexo gGAPDH-NAD" em solucdo aquosa, a importincia
desse deslocamento da Arg249 nao foi evidenciada.

A literatura cita os residuos His194 e Cys166 como os responsaveis
pela atividade catalitica da gGAPDH (SOUZA et al., 1998). Assim, na figura a
seguir mostramos a distancia minima de contato entre Cys166-His194 e Cys166-
NAD". Por defini¢do, distdncia minima significa que pelos um dos atomos de
um grupo (e.g. Cys166) esta em contato com um segundo grupo de atomos (e.g.

NAD").
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FIGURA 3.7 - Distancia minima de contato entre Cys166-NAD" (linha cinza) e
Cys166-His194 (linha preta).

Pela figura acima, observa-se que as distancias, tanto para Cys166-
NAD' e Cys166-His194 sdo bem comportadas ao longo do tempo de simulagio
para as subunidades A e B. Nessas subunidades, a distincia minima de contato
entre Cys166-NAD" é maior que a entre Cys166-His194. Para a subunidade A, a
distancia minima de contato ¢ de 0,38 nm (d.p. de 0,07 nm) e 0,56 nm (d.p. de
0,06 nm) para Cys166-His194 e Cys166-NAD", respectivamente. Ja para a
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subunidade B, a distancia ¢ de 0,30 nm (d.p. de 0,09 nm) e de 0,56 nm (d.p. de
0,09 nm). Em constraste, para as subunidades C e D, as distancias Cysl166-
His194 s3o maiores que Cysl66-NAD". Para a subunidade C, a distancia
minima de contato Cys166-His194 ¢ de 0,31 nm com d.p. de 0,06 nm e Cys166-
NAD" de 0,28 nm com d.p. de 0,09 nm. Para a subunidade D, a distincia
Cys166-His194 foi de 0,58 nm (d.p. de 0,1 nm) (dp=desvio padrdo) e para
Cysl166-NAD" foi de 0,48 nm (d.p. de 0,09 nm). Analisando os resultados
acima, podemos concluir que para todas as subunidades, exceto para a
subunidade D, a distancia Cys166-His194 estd em concordancia com dados
experimentais. Além disso essa distdncia minima de contato seria o suficiente
para a transferéncia do préton da Cysl66 para a His194, de acordo com o
mecanismo aceito na literatura. A pequena distancia entre Cys166 e NAD" na
subunidade C ja era de se esperar uma vez que, a Cysl66 forma ligacdo de
hidrogénio com o NAD" (FIGURA 3.1.1.2.1). Na Figura a seguir, mostramos a

orientagdo dos residuos Cys166 e His194 em torno do cofator NAD".
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FIGURA 3.8 - Sobreposi¢ao das subunidades A, B, C e D a 20,0 ns (cor ciano)

com suas respectivas subunidades a 0,0 ns (cor amarelo) de simulagao.
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Pela figura acima observa-se que, exceto para a subunidade C, o
anel da histidina se desloca de um angulo de aproximadamente 90°. Esse
deslocamento deve favorecer a acomodag¢dao do substrato G3P no sitio ativo ¢
bem como o melhor alinhamento da His194 na dire¢ao da cisteina. Além disso,
essa reorientacdo favorece a um aumento do volume molecular no sitio ativo e
isso ¢ muito importante para a entrada do gliceraldeido-3-fosfato, que ¢
essencial a atividade catalitica da gGAPDH, como discutido na introdugao.

Para entender o quanto a subunidades interagem, na figura a seguir
mostramos a energia de interagdo (eletrostitica + van der Waals) entre as

subunidades obtidas nas simula¢des por DM.
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FIGURA 3.9 - Energia de interacao entre as subunidades. A-B (preto), C-D
(marron), A-D (verde), B-C (azul), A-C (vermelho) e B-D (amarelo).
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A grande interacio entre as subunidades A-B (-1.498,6 kJ.mol” ¢
d.p. de 83,0 kJ.mol™") e C-D (-1.473,5 kl.mol™ e d.p. de 59,9 kJ.mol ") deve-se a
a interagdo entre os respectivos dominios cataliticos, os quais sdo compostos
pelos residuos 151-330. Dentre estes residuos, 48 (de cada subunidade) estdo em
contato em um raio de corte de 0,4 nm na interface dessas subunidades ao longo
de 20,0 ns de simulagdo. J4 para a interagdo das subunidades A-D (-783,9
kJ.mol" e d.p. de 59,1 kJ.mol™") ¢ B-C (-863.2 kJ.mol™ e d.p. de 59,9 kl.mol™) a
interacao ocorre devido o contato entre parte dos residuos do dominio catalitico
e de ligacdo a NAD", no raio de corte de 0,4 nm, tem-se 32 residuos de cada
subunidade interagindo. Finalmente, a baixa interacdo das subunidades A-C (-
416,4 kJ.mol™ e d.p. de 71,7 kl.mol™) e B-D (-312,6 kJ.mol” e d.p. de 61,3
kJ.mol™") se deve ao pequeno numero de residuos (apenas 13 residuos de cada
subunidade interagindo uma com a outra no raio de corte de 0,4 nm) na interface
dessas subunidades. Esses residuos sdo compostos pelos dominios catalitico e de
ligagdo a NAD". As energias médias das interagdes acima foram calculadas ao

longo do tempo de 20,0 ns de simulagdo.

3.1.2 - Sistema gGAPDH

Para melhor entender o comportamento estrutural da enzima
gGAPDH na forma apo (sem os cofatores) em solugcdo aquosa, 20,0 ns de
simulag@o por dindmica molecular foram realizados. As condi¢des e protocolos
de simulacao utilizados aqui foram os mesmos para a forma holo, exceto pela
remoc¢do dos cofatores NAD+ e bem como a adicdo de quatro ions Cl- para

manter a neutralidade do sistema.
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3.1.2.1 - Analise estrutural

A semelhanga do sistema holo, na figura a seguir apresentamos

valores de RMSD calculados para a enzima na forma apo.
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FIGURA 3.10 - RMSD dos atomos Ca da enzima gGAPDH na forma apo. A)
Todo os atomos Ca foram considerados; B) Subunidade A (linha preta),

subunidade B (linha vermelha), subunidade C (linha verde) e subunidade D

(linha azul).

De modo geral, os valores de RMSD acima estdo abaixo de 0,30
nm e isso mostra que a assim como para a forma holo da enzima, a estrutura do
tetrimero na forma apo e suas subunidades ndo apresentam mudancgas
conformacionais drasticas no tempo de simulagdo considerado.

Para entender as diferencas entre as forma holo e apo, na figura a
seguir comparamos os valores de RMSD para a forma apo e holo, e bem como

para suas respectivas subunidades.
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FIGURA 3.11 - RMSD dos 4atomos Ca da enzima gGAPDH na forma holo e

apo. Topo: todos os a&tomos Ca da enzima foram considerados; Abaixo:

subunidades A, B, C e D. gGAPDH na forma holo em cor preta e na forma apo

em cor cinza.

Pela FIGURA 3.11 (no topo), todos os d&tomos Ca da gGAPDH na

forma holo e apo foram considerados, observa-se que na forma apo a enzima ¢

ligeiramente mais flexivel que na forma holo. O mesmo ¢ observado quando se

compara as subunidades B e C da forma apo (FIGURA 3.11, para as

subunidades), ambas apresentam maior flexibilidade do que suas respectivas

subunidades na forma holo. Contrario, na subunidade D, a forma holo apresenta
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maior mudanca conformacional que a respectiva subunidade na forma apo.
Como dito anteriormente, essa mudanca na subunidade D na forma holo se deve
ao deslocamento da NAD" do sitio ativo da enzima, gerando assim uma
mudanca conformacional nos Joops Lys89-Trp99 e His194-Trp211. E
interessante observar que para a subunidade A nao hé diferencas significativas
nas curvas de RMSD para as formas apo e holo.

Para entender o comportamento estrutural dos dominios catalitico e
de ligagdo a NAD", na figura a seguir mostramos os valores de RMSD para
esses dominios. Para melhor comparagdo, os valores de RMSD da forma holo

também estdo presentes nessa figura.
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FIGURA 3.12 - RMSD dos atomos Ca do dominio catalitico (a esquerda,
residuos 151-330) do dominio de ligagdo do NAD" (a direita, residuos 1-150 e
331-359) e das subunidades A, B, C ¢ D da enzima gGADPH referente a

estrutura inicial. Em cor preta, forma holo e em cinza, forma apo.

Assim como na forma holo, para a forma apo o dominio catalitico
apresenta menos flutuagdes (menor valor de RMSD) na sua estrutura molecular

14 M M ~ + ~ ~ ~
do que o dominio de ligacdo a NAD . A razdo dessas flutuagdes sao as mesmas
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jé discutidas para a forma holo anteriormente. De modo geral, para o dominio de
ligagdo a NAD", ndo se observa diferencas significativas nos valores do RMSD
entre a forma holo e apo da gGAPDH. Isso mostra que estruturalmente essa
enzima ¢ “indiferente” a presenca do cofator no seu sitio ativo. J& para o
dominio catalitico, observa-se algumas diferengas nos valores de RMSD,
entretanto estas sdo pequenas.

Os resultados de RMSD apresentados nas figuras anteriores estao
resumidos na TABELA 3.1. Para o calculo dos valores de RMSD, todos os

atomos da enzima gGAPDH foram considerados.

TABELA 3.1 - Comparacdo entre as diferentes subunidades e formas de
gGAPDH, as estruturas obtidas a 20,0 ns de simulacdo foram consideradas

(valores de RMSD estao em nm).

Forma A/B A/C A/D B/C B/D C/D
apo/apo 0,30 0,26 0,26 0,18 0,18 0,22
holo/holo 0,22 0,22 0,30 0,26 0,26 0,27
A/A B/B C/C D/D
apo/holo 0,22 0,25 0,23 0,22

Pela tabela acima, podemos observar que dois dos maiores valores
de RMSD na comparacdo holo/holo sdo atribuidos a A/D e B/C. Nessas
subunidades, os cofatores NAD" estdo “de frente” um para o outro no sitio
catalitico da gGAPDH.

Assim como para a forma holo, as energias de interacdo entre as
subunidades foram calculadas para a forma apo, as quais sdo apresentadas na

figura a seguir.
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FIGURA 3.13 - Energia de interacao entre as subunidades da gGAPDH na
forma apo. A-B (preto), C-D (marron), A-D (verde), B-C (azul), A-C (vermelho)
e B-D (amarelo).

Na acima ¢ interessante observar que a energia de interagdao das
subunidades A-D, B-C, A-C e B-D tende a diminuir, enquanto que para as
subunidades A-B e C-D tende a aumentar ao longo do tempo de simulago. E
bom salientar que a interacdo nas subunidades A-B e C-D se deve ao contato
apenas dos seus respectivos dominios cataliticos, enquanto que nas outras
subunidades ocorre a interacdo de ambos dominios. Assim, os dados
apresentados na FIGURA 3.13 sugere que com o desfavorecimento da energia
de interacao entre os dominios cataliticos, ha um favorecimento da interacao
entre os dominios de ligagdo do NAD".

Para melhor andlise e comparagdo energética entre a forma holo e
apo, na tabela a seguir apresentamos o sumario das meédias dessas energias

calculadas nos ultimos 10,0 ns de simulacao.
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TABELA 3.2 - Energia de interagdo (em kJ.mol™") entre as subunidades. Em

parénteses, o desvio padrao.

Forma A-B C-D A-D B-C A-C B-D

Apo  -1481,1 -13334 9123 -9532 -382,0 -366,8
(101,0)  (89,5)  (33,8) (79,5  (643)  (52,0)

Holo  -1.494,4 -1.457,6 -794,2 -873.,9 -450,7 -296,0
(75,7) (60,7) (54,5) (72,9) (56,5) (63,4)

Comparando os dados da tabela acima com os valores de RMSD
(TABELA 3.1), pode-se observar que o valor da energia de interacdo entre as
subunidades da mesma forma, exceto para C-D, estdo relacionados com os
valores de RMSD. Em outras palavras, quanto menor o valor de RMSD, maior a
energia de interacdo entre as subunidades. Isso mostra que largas flutuagdes nas
estruturas das subunidades tendem a minimizar as interacdes entre as respectivas
subunidades. Para melhor clareza, podemos citar como exemplo, a interagcao da
subunidade A-B, na forma holo: a energia de interacdo ¢ mais favoravel e possui
menor valor de RMSD do que a forma apo.

Para entender a mudanca conformacional na gGAPDH induzida
pela presenc¢a do cofator no sitio ativo, na TABELA 3.3 apresentamos os valores
médios do angulo de abertura dos dominios catalitico e de ligagdo. O angulo
formado pelos atomos C, dos residuos Arg92, Cysl66 e Val208 foram
utilizados para o célculo do angulo de abertura. Os ltimos 10,0 ns de simulagdo
foram utilizados para o célculo médio do angulo de abertura. Para melhor
visualizacdo desse angulo, na figura a seguir mostramos a estrutura da

subunidade A obtida a 20,0 ns de simulacdo da enzima na forma holo.
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FIGURA 3.14 - Representagdao do angulo de abertura. Os atomos Ca. sao

representados pelas esferas.

TABELA 3.3 - Valores médios (em graus) do angulo de abertura formados entre

os dominios catalitico e de ligagdo. Em parénteses, o desvio padrao.

Subunidade apo holo 1K3T* apo 1QXS* holo
A 55,6 (3,0) 59,4 (3,0) 56,3 54,1
B 57,6 (7,1) 52,8 (3,4) 58,0 65,3
C 62,9 (3,3) 62,8 (4,0) 55,2 53,5
D 56,2 (3,7) 62,2 (3,5) 57,8 53,6

* Enzima com cédigo PDB obtido do Protein Data Bank.

Comparando os valores dos angulos de abertura da forma holo com
a cristalografica na forma apo complexada com a chalepina (1K3T), pode-se
observar que, exceto para a subunidade B, o angulo aumenta em 6%, 14% e 8%
para as subunidades A, C e D, respectivamente. Em contraste, para a subunidade
B, o angulo diminui em 9%. E bom salientar que, como descrito na metodologia,
a 1K3T foi a estrutura inicial utilizada nas simulagdes de dinamica molecular.
Comparando os angulos de abertura da forma holo com a 1QXS (estrutura na
forma holo e com um substrato), a percentagem do aumento desse angulo ¢

ainda maior. Para a subunidade C, as medidas dos valores do angulo de abertura,



54

obtidos pela MD, sdo similares para a forma holo e apo. Esse resultado mostra
que este angulo ndo é afetado pela presenca do cofator NAD'. J4 para as
subunidades A e D, a transicao de apo para holo leva a um aumento do angulo
de abertura de 7% e 11% nas subunidades A e D, respectivamente. Para a
subunidade B, o contrario ocorre, nessa transi¢ao o angulo de abertura diminui
em 8%. Pelas andlises acima, foi possivel correlacionar os valores médio dos
angulos de abertura na forma holo com os obtidas a partir dos dados
cristalograficos, entretanto ndo foi possivel correlacionar a forma apo com a
holo obtidas por simulacdo. Deste modo, os dados obtidos por dinamica
molecular mostram que na transi¢ao apo para holo, pode ocorrer o fechamento,
abertura e conservacdo do sitio ativo da enzima gGAPH. Indo além, os
resultados apresentados acima mostram que a posi¢do e arranjo estrutural do
cofator NAD" no sitio ativo ¢ indiferente a esse angulo de abertura. Uma vez
que o NAD" apresenta conformacdo e posi¢do similar no sitio ativo ao longo da

simulagdo em todas as subunidades, exceto para a subunidade D (FIGURA 3.8).
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3.2 - Etapa 1: Docking

Nessa etapa, calculos de docking foram utilizados para buscar
moléculas candidatas a firmacos € bem como para validar nosso modelo de
ensemble docking ora proposto para a gGAPDH do T. cruzi.

Todos os calculos de docking foram realizados no programa
AutoDock4 (MORRIS et al., 1998). O programa ADT (SANNER, 2005) foi
utilizado para preparar o arquivos de entrada para os calculos de docking.

Para os calculos de docking, as moléculas de 4aguas e contra-ions
das estruturas obtidas pela dindmica molecular foram removidas. Para os
ligantes em estudo e cofator NAD", as cargas dos atomos foram calculadas pelo
método de Gasteiger (GASTEIGER et al., 1980) através do programa ADT.
Para a enzima, parametros do compo de forca AMBER (CORNELL et al., 1995)
foram utilizados.

Nos célculos de docking, as energias foram calculadas em uma
série de grades centradas nos sitio ativo da enzima. Para a realizacdo da busca
conformacional do ligante, o algoritmo lamarckiano foi usado. Para permitir que
o ligante experimentasse todas as possiveis conformagdes, o método de busca de
Solis ¢ Wets (SOLIS et al.,, 1981) foi considerado. A grade de interagdes
eletrostatica entre a enzima e as moleculas do ligante foram determinadas pelo
programa AutoGrid4 (MORRIS et al., 1998). As dimensdes da grade foram
fixadas em 79x65x55 pontos e com espacamento de 0,375A. Estd grade é
suficiente para cobrir todos os atomos da enzima préximos ao sitio ativo e para
calcular todas as interagdes entre enzima e ligante.

No célculo de docking usando o programa AutoDock4, as multiplas
conformacdes da enzima foram consideradas rigidas, entretanto, os ligantes
foram considerados flexiveis. Os parametros utilizados nos calculos de docking
foram os padronizados do programa, exceto para o nimero de execugdes, que

foram de 50 para cada ligante. As estruturas dos ligantes foram previamente
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optimizados pelo programa MOPAC2009 (STEWART, 2008) usando o método
semi-empirico PM6 (STEWART, 2007).

Para a forma apo, a estrutura obtida via docking escolhida ndo foi
necessariamente aquela com menor valor de K; (ou menor energia livre) e sim,
aquela que estava com menor K; e que estivesse entre os residuos His194,
Cysl166 e Argl2, como mostra a regido em vermelho na FIGURA 3.2.1A. Essa
regido foi escolhida baseado no fato de que o NAD', principalmente o grupo
nicotinamida desse, se liga nessa regido. Além disso, o residuo Argl2 ¢
essencial para a interagdo via ligacdo de hidrogénio com o grupo nicotinamida
do cofator NAD", como pode-se vé na FIGURA 3.1.1.2.1 da parte 1: Dindmica
Molecualr. Por outro lado, para a forma apo, a estrutura obtida via docking
escolhida foi a que estava proxima e entre os residuos His194, Cysl66 e o
cofator NAD" (no grupo nicotinamida) e com menor valor de K;, como mostra a
FIGURA 3.2.1B. Para essa forma, o Argl2 nao foi utilizado como critério uma
vez que esse ja esta interagindo com o NAD', como visto anteriormente. E bom
salientar que ¢ nesta regido estd localizado o substrato gliceraldeido-3-fosfato,

que ¢ essencial ao ciclo da via glicolitica da gGAPDH.

FIGURA 3.15 — Regido utilizada como critério para selecionar o ligante a partir

dos calculos de docking. A) para a forma apo e B) para a forma holo.
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Para a realizagdo dos calculos de docking, duas moléculas foram
consideradas (FIGURA 3.16): chalepina e acido anacardico. As quais foram
submetidas a calculos de docking em um conjunto de 10 estruturas da gGAPDH
obtidas a um intervalo de 2 ns de simulagdo. Esses compostos foram escolhidas
por serem bastante conhecidas e estudadas na literatura (VIEIRA et al.,2001;
FREITAS et al., 2009). A chalepina foi o primeiro substrato a ser cristalizado no
sitio ativo da enzima gGAPDH (PAVAO et al., 2002). Esse composto apresenta
valor de ICsy de 64uM (VIEIRA et al., 2001). Por defini¢ao, 1Csy € a
concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade enzimatica. Por outro lado,
estudos tém mostrado que o 4cido anacardico tem valor ICsy de 38 uM
(TAKETA et al., 2004). Na figura a seguir apresentamos as estruturas desses

compostos.

— HO_ O

Z A .
L0 - e
OH 07 X 0 0

FIGURA 3.16 - Estrutura molecular da chalepina e 4cido anacardico,

respectivamente.

Na tabela a seguir apresentamos resultados de célculos de docking
para a chalepina e 4cido anacardico obtidos a partir do ensemble de estruturas

fornecidas pela dinamica molecular.
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TABELA 3.4 - Constante de inibi¢dao (K; em uM) e em parénteses, a energia

livre de ligacao (kcal/mol) estimada pelo programa AutoDock4.

Chalepina (ICsy = 64uM)

Acido anacardico (ICsy = 38M)

Estruturas Apo Holo Apo Holo
1K3T 5,27 (-7,20) 25,72 (-6,26) 22,08 (-6,35)  658,85* (-8,43)
0 ns 49,82 (-5,87) 104,39 (-5,43) 197,07 (-5,06) 4,86 (-7,25)
2 ns 82,35 (-5,57) 168,89 (-5,15) 90,68 (-5,51) 1,55 (-7,93)
4 ns 55,16 (-5,81) 130,89 (-5,30) 176,33 (-5,12) 3,84 (-7,39)
6 ns 37,58 (-6,04) 39,89 (-6,00) 210,06 (-5,02) 9,07 (-6,88)
8 ns 18,88 (-6,44) 96,31 (-5,48) 238,93 (-4,94) 3,37 (-7,47)
10 ns 39,53 (-6,01) 13,81 (-6,63) 99,44 (-5,46) 3,33 (-7,47)
12 ns 8,45 (-6,92) 27,01 (-6,23) 51,93 (-5,85) 2,45 (-7,66)
14 ns 59,64 (-5,76) 14,41 (-6,60) 174,68 (-5,13) 13,49 (-6,64)
16 ns 36,52 (-6,05) 144,74 (-5,24) 81,37 (-5,58) 6,63 (-7,07)
18 ns 10,02 (-6,82) 30,69 (-6,16) 13,98 (-6,62) 3,94 (-7,37)
20 ns 12,02 (-6,71)  53,35(-5,43) 26,35 (-6,25) 1,24 (-8,00)

* Valor em nanomolar.

Para obtencdo da estrutura 1K3T na forma holo, essa foi sobreposta

com a estrutura 1QXS (estrutura cristalografica da gGAPDH complexada com 4

cofatores da NAD") e as coordenadas estruturais dos cofatores NAD" da 1QXS

foram salvos dentro do sitio ativo da estrutura 1K3T. Os resultados dos calculos

de docking apresentados na tabela anterior nos mostra o quanto os valores de K;

podem variar a partir da estrutura cristalografica, da estrutura minimizada (0 ns)

e ao longo do tempo de simulacdo. Célculos de docking foram realizados na

estrutura cristalografica da gGAPDH na tabela anterior devido ao fato que a

maioria dos calculos de docking reportados na literatura sdo realizados a partir

da estrutura cristalografica sem a minimizagao da estrutura enzimatica.
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Embora nao seja possivel comparar os valores de K; com o ICsg, os
valores de K; estimados pelos calculos de docking para a chalepina e acido
anacardico podem ser correlacionados. Observa-se que o acido anacardico
apresenta menores valores de K; e ICsy, enquanto que para a chalepina, o
contrario ¢ observado.

Na tabela anterior (TABELA 3.4), ¢ interessante observar que para
a chalepina os melhores valores de K; sdo os obtidos para a forma apo. Portanto,
esse resultado sugere que a chalepina tende a se ligar melhor na foma apo do
que na holo. Isso estd de acordo com o observado experimentalmente via
cristalografia de raio-X, onde a chalepina esta complexada com a gGAPDH sem
o cofator NAD" (PAVAO et al., 2002). Por outro lado, para o 4cido anacardico,
a melhor energia de interagdo ¢ a obtida para a forma holo.

Para investigar a interagdo de outros derivados da chalepina com a
gGAPDH, calculos de docking foram realizados para trés derivados desta
molécula (Fig. 2) e os resultados sdo apresentados na TABELA 3.2.2. Nesses
calculos de docking, apenas as estruturas a 0,0 ns e a obtida em 20,0 ns de

simulagdo para a forma apo e holo foram consideradas.

Der2 Der3 OMe
- RS
© (l\/&i
(@) o] 0 o 0~ Yo

FIGURA 3.17 - Derivados da chalepina considerados nos célculos de docking.

Derl

TABELA 3.5 - Valores de K; estimado e ICsy (em micromolar) (VIEIRA et al.,
2001) para trés derivados da chalepina.
Derl (IC5p=123) Der2 (IC5p=175) Der3 (IC5y=347)

Frames Apo Holo Apo Holo Apo Holo
0 ns 37,37 63,31 62,68 99,01 57.92 264.01
20 ns 28,84 29,31 57,38 58,45 151.98 166.97
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Na TABELA 3.5, observa-se claramente, principalmente a 0 ns de
simulagdo, que para todos os derivados da chalepina na forma apo apresentam
menores valores de K; e esses resultados estdo de acordo com a hipdtese ora
proposta nesse trabalho.

Na figura a seguir mostramos os trés derivados do acido anacardico que

foram utilizados nos calculos de docking.

R Derl: n=9 e R=CH;
Der2: n=6 e R=CH3
CO.H Der3: n=8 e R=OH

OH
FIGURA 3.18 - Derivados do acido anacardico considerados nos calculos de

docking.

Na tabela a seguir sdo apresentados os valores de K; estimados pelo
programa AutoDock4 para os trés derivados do acido anacéardicos apresentados

na figura acima.

TABELA 3.6 - Valores de K; estimados ¢ ICsy (em micromolar) (PEREIRA et
al., 2008) para trés derivados da acido anacardico.

Derl (IC5=55+5) Der2 (IC5=220+17) Der3 (IC5=240+22)

Frames Apo Holo Apo Holo Apo Holo
0 ns 274,67 392,24 172,37 501,05 198,97 1,19%
20 ns 41,38 234,31 25,56 129,80 68,75 465,48

* Em milimolar.

Pela tabela acima observa-se que os valores de K; dos derivados sao
bem maiores que para o acido anacardico (veja TABELA 3.4). Pelas suposigdes
anteriores, esperar-se-ia, que da mesma forma que o acido anacardico, os seus

derivados apresentariam melhores valores de K; na forma holo. Entretanto, o
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contrario foi observado, a forma apo apresenta melhores valores de K.
Novamente, ¢ bom ressaltar o quanto os valores de K; diferem quando a
estrutura utilizada ¢ a obtida a 20 ns de simulagdo em comparagdo com a
cristalografica, a 0 ns de simulacdo. A partir dos valores de ICs, obtidos
experimentalmente, seria esperado que os valores de K; do derivado 2 (Der2)
apresentassem K; maior que o Derl e menor que o Der3, entretanto isso ndo
ocorre. Assim, esses resultados nos mostram que ¢ preciso muita cautela para
tentar correlacionar valores de ICso com K.

Fazendo uma média de valores de K; para o acido anacardico a
partir da TABELA 3.4, obtemos uma média de 3,33 uM. Nestes calculos, os
valores obtidos utilizando as estruturas obtida a 6 e 14 ns ndo foram
considerados, devido o seu alto valor em relacdo as outras. Entretanto, mesmo
considerando essas estruturas, o valor de K; ¢ ainda baixo, 4,78. Essa analise
sugere que para considerar um candidato a farmaco derivado do acido
anacardico mais eficiente que este, o valor de K; estimado deve ser menor que
3,33 uM na forma holo da enzima.

Apesar da pequena quantidade de compostos e ensemble de
estruturas considerados nos célculos de docking como descrito anteriormente,
esses resultados preliminares nos indicam um novo caminho para o estudo de
compostos que possam ter atividade inibitéria. Assim, uma estratégia eficiente
na elaboragdo compostos candidatos a farmacos em onde ha a presenga de
cofatores, ¢ considerar as diferentes formas da enzima: apo e holo. Deste modo,
por exemplo, pode-se elaborar um candidato a farmaco que possa inibir a forma
apo e um outro para a forma holo. Assim, a combinacao desses dois candidatos
podem levar a uma maior diminui¢do ou inibi¢ao da atividade da enzima de
interesse. E interessante ressaltar que nos estudo de docking na enzima,
reportados na literatura, apenas a forma apo da enzima tem sido considerada.
Assim, a dificuldade para propor novos inibidores cada vez mais potentes pode

ser atribuida a essa estratégia usada nesses trabalhos.
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Embora a quantidade de calculos de docking realizados aqui seja
pequena para um tratamento estatistico adequado, comprova-se o quanto ¢
importante levar em consideragdo a flexibilidade da enzima em solucdo. Essa
nova abordagem de calculos de docking realizada aqui podera ser uma grande
aliada no desenvolvimento de novas drogas capazes de inibir a enzima
gGAPDH. Para refinamentos, estudos mais aprofundados e com mais ensemble
de estruturas obtidas por dinamica molecular devem ser utilizados. Dentro
desses estudos, calculos de QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship)
e virtual screening seriam de grande valia para a elaboragdo de novos ligantes
com atividade inibitéria da gGAPDH. A partir desses estudos, testes in vitro

podem ser realizados.
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3.3 - Etapa 2: Docking
Nessa etapa foi realizado calculos de docking para inserir o G3P no

sitio ativo da enzima gGAPDH, que seria a primeira etapa do processo

catalitico, como mostra o esquema a seguir.

FIGURA 3.19 - Primeira etapa do processo catalitico da gGAPDH.

A estrutura da gGAPDH a ser considerada nos presentes calculos
foi a obtida por dinAmica molecular do sistema gGAPDH-NAD" (forma holo) a
20,0 ns de simulagdo. Para os calculos de docking, todas as moléculas de aguas e
contra-ions foram removidos. O procedimento para a preparagdo dos arquivos
de entrada e parametros para os calculos de docking foram os mesmos utilizados
na etapa anterior (Etapa 1: Docking). Na tabela a seguir alguns dados obtidos

desses calculos.

TABELA 3.7 - Valores de constante de inibi¢do e energia livre de ligagdo

estimados nos calculos de docking para a G3P.

Subunidade K; (em uM) Energia livre de ligacdo (kcal.mol™)

A 74,9 -5,63
B 54,0 -5,84
C 20,0 -6,41
D 30,4 -6,16
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Pela tabela acima, pode-se observar que os melhores valores de K; e
energia livre de ligacao foram obtidos para as subunidades C e D.

Na figura a seguir temos a representagdo dos complexos formados

nos célculos de docking.

FIGURA 3.20 - Interagdo do G3P com o NAD" e gGAPDH, obtidos para a

estrutura melhor com melhor valor de K;.

Pela figuras acima, € possivel perceber que o grupo aldeido do G3P
esta orientado para a Cys166, enquanto que o grupo fosfato esta orientado para a
H194. A partir destes dados para o arranjo molecular, compostos podem ser
elaborados com as caracteristicas estruturais e funcionais da G3P para inibir a

atividade da enzima gGAPDH.



65

3.4 - Etapa 3: Dinamica Molecular

Para entender o efeito e como o G3P se comporta no sitio ativo da
enzima gGAPDH em solucao aquosa, 1000 ps de simulagao foram realizados. O
sistema a ser estudado aqui foi o obtido a partir dos calculos de docking da
Etapa 2. Para tal, as subunidades com os melhores G3P posicionados no sitio de
ativo foram sobrepostos com suas respectivas subunidades do sistema obtido a
20,0 ns de simulacdo da forma holo. Nessa sobreposicao, as moléculas de aguas
que estavam a uma distancia de 0,2 nm da G3P foram removidas. Para manter a
neutralidade do sistema 8 ions Cl” foram removidos da solu¢do, uma vez que
cada G3P tem duas cargas negativas. Exceto por essas diferencas do sistema
holo da Etapa 1: Dindmica Molecular, os outros parametros e protocolos de
simulagdo foram os mesmos da Etapa 1. Na figura a seguir, apresentamos 0s

valores de RMSD para os sistema gGAPDH-NAD"-G3P.
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FIGURA 3.21 - RMSD dos atomos Ca da enzima gGAPDH do sistema
gGAPDH-NAD"-G3P. Subunidade A (linha preta), subunidade B (linha

vermelha), subunidade C (linha verde) e subunidade D (linha azul).
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Pela figura acima, observa-se que para todas subunidades da
enzima os valores de RMSD estdo abaixo de 0,15 nm. Esse resultado mostra que
a enzima complexada com o G3P sofre pequenas mudancas conformacionais ao
longo de 1.000 ps de simulagao.

Baseado no mecanismo proposto na literatura, a melhor posicao do
G3P no sitio ativo da enzima gGAPDH deveria ser entre o cofator NAD" e os
residuos Cys166 e His194. Baseado nessa observagao, a distancia entre o centro
de massa do G3P e da parte nicotinamida do cofator NAD", Cys166 e His194 foi

calculada para cada subunidade, e os dados sdo mostrados na figura a seguir.
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FIGURA 3.22 - Distancia entre o centro de massa do G3P e da parte
nicotinamida do cofator NAD", Cys166 e His194 ao longo do tempo de
simulacao. Subunidade A (linha preta), subunidade B (linha vermelha),

subunidade C (linha verde) e subunidade D (linha azul).

Pela figura acima, observa-se claramente que o G3P se desloca e se

mantém longe da parte nicotinamida do cofator NAD", Cys166 e His194 na
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subunidade D. Em contrario, na subunidade A o G3P se matém préximo a esse
grupo de atomos com uma distancia de ~0,5 nm. Esta distancia € suficiente para
que a reacao enzimatica possa ocorrer. Para as subunidades B e C, as distancias
se mantém relativamente constantes ao longo tempo, mas nao favorecem um
arranjo adequado para o processo enzimatico ocorrer. Na figura a seguir, temos

0 G3P, NAD' ¢ os residuos Cy166 e His194 obtidos a 1.000 ps de simulago.

H15194 v
5166

FIGURA 3.23 - Snapshot obtido a 1.000 ps de simulagdo. Para melhor

visualizagao, os hidrogénios apolares foram removidos.

Para identificar quais residuos estavam interagindo com o G3P via
ligacdo de hidrogénio ao longo do tempo de simulagdo, na figura a seguir

apresentamos essa tipo de analise.
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FIGURA 3.24 - Ligag¢des de hidrogénio entre residuos da enzima e o G3P ao

longo do tempo de simulagao.
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Pela figura acima, pode-se observar que apenas 5 residuos da
enzima gGAPDH participam de ligagdes de hidrogénio com o G3P ao longo de
1000,0 ps de simulagao. E interessante observar que os dois residuos cataliticos,
His194 e Cys166, mantém ligagdes de hidrogénio com o G3P. De modo geral, a
Fig. 3.4.4 3 mostra o qudo esses residuos sdo importantes para a estabilizagdo do
G3P no sitio ativo da enzima gGAPDH. Assim, na elaboragdo de candidatos a
farmacos, a importancia desses residuos deve ser considerada. Embora os
residuos Gly227 e Ala228 sejam apolares, esses fazem ligagdo de hidrogénio
com G3P a partir do 4&tomo de nitrogénio da liga¢do peptidica amidica. Na figura
a seguir, temos o snapshot obtido a 1000 ps de simulacdo mostrando esses

residuos.

GI}QEH-(AI;EEE

G3P

FIGURA 3.25 - Snapshot obtido a 1000 ps de simulacdo mostrando os residuos
que interagem via ligagdo de hidrogénio com o G3P. Para melhor visualizagao,

os hidrogénios apolares foram removidos.

A partir da figura acima, uma sugestdo para a elaboracdo de
compostos candidatos a fArmacos seria que esses possuisem grupos doadores ou
aceptores de proton para interagirem com o Arg249, His194 ¢ Cys166. Para a
interacdo com os residuos Gly227 e Ala228, seria interessante grupos apolares

nesses compostos. Assim, esses candidatos a farmacos, pelas andlises acima,
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deveria ter um parte polar e outra apolar para uma melhor interacdo na cavidade
que o G3P ocupa no sitio ativo.

Nesse ponto da discussdo ¢ interessante ressaltar que na Etapa 1:
Dinamica Molecuar para a forma holo da enzima, o residuo Arg249 se deslocou
para o centro do sitio catalitico. Naquela parte da discussdao a importancia desse
rearranjo nao foi evidenciada. Entretanto, na presente discussdo, a importancia
desse deslocamento ocorre para que o Arg249 possa interagir (FIGURA 3.24)
com o G3P (principalmente o grupo fosfato), essa interagdo estabiliza e orienta o
grupo aldeido do G3P ao longo dos residuos His194 ¢ Cys166, como pode ser
observado na FIGURA 3.25. Deste modo, uma boa estratégia para desenvolver
moléculas com propriedades inibidoras seria elaborar compostos que possam
interferir na interagdo entre o Arg249 e G3P.

A partir das andlises acima, uma hipotese razodvel seria a que se
um farmaco fosse capaz de inibir a enzima gGAPDH do 7. cruzi, esse farmaco
poderia inibir outras enzimas GAPDH de tripanosomatideos. Baseado nessa
hipotese, alinhamento sequéncial da enzima gGAPDH do T. cruzi com duas
outras enzimas GAPDH de tripanosomatideos foi realizado. Para isso, a enzima
GAPDH do Trypanosoma brucei (codigo PDB: 1GGA) (VELLIEUX et al.,
1993) e da Leishmania mexicana (codigo PDB: 1GYP) (KIM et al., 1995) foram
consideradas e 0 programa ClustalW?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html)  foi utilizado para o
alinhamento sequéncial. O nivel de similaridade obtido foi de 90% entre o T.
cruzi ¢ T. brucei, e entre T. cruzi e L. mexicana fo1 de 84% de similaridade. Na
figura a seguir apresentamos o alinhamento sequéncial dessas enzimas obtido

pelo programa ClustalW2.
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FIGURA 3.26 - Alinhamento sequéncial das enzimas GAPDH do 7. Cruzi
(1K3T_A), T. Brucei (1GGA _O) e L. Mexicana (1GYP_A). Em asteristico, os

residuos conservados nos diferentes organismos.

Na simulagio de dindmica molecular do sistema gGAPDH-NAD'-
G3P ficou evidenciado a importancia de cinco residuos (Arg249, His194,
Cysl66, Gly227 e Ala228) para a interagdo com o G3P (FIGURA 3.24).
Analisando a figura acima, FIGURA 3.26, observa-se que esses residuos sao
conservados (em retangulos) nas enzimas GAPDH do 7. cruzi, T. brucei e L.
mexicana. Assim, esses resultados sugerem que se for elaborar compostos
candidatos a farmacos que agem na regido formada por esses residuos para
enzimas GAPDH de tripanosomatideos, apenas a estrutura de um dos parasitas
precisa ser utilizada. Essa sugestdo esta de acordo com o trabalho realizado por
BRESSI (BRESSI et al., 2001). Nesse trabalho, foram realizados uma série de

medidas experimentais de 1Csy nas enzima GAPDH do 7. cruzi, T. brucei ¢ L.
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mexicana, onde varios derivados da adenosina foram utilizados como candidatos
a inibidores. Nessas medidas, a maioria dos valores de 1Csy obtidos para o T.
cruzi e T. brucei foram similares. Por outro lado, para a L. mexicana os valores
de ICso foram diferentes com relacdo ao do 7. cruzi e T. brucei. Entretanto,
segundo os autores, essa diferenca se deve a presenca do residuo Ser40 nao
conservado na enzima GAPDH da L. mexicana, o qual ¢ replicado pelo Asn no
T. cruzi e T. brucei na regido de ligacdo do grupo adenosina (do cofator NAD")
no sitio ativo da enzima (BRESSI et al., 2001). Assim, existem grandes chances
dos valores de ICs, ou valores de K; estimados por calculos de docking sejam
similares nos trés parasitas na regido de ligacdo do G3P. Ressaltamos que todos
os residuos segeridos aqui como alvos para a elaboragdo de candidatos a
farmacos sdo conservados na enzima GAPDH destes trés parasitas.

Finalizada essa parte do trabalho, na proxima etapa, o sitio ativo da
subunidade A do sistema gGAPDH-NAD'-G3P sera estudado e caracterizado

utilizando métodos de quimica quantica.



72

3.5 - Etapa 4: Quimica Quantica

Metodologia de quimica quantica sera utilizada para caracterizar o
processo eletronico que ocorre no sitio ativo da enzima gGAPDH. Essa etapa se
faz necessario, uma vez que nos métodos utilizados anteriormente, Dindmica
Molecular e Docking, os efeitos eletronicos ndo sdo levados em consideragao
explicitamente, o que impede investigar mecanismo de reagao.

Na figura a seguir temos a segunda etapa de um mecanismo da

conversao do G3P em 1,3-BPG aceito na literatura.

FIGURA 3.27 4- Segunda etapa do mecanismo enzimatico da gGAPDH.

Nesse mecanismo, a base (His194) aceita o préton da Cysl66,
posteriormente, o S da Cys166 ataca o carbono do grupo aldeido do G3P,
formando o intermediario tiohemiacetal. Baseado nesse mecanismo, ao longo da
simulacdo, obtivemos varios snapshots com a mesma conformacdo da figura

acima, o qual ¢ mostrado na figura a seguir.
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His194

FIGURA 3.28 - Snapshot obtido a 719 ps de simulacao por dindmica molecular
¢ utilizado para representar 0 mecanismo enzimatico da gGAPDH proposto na

literatura.

Na figura acima, ¢ interessante observar o quanto esse arranjo
estrutural obtido pela dindmica molecular ¢ similar ao proposto na literatura
(FIGURA 3.27). O arranjo estrutural da figura foi utilizado em célculos de
mecanica quantica para caracterizar essa regido do sitio ativo da enzima
gGAPDH. Para isto, estudou-se a coordenada da reacdo para a transferéncia do
proton da Cys166 para a His194. O método semi-empirico PM6 e o formalismo
do MOZYME foram utilizados. Todos os calculos reportados nessa etapa foram
realizados no vacuo. No método semi-empirico PM6, a média do erro do célculo
de calor de formago comparado com o experimental é de +4,4 kcal.mol para
um conjunto de 1.373 compostos (STEWART, 2007). Nesses calculos de
validagao do PM6, o procedimento convencional foi utilizado para resolver as
equacdes do SCF. Devido o alto custo deste procedimento para sistemas
grandes, os calculos de optimizacdo da coodernada de reacdo foi realizado via
MOZYME. Entretanto, na literatura ainda foi nao citado o erro de utilizar o
procedimento MOZYME para um problema especifico, e.g. o presente sistema
estudado. Além disso, para o sistema estudado aqui, ndo ha valor experimental

do calor de formagdo para que possa ser comparado com os obtidos via calculo
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semi-empirico. Deste modo, para ter uma maior confiabilidade nos valores de
energia obtidos pelo MOZYME, em cada estrutura optimizada (pelo MOZYME)
durante o célculo da coordenada de reagdo, foi realizado posteriormente calculo
single point (a estrutura ndo ¢ optimizada) utilizando o procedimento
convencional.

Para preparar o sistema a ser tratado quanticamente, um snapshot a
719 ps de simulagdo por dindmica molecular do sistema gGAPDH-G3P-NAD"
em solugdo foi considerado. Das quatro subunidades desse complexo, apenas a
subunidade A, que melhor representou 0 mecanismo enzimdatico proposto na
literatura, foi considerada. Portanto, as outras subunidades, contra-ions e
moléculas de 4gua foram removidas. Para realizar os calculos quanticos, os
residuos ao redor do cofator NAD" e G3P foram selecionados em um raio de
corte de 0,35 nm. O cofator NAD' e o substrato G3P também foram
considerados nos calculos. Deste modo, um total de 354 atomos incluidos e suas
coordenadas optimizados no célculo quantico. Para evitar que esses residuos
ficassem “soltos” no espago, seus residuos adjacentes foram também
selecionados, somando um total de 344 atomos. Entretanto, as coordenadas
destes residuos de ‘fixacdo’ ndo foram optimizadas durante os célculos de
mecanica quantica. Na figura a seguir mostramos um esquema do modelo

utilizado nos calculos.
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FIGURA 3.29 - Regido selecionada para o calculo de quimica quantica. Parte
fixa (344 4tomos) estd em vermelho. Parte flexivel (354 4tomos): residuos

(verde), G3P (amarelo) e NAD" (magenta).

Para comparacao, um teste de optimizacao da estrutura do sistema
mostrado na FIGURA 3.29 foi realizado utilizando a metodologia MOZYME ¢
o procedimento convencional para a resolu¢do das equagdes SCF. Neste teste, o
tempo de célculo com o0 MOZYME (~2 horas) foi cerca 17 vezes menor que o
convencional (~35 hrs).

Para gerar a curva de energia versus coordenada de reacdo para a
transferéncia do préton da Cys166 para a His194, a transferéncia do préton foi
“forcada” em 24 etapas, com intervalo de 0,05A cada, e as coordenadas dos 354
atomos do modelo foram optimizadas com o procedimento MOZYME.
Finalizada essa optimizagdo, calculo single point utilizando o método SCF
convencional foi realizado em cada estrutura obtida anteriormente. Na figura a
seguir mostramos a variacdo do calor de formacdo (AH;) em fun¢do da
coordenada da reacdo. Para seguranga de andlise, incluimos a margem de erro de
+4.4 kcal.mol™ , que desvio para a obtencdo do calor de formagio via método

semi-empirico PM6 com o procedimento convencional de resolugdao do SCF.
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FIGURA 3.30 - Calor de formacao em fun¢ao da coordenada de reacgao.
MOZYME (linha cinza) e método convencional (linha preta).

Pela FIGURA 3.30, percebe-se que as curvas obtidas a partir das
duas diferentes metodologias consideradas possuem o mesmo perfil energético.
A diferenca média do calor de formagdo ao longo da coordenada de reagdo entre
com 0 MOZYME ¢ o SCF convencional é de +1,21 kcal.mol™. Como foi dito
anteriormente, ndo existe uma estimativa para o erro numeérico inerente a
metodologia MOZYME. Entretanto, no presente estudo as energias obtidas com
esta metodologia estdo dentro da margem de erro do método convencional,
FIGURA 3.30.

Nas figuras a seguir mostramos as estruturas obtidas nos pontos I,
II, IIT e IV destacados na FIGURA 3.30. Para melhor visualizacdo, apenas os
residuos Cys166 e His194, G3P e parte do grupo nicotinamida do NAD" sdo

mostrados.
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His194 G3P
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FIGURA 3.31 - Estrutura inicial optimizada (I), intermediario na transi¢ao
Cys166-H-His194 (I1), transferéncia completa do H da Cys166 para a His194
(I1T) e estrutura obtida na final da coordenada de reagdo (IV).

No ponto I (FIGURA 3.30 ¢ FIGURA 3.31), temos a estrutura
inicial optimizada no cdalculo quéantico via MOZYME. O calor de formagao
(AHy) nesse ponto é de -3436,05 kcal.mol'. Em um dos intermediarios da
coordenada de reacao (II), a diferenca do calor de formacgao relativo (AAHy) a
estrutura inicial é de +0,02 kcal.mol™'. Ja quando ocorre a transferéncia total do
préton (no ponto III), o AAH; é de +3,30 kcal.mol™. Finalmente, para a Gltima
estrutura optimizada na coordenada de reagdao, o AAH; ¢ de -0,31 kcal.mol ™.
Embora os valores AAH¢ citados acima estejam dentro da margem de erro do
calculo, essas pequenas diferengas de calor de formagdo mostram que esse
mecanismo de transferéncia do proton ¢ vidvel. Cartier (CARTIE et al., 1999)
tem reportado céalculos de transferéncia do préton da Cys para a His via célculos
QM/MM na enzima GAPDH da bactéria Bacillus Stearothermophilus. Nesse
estudo, a parte quantica foi tratada pelo formalismo LSCF (Local Self Consitent
Field) e o metdédo semi-empirico AM1 foi utilizado. A partir dos calculos

realizados por Cartier, o AAH; foi de +11,33 kcal.mol. Embora esse resultado
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seja maior que o calculado aqui, € bom lembrar que a metodologia usado pelos
autores ¢ diferente da usada aqui. Além disso, nos calculos de Cartier, o
substrato G3P nao foi considerado. Entretanto, cabe observar que em um
processo catalizado por uma enzima, espera-se encontrar valores baixos para as
barreiras de energia.

E interessante observar, que ao longo da coordenada de reacdo a
distancia entre o enxofre da Cys166 e carbono do grupo aldeido do G3P (onde o
S da Cysl66 se liga) diminui, passando de 0,373 nm (estrutura inicial
optimizada) para 0,264 nm (estrutura final optimizada). Distancia final essa
suficiente para que ocorra o ataque do S' da Cysl166 ao carbono da G3P,
formando assim o intermediario tiohemiacetal.

Ao longo das andlises e visualizagdes da trajetéria do sistema
gGAPDH-G3P-NAD" em solucio aquosa, foi encontrado varios snapshots com
uma outra configuracao estavel. A partir dessa nova configuracdo observada, um
novo mecanismo foi proposto. A figura a seguir mostra essa conformacao, bem

como um esquema do mecanismo ora proposto.

) G
His194

FIGURA 3.32 - Snapshot obtido a 530 ps de simulagao por dindmica molecular

e mecanismo enzimatico da gGAPDH proposto no presente trabalho.
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No mecanismo proposto aqui, a partir da figura acima, na primeira
etapa (I), ocorre a transferéncia do proton do G3P para a His194; na segunda
etapa (II), o proton do enxofre da Cys166 ¢ transferido para o ion oxigénio do
G3P e, finalmente, na terceira etapa (III), a cisteina ativada (Cys') ataca o
carbono do grupo aldeido do G3P, formando o intermediario tiohemiacetal.
Nesse mecanismo, o grupo hidroxila da G3P agiria como um ponte de
transferéncia do préton, uma vez que a distancia entre o H da cisteina ¢ o N da
His194 ¢ muito grande para que ocorra a transferéncia direta do proton. Para
caracterizar o efeito eletronico e energético do mecanismo proposto, calculos
semi-empiricos foram realizados. A preparacdo do sistema a ser tratado
quanticamente foi 0 mesmo para o primeiro mecanismo considerado acima. No
novo mecanismo proposto aqui, a coordenada de reagdo de transferéncia do
proton da G3P para a His194 foi realizada em 26 passos com intervalo de 0,1A
cada. A figura a seguir mostra o calor de formagdo ao longo da coordenada de
reacao obtido pelo calculo semi-empirico utilizando o MOZYME e célculos de

single point com o método SCF convencional.
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FIGURA 3.33 - Calor de formacao em func¢ao da coordenada de reacao:
MOZYME (linha cinza) e método convencional (linha preta).

Assim como para o mecanismo realizado anteriormente, os perfis

das curvas obtidas a partir das duas difeentes metodologias sdo similares. A
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média da diferencga do calor de formagao ao longo da coordenada de reacao entre
0 MOZYME ¢ o convencional foi de +0.88 kcal.mol™. Diferenca essa menor
que quando o mecanismo proposto na literatura foi caracterizado. A curva obtida
pelo MOZYME estd dentro da margem de erro do método convencional, o que
pode ser observado na FIGURA 3.33.

Na figura a seguir detalhamos as estruturas nos pontos I, II e III

mostrados na figura acima (FIGURA 3.33).

Cys166
I
‘*i\ G3P ®
S

(111

FIGURA 3.34 - Estrutura inicial optimizada (I), transferéncia do H da Cys166

para His194 (II) e intermedidrio tiohemiacetal formado (III).

O AH¢ da estrutura inicial optimizada foi de -3454,0 kcal.mol ™.
Onde, o H do grupo hidroxila da G3P faz ligagdo de hidrogénio com o N da
His194 com distancia de 0,185 nm e H da Cys166 permanece a uma distancia de
0,190 nm em relagdo ao oxigénio do G3P. No ponto II observou-se a
transferéncia do proton da G3P para a His194 e, espontineamente, ocorreu a
transferéncia do proton da Cysl66 para o ion oxigénio do G3P, exatamente
como sugerido no mecanimo proposto aqui. Neste ponto, 0 AAH; ¢ de +12.6

keal.mol™. No ponto III, surpreendentemente, ocorre o ataque do S' da Cys166



81

no carbono do grupo aldeido do G3P, o que leva a formacdo espontanea do
tiohemiacetal. O calor de formagao nesse ponto mostrou-se mais favoravel que
quando houve a dupla transferéncia de prétons (ponto II), tendo AAHy de +7,3
kcal.mol™. E bom ressaltar que o tinico “artificio” imposto durante os calculos
semi-empiricos foi “forcar” a coordenada de reagdo para a aproximagao do H da

G3P até o N da His194.

Na tabela a seguir ambos mecanismos sao comparados.

TABELA 3.8. Calor de formagéo (em kcal.mol™) para o mecanismo proposto na

literatura e o proposto neste trabalho.

Estrutura Literatura Proposto aqui
Inicial optimizada -3436,05 -3454,01
Transferéncia do proton -3432.75 -3441,42
Final optimizada -3436,36 -3446,71

Pela tabela acima observa-se que para 0 mecanismo proposto aqui:
1) a variacdo de energia ao longo da coordenada de reacdo ¢ favoravel; i1) os
efeitos observados nas coordenadas dos outros 4tomos ¢ compativel com o

mecanismo proposto.



82

CAPITULO 4

CONCLUSOES

Na presente tese, métodos de quimica computacional foram
utilizados para estudar a enzima gGAPDH do Trypanosoma cruzi, o causador da
doenca de Chagas. Essa enzima faz parte da sexta etapa da via glicolitica, a qual
¢ responsavel pela geracdo energética do parasita. Simulacdes por dindmica
molecular foram realizados para obter a evolugdo temporal da enzima gGAPDH
na forma holo (com o cofator NAD") e apo (sem o cofator) em solugio aquosa.
Para melhor representar a condigdes experimentais em laboratorio, o ensemble
NpT foi utilizado, com temperatura de 298 K e pressdo de 1 bar. Nessas
simulagdes, medidas de RMSD indicaram pequenas mudangas conformacionais
entre as formas holo e apo no tempo de simulagdo de 20,0 ns. Na forma holo, o
cofator NAD" se mantém ao longo do tempo de simulagdo, no sitio ativo da
enzima. Medidas do angulo de abertura entre o sitio de ligacdo do NAD" e sitio
catalitico foram realizadas nas quatro subunidades da enzima. A partir dessas
medidas, ficou evidenciado que mudancas ocorridas nesse angulo ndo alteram a
posi¢do do NAD" no sitio de ligagdo. Medidas de RMSD foram realizadas no
sitio de ligagdo do NAD" na forma apo e holo da enzima para entender o efeito
do cofator sobre este sitio. Os resultados mostraram que a presenga do cofator
no sitio de ligacdo ndo gera mudancgas estruturais drasticas na enzima. Analises
de ligacdo de hidrogénio entre o cofator NAD" e enzima foram realizadas ao
longo do tempo de simulagdo. Essas analises mostraram que os residuos Argl?2,
Ile13, Asp38 e Met39 sdo os que mais interagem com a enzima. Isso mostra que
esses residuos sdao fundamentais para manter o cofator no sitio ativo da enzima.
Assim, uma excelente estratégia para a elaboracdo de candidatos a farmacos

seria a proposicdo de compostos com a capacidade de interferir nessas
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interacdes, bloqueando ou dificultando uma interacao efetiva do cofator com a
com enzima.

Para posicionar ou encaixar algumas moléculas candidatas a
farmacos no sitio ativo da enzima, célculos de docking foram realizados a partir
da metodologia de ensemble docking. Essa metodologia foi adotada para levar
em consideragdo a flexibilidade da enzima em solu¢ao. Multiplas conformagdes
da enzima foram obtidas a cada intervalo de 2,0 ns de simulagdo para as formas
holo e apo. A chalepina, 4cido anacardico e trés derivados de cada um desses
compostos foram considerados nos calculos de docking. Esses compostos foram
escolhidos por apresentar o6timos valores de constantes de inibicao (K;) da
enzima gGAPDH. Valores de K; estimados nos calculos de docking mostraram
que chalepina tende a inibir a forma apo da enzima, enquanto o 4cido anacardico
tende a inibir a forma holo. Esses resultados sugerem que a melhor estratégia
para elaborar compostos candidatos a fairmacos ¢ considerar as duas formas da
enzima (holo e apo): um composto inibiria a forma apo e o outro a forma holo.
Consequentemente, espera-se que um ‘coquetel’ formado por uma combinagdo
desses dois compostos resulte em uma inibigdo maior da enzima.

Para a caracterizacdo do mecanismo enzimatico da enzima
gGAPDH, o gliceraldeido 3-fosfato (G3P) foi colocado no sitio ativo (via
calculos de docking) da enzima gGAPDH na forma holo, utilizando uma
estrutura obtida a 20,0 ns de simulagao. Nesses calculos, os melhores valores de
K; foram obtidos quando o G3P estava interagindo com o cofator NAD" e com
os residuos Cys166 e His194. Os melhores valores de K; foram obtidos nas
subunidades C e D da enzima.

Para obter a relaxacio e equilibragdo do sistema gGAPDH-NAD'-
G3P em solugdo, foi realizado 1,0 ns de simulag@o por dindmica molecular. Esse
sistema foi construido a partir do complexo obtido dos célculos de docking
anteriormente descritos. Ao longo desse 1,0 ns de simulacdo, o G3P se deslocou

do sitio ativo da enzima nas subunidades B, C e D. Entretanto, este se manteve
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no sitio ativo da subunidade A ao longo do tempo de simula¢do considerado. A
estabilizagdo do G3P nessa subunidade se deve as ligacoes de hidrogénio
formadas com os residuos His194, Cys166, Gly227, Ala228 e Arg249. Deste
modo, as caracteristicas desses residuos, tais como polaridade, hidrofobicidade e
outras, as quais podem ser utilizadas para elaborar moléculas candidatas a
farmacos que possam interagir efetivamente, bem como ocupar um volume no
sitio ativo da enzima similar ao ocupado pelo G3P

Ao longo da simulagio do sistema gGAPDH-NAD'-G3P, duas
estruturas foram escolhidas para a realizagdo de calculos de quimica quantica.
Calculos foram realizados para levar em consideracdo o efeito eletronico do
sistema, uma vez que nas metodologias de dinamica molecular e de docking, o
efeito dos elétrons ndo ¢ levado em consideracao explicitamente. Devido ao alto
namero de 4tomos envolvidos, o procedimento MOZYME foi utilizado para a
resolucdo das equacdes do campo autoconsistente (SCF) em conjunto com o
método semi-empirico PM6. O procedimento MOZYME, para o presente
sistema, mostrou-se 17 vezes mais rapido na resolucao das equagdes SCF que o
método convencional. Em uma das estruturas obtidas da simulacdo do sistema
gGAPDH-NAD", um dos mecanismos propostos na literatura foi caracterizado a
partir da coordenada de reacdo para a transferéncia do proton da Cys166 para a
His194. A partir de uma segunda estrutura obtida da dindmica molecular, um
novo mecanismo para a enzima gGAPDH foi proposto e caracterizado via
calculos quanticos. Nesse mecanismo, o grupo hidroxila da G3P age como uma
ponte para a transferéncia do proton da Cysl66 para a His194. Ao longo da
coordenada de reagdo, obtida pelos calculos semi-empiricos, foi observado a
reacdo quimica acontecer “naturalmente” como previsto na literatura. Os valores
de calor de formacao obtidos para o mecanismo ora proposto sao similares aos

obtidos para 0 mecanismo proposto na literatura.
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CAPITULO5

SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Apresentaremos a seguir de forma sucinta alguns temas que

julgamos importantes para o futuro da pesquisa nesta area.

» Para entender e determinar o efeito cooperativo ou nao da enzima
gGAPDH, realizar pelo menos duas novas simulagdes considerando 1 e 2

cofatores em cada simulacao.

» Realizar calculos de docking com mais compostos candidatos a farmacos,

bem como considerar mais conformagdes obtidas via dindmica molecular.

» Realizar céalculos de docking ao longo da regido ocupada pelo cofator
NAD' nos sitio ativo. Para isso, a um ensemble de estruturas da forma apo
da enzima seria utilizado. Como sugestdo, trés regides seriam
interessantes: primeira, a regido ocupada pelo grupo nicotinamida;
segunda, a regido ocupado pelo grupo fosfato e terceira, na regido do
grupo adenina do NAD". Tais compostos podem ser planejados utilizando

semelhangas quimicas com os grupos do cofator.

» Realizar estudos virtual screening para uma busca de ligantes bioativos
em bibliotecas virtuais de compostos utilizando um ensemble de

estruturas obtidas por dindmica molecular.

» Realizar estudos de QSAR (relacdo quantitativa entre estrutura quimica e
atividade) usando um conjunto de multiplas conformacdes da enzima

obtido via dindmica molecular.



86

» Realizar calculos de quimica computacional para completar o ciclo de

etapas envolvidas na conversdo do G3P em 1,3-BPG.

» Realizar calculos de docking na regido de ligagdo do G3P nas enzimas
GADPH dos parasitas 7. brucei e L. mexicana para validar a suposi¢ao
que ¢ suficiente utilizar a enzima de apenas um desses parasitas para a

realizagcao dos estudos e calculos.
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CAPITULO 6

RESUMO DO DOUTORADO SANDUICHE

No presente capitulo faremos uma descri¢do sucinta do doutorado
sanduiche que foi desenvolvido em um ano de pesquisa no Pacific Northwest
National Laboratory (PNNL) localizado na cidade de Richland — WA — USA,
tendo como supervisor o Dr. Roberto Dias Lins. O titulo do projeto de pesquisa
do doutorado sanduiche foi: “Estudo computacional da enzima E4: um eficiente
conversor de biomassa”. O orgdo financiador da bolsa de estudo dessas
pesquisas foi o CNPq. Enquanto que, o PNNL foi o responsavel pelo
fornecimento do espaco e dos recursos computacionais para a execucdao do
projeto.

Os sistemas estudados no exterior foram diferentes dos realizados
no Brasil, mas metodologias as empregadas foram as mesmas. Parte dos
resultados obtidos foi publicada no Journal of Molecular Recognition
(OLIVEIRA, O. V.; FREITAS, L. C. G.; STRAATSMA, T. P. & LINS, R. D.
“Interaction between the CBM of Cel9A from Thermobifida fusca and cellulose
fibers”. Journal of Molecular Recognition, 22: 38-45, 2009).

Atualmente dois artigos encontram-se em fase de preparacao e

corre¢do € em breve serdo submetidos para publicacgao:

v' OLIVEIRA, O. V.; FREITAS, L. C. G.; STRAATSMA, T. P. & LINS, R.
D. “Molecular dynamics simulation of wild-type Cel6A cellulase and its

D79A and D265A mutations from Thermobifida fusca”.

v' OLIVEIRA, O. V.; FREITAS, L. C. G.; STRAATSMA, T. P. & LINS, R.
D. “New insights into the mechanistic of the endo/exocellulase Cel9A

from Thermobifida fusca”.
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Devido as condi¢des do acordo de cooperacao UFSCar & PNNL, o
conteido de qualquer texto precisa ser aprovado antes de sua divulgagdo. Isto
ocorre porque estes estudos visam mais a obtencao de patentes que propriamente
a divulgacdo académica dos resultados. Entretanto, o artigo que foi publicado ¢
de livre acesso a comunidade cientifica e pode ser obtido a partir do
DOI:10.1002/jmr.925. Acreditamos que o mesmo contenha as informacdes
necessarias para que a banca julgue a qualidade desta etapa do presente trabalho

de doutoramento.
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