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RESUMO

A brucelose ¢ uma zoonose causada por bactérias do género Brucella.
Apesar da disponibilidade de quimioterapia contra esta doenga, o risco de
resisténcia contra esses fAirmacos esta sempre presente. Considerando o risco que
esta bactéria pode representar como agente de guerra biologica, ¢ imperativa a
descoberta de novos alvos terapéuticos e o desenvolvimento de novos farmacos
para o tratamento da brucelose. A enzima nucleosideo hidrolase (NH) se
encontra largamente distribuida na natureza e, por ndo ter sido encontrada ainda
em mamiferos, tem sido vista como um alvo ideal para a quimioterapia seletiva
de doengas parasitarias e bacterianas. Com base nisso, foi proposta neste
trabalho a estrutura tridimensional da NH de Brucella suis (BsNH), construida
através de modelagem por homologia, como alvo molecular para o planejamento
de novos farmacos contra a brucelose. Foram realizados também estudos por
ancoramento molecular, visando analisar o modo de interagdo, dos substratos
naturais ¢ de 4 inibidores, conhecidos da NH de Chritidia fasciculata (C/NH),
no sitio ativo da BsNH. Posteriormente, foram realizadas simulagdes por
dindmica molecular (DM) para checar os resultados do ancoramento e selecionar
os inibidores mais promissores como prototipos para o planejamento de
potenciais inibidores para a BsNH. Neste trabalho também foram realizados
estudos por ancoramento ¢ dindmica molecular destes inibidores e substratos
naturais com a enzima CfNH, a fim de validar o protocolo utilizado. Devido a
grande similaridade sequencial entre a enzima molde e a enzima alvo (45,1%),
foi possivel construir um modelo para a BsNH com uma exelente qualidade
estereoquimica. Os resultados de ancoramento, além de corroborar com os de
dindmica, sugerem uma boa correlagdo com os resultados experimentais dos
ligantes. Também foi observado que os inibidores de CfNH podem vir a ser
excelentes inibidores da BsNH.

Palavras chave: Nucleosideo hidrolase. Brucella suis. Ancoramento molecular.
Dinamica molecular. Modelagem por homologia. Guerra bioldgica.



ABSTRACT

Brucellosis is a zoonosis caused by bacteria of the genus Brucella.
Despite the availability of chemotherapy against this disease today, the risk of
resistance against these drugs is always present. Considering further the risk that
this bacteria represents a biological warfare agent, it is imperative the search for
new therapeutic targets and the development of new drugs agaisnt brucellosis.
The enzyme nucleoside hydrolase (NH) is largely found in nature but not in
mammals being, for this reason, seen as an ideal target to selective
chemotherapy against parasitic and bacterial diseases. In line with this, was
proposed in this work the three-dimensional structure of the NH from B.suis
(BsNH), built through homology modeling, as a molecular target to the design of
new drugs against brucelose. Further molecular docking studies, aiming to
analyze the binding mode of the natural substrates and 4 known inhibitors of
Chritidia fasciculata NH (CfNH) in the active site of BsNH were also
performed. Subsequently, we carried out Molecular Dynamics (MD) simulations
in order to check the docking results and select the most promising inhibitors as
lead compounds to the design of potential inhibitors to BsNH. Additional
docking and MD studies of these inhibitors and natural substrates with the CNH
were also performed in order to validate the protocol used. Due to the large
sequence similarity between template and target (45,1%), it was possible to
build a model to BsNH with an excellent stereochemical quality. Docking
results, besides corroborating with the MD simulations, suggested a good
correlation with experimental results. We also observed that C/NH inhibitors
could, as well, be excellent BsNH inhibitors.

Keywords: Nucleoside hydrolase. Brucella suis. Molecular docking. Molecular
dynamics. Homology modeling. Biological warfare.
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1 INTRODUCAO

A guerra biologica se baseia no uso de microorganismos ¢ de seus
produtos toxicos para provocar lesoes, enfermidades e morte em homens,
animais ¢ plantas (DIOMEDI, 2003).

Os principais agentes de guerra bioldgica sdo as bactérias, (p.ex.
Bacillus anthracis; Yersinia pestis; Coxiella burnetti; Brucella suis); os virus
(p.ex. Variola virus; Virus da encefalite equina, da febre amarela; ebola) e as
toxinas: (p.ex. toxina botulinica; ricina e enterotoxina estafilococita)
(FRISCHKNECHT, 2003).

Infecgdes causadas por bactérias constituem uma das principais causas
de mortalidade e morbidade em todo o mundo. As bactérias pertencentes ao
género Brucella sdo responsaveis pela doenca conhecida como brucelose ou
febre de Malta (GODFROID et al., 2005; GORVEL, 2008; GUERRA, 2007,
VULLO et al., 2010, WHATMORE, 2009), uma zoonose que causa uma grande
preocupacdo em todo o mundo. A doenga em humanos é causada por uma das
quatro espécies do género Brucella: B. melitensis; B. abortus; B. suis ¢ B. canis
(CARRERA et al., 2006; YOUNGET et al., 2004).

A Brucella ha muito tempo vem sendo considerada um potencial agente
de guerra biolégica (FRANCO et al., 2007; JOSEPH et al., 2010; PAPPAS et
al., 2006a, 2006b). O potencial uso desta bactéria como arma bioldgica seria
motivado pelo seu alto poder infectante, pela habilidade de incapacitar
individuos infectados ¢ a natureza altamente persistente da infecgdo em humanos
(LINDLER; LEBEDA; KORCH, 2005).

O tratamento da brucelose humana se baseia na combinacdo do
antibiotico doxiciclina com estreptomicina ou com rifampicina (TURUNC et al.,
2008). Porém, ja ha relatos de casos de resisténcia a estes famacos

(HASANJANI-ROUSHAN et al., 2010). Esses fatos , aliados ao risco cada vez
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mais real do surgimento de cepas de Brucella geneticamente modificadas, para
as quais ndo haveria quimioterapia disponivel, torna necessaria a descoberta de
novos alvos terapéuticos e o desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento da brucelose.

A enzima nucleosideo hidrolase (NH) é uma enzima que vem sendo
bastante estudada e ja foi estabelecida como um potencial alvo molecular para o
planejamento de farmacos contra infec¢des parasitarias e bacterianas (FRANCA
et al., 2008a; VERSEES; STEYAERT, 2003). Essa enzima ¢ fundamental para a
sintese de novo de purinas e pirimidinas em bactérias e protozoarios, ¢ ndo foi
até o momento identificada em mamiferos, fato que a torna um 6timo alvo
molecular para o planejamento de inibidores seletivos (FRANCA et al., 2008a;
VERSEES; STEYAERT, 2003).

Neste trabalho, a NH de Brucella suis (BsNH) ¢ proposta como um
potencial alvo molecular para o planejamento de protdtipos seletivos contra a
brucelose a partir de um modelo da estrutura 3D dessa enzima construido por
modelagem comparativa. Este modelo foi posteriormente utilizado em estudos
por ancoramento molecular (docking) a fim de estudar as interagdes de seu sitio
ativo com inibidores conhecidos de NH. Como uma terceira etapa do trabalho
foram realizados estudos por dindmica molecular, com o objetivo de se entender
melhor o comportamento destes inibidores no sitio ativo da BsNH, a fim de
subsidiar o planejamento de novos prototipos contra a brucelose. A fim de
validar a metodologia proposta, foram realizados também estudos por

ancoramento ¢ dindmica molecular destes inibidores com a enzima CfNH.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Guerra bioldgica (Historico)

As armas biologicas vém sendo utilizadas desde a antiguidade quando ja
eram comuns tentativas de contaminar exércitos e populacdes inimigas com
agentes infecciosos. Estas armas constituem uma ameaga silenciosa, porém de
grande potencial destruidor, tendo em vista sua capacidade de levar morte e
terror, de modo rapido, imperceptivel e nem sempre, combativel
(FERNANDES; OLIVEIRA, 2009).

Como principal exemplo do uso de uma arma biologica na Idade Média,
podemos citar o episédio da cidade sitiada de Caffa (na atual Criméia) em 1346,
quando os tartaros langaram cadaveres de vitimas da peste para dentro dos
muros da cidade (SILVA, 2001) com o objetivo de vencer a resisténcia dos
Genoveses que controlavam as rotas comerciais para o oriente. Acredita-se que
como consequéncia desse ataque teve inicio a primeira grande pandemia de
peste da Europa, pois os genoveses sobreviventes teriam levado a peste consigo
para a Europa ao voltar para casa.

Na época das navegacdes ha relatos da disseminag@o de variola entre os
nativos da América Latina pelos espanhois, durante o século XV (FRANCA et
al., 2008b; FRISCHKNECHT, 2003). A partir do século XVI , os projetos
coloniais europeus se beneficiaram da introdugéo da sifilis, da gripe, da variola,
do tifo e da tularemia, para aniquilar as populagdes nativas do Novo Mundo
(CARDOSO et al., 2008).

O uso de armas biologicas também foi bastante intenso no século XX,
tendo contribuido para isso o advento da industrializacdo e os avangos da
biotecnologia (LIM et al., 2005). Durante a primeira guerra mundial, a

Alemanha contaminou com antraz e melioidose o gado exportado para as forcas
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aliadas (FERNANDES; OLIVEIRA, 2009). Entre 1932 e 1945, o Jap@o criou na
Manchuria (regido da China que estava sob dominio japonés) um centro de
pesquisas de armas bioldgicas, utilizando experimentalmente inoculagdes nos
prisioneiros. Foram realizadas experiéncias com: Bacillus anthracis, Neisseria
meningitidis, Shigella sp., Vibrio cholerae ¢ Yersinia pestis. Cidades chinesas
eram atacadas pela pulverizagdo das culturas, onde também foram lancadas mais
de 15 milhdes de pulgas contaminadas com a peste bubdnica (FERNANDES;
OLIVEIRA, 2009).

Durante a segunda guerra mundial, a Inglaterra iniciou pesquisas para a
adaptacao de munig¢des para a utilizacdo com cargas bioldgicas (weaponization).
Foram testadas granadas de artilharia contendo esporos de antraz em uma ilha
proxima a costa escocesa, a ilha de Gruinard (FRANCA et al., 2008b;
TASCHETO, 2002; WILLIS, 2002). Para verificar a viabilidade dos esporos,
ovelhas eram amarradas em cercas de madeira e as granadas langadas proximas
a elas. Em trés dias as ovelhas comecaram a morrer. Todavia, apesar dos
esforcos para a descontaminagdo, os esporos remanescentes dos testes
mantiveram a ilha inabitavel por quase 50 anos (FRANCA et al., 2008b;
WILLIS, 2002).

Os EUA também mantiveram um programa de armas biologicas no forte
Detrick (localizado em Frederick Maryland), onde havia uma planta piloto para
a producdo de agentes bioldgicos que empregava 3.800 militares ¢ 100 civis, no
ano de 1943. Muitos dos padroes de biosseguranga utilizados hoje em dia, em
laboratérios de nivel 3 e 4, foram ali desenvolvidos. Os esfor¢os de produgéo se
concentravam, principalmente, em antraz ¢ toxina botulinica, no entanto,
tularemia, brucelose, pseudomonose e psitacose também foram estudadas.
Agentes que atacam plantas também foram pesquisados e havia planos para
dizimar as plantagdes japonesas. As pesquisas americanas, entre os anos 1940 —

1950, envolveram testes de campo que incluiram testes de vulnerabilidade ao ar
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livrte e contamina¢do de sistemas de distribuicdo de 4gua urbana com
microrganismos vivos supostamente inofensivos, em grandes cidades
americanas (FRANCA et al., 2008b; MOON, 1999; TASCHETO, 2002).

A ex-Unido Soviética manteve durante os anos 80 e 90, onze
laboratorios especializados na pesquisa ¢ produgdo destes agentes
(FERNANDES; OLIVEIRA, 2009). Ha relatos de um acidente ocorrido em
1979, com escape de esporos de B. anthracis, ocasionando 69 mortes
(CARDOSO et al., 2008; MESELSON et al., 1994). Outro acontecimento diz
respeito ao conflito entre os EUA e o Iraque, revelando a existéncia de plantas
produtoras de agentes bioldgicos infecciosos (B. anthracis, rotavirus, aflatoxina,
micotoxinas e toxina botulinica) para serem utilizados como armas de destrui¢ao

em massa (CARDOSO et al., 2008; ZILINSKAS, 1997).

2.2 Agentes de guerra bioldgica

Os agentes bioldgicos de guerra consistem em microorganismos vivos
ou suas toxinas quando empregados como armas (GUIMARAES et al., 2011a).
Os agentes classicos sdao bactérias, virus, fungos, protozoarios e toxinas. Estas
ultimas, em particular, por se tratarem de substancias quimicas toxicas, sio
incluidas nas categorias de armas quimicas e bioldgicas, sendo banidas tanto
pela Convengdo para Prevengdo de Armas Quimicas (CPAQ)
(http://www.opcw.org/), quanto pela Convencdo para Prevencdo de Armas
Biologicas (CPAB) (http://www.opbw.org/). Esses agentes tém sido utilizados
como instrumentos de guerra e terror por milhares de anos para provocar o medo
e danos em seres humanos, animais ¢ plantas. Isso porque eles sdo invisiveis,
silenciosos, inodoros ¢ podem ser usados como uma arma absoluta de facil

dispersdo e producgdo barata (HAWLEY; EITZEN JUNIOR, 2001).
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Os agentes de maior interesse para emprego como armas bioldgicas sdo
aqueles pouco estudados, de grande viruléncia, alta letalidade e para os quais
ndo se conhecem tratamentos adequados. Estes sdo focos de grande risco a
seguranca das populagoes (CARDOSO et al., 2008).

As armas bioldgicas sdo fundamentalmente diferentes das quimicas no
que diz respeito as seguintes caracteristicas: habilidade do microorganismo se
reproduzir no hospedeiro; efeito retardado (Os sintomas resultantes da
contaminagdo por um microorganismo aparecem apenas apos um periodo
especifico para cada agente, conhecido como periodo de incubagdo, dificultando
a identifica¢do da origem de um ataque); inexisténcia, atualmente, de detectores
biologicos com as mesmas capacidades dos detectores quimicos (portateis,
confiaveis e rapidos) dificultando a identificacdo de um ataque biologico antes
que seus efeitos se espalhem; impacto psicologico ainda maior que o das armas
quimicas; relativa simplicidade e baixo custo de producgdo; possibilidade de
disseminacdo através de animais e insetos (vetores) (FRANCA et al., 2008b;
SIDELL; TAKAFUIJI; FRANZ, 1997; TAYLOR; TAYLOR JUNIOR, 1992).

A produgdao de agentes bioldgicos, tal como agentes quimicos, nado
oferece grandes obstaculos técnicos, sendo ainda mais simples ¢ barata. A
cultura destes agentes em laboratorio ¢é feita por técnicas basicas de
microbiologia, utilizando materiais de amplo emprego e facil aquisicao
(FRANCA et al., 2008b).

A defesa civil contra um ataque terrorista ou mesmo convencional por
agentes biologicos ¢ complicada por uma variedade de fatores. Equipes civis de
emergéncia geralmente ndao possuem equipamentos de protegdo ¢ detecgdo nem
sdo treinadas especificamente para a resposta a este tipo de incidente. No caso
especifico de agentes biologicos, a identificacdo de um ataque ¢ complicada pela
inexisténcia de detectores com desempenho satisfatério e pelo periodo de

incubagdo da doenca, que dificulta a determinagdo da origem do ataque. Além
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disso, nem sempre ¢ possivel distinguir entre um ataque biolégico ¢ uma
epidemia natural (FRANCA et al., 2008b).

Desde a década de 1950, os Estados Unidos da América (PARKINSON;
RAIJIC; JENSON, 2003), a Russia e as poténcias européias possuem programas
de defesa bioldgica envolvidos em pesquisas, com o objetivo de desenvolver
medidas defensivas contra ataques desse tipo. Todos os anos, o governo dos
EUA gasta centenas de milhdes de dolares em seus programas de biodefesa, com
o0 objetivo de preparar o pais para um ataque biologico que eles t€ém certeza de
que ndo tardara a acontecer (LINDLER; LEBEDA; KORCH, 2005).

No Brasil, a pesquisa em defesa bioldgica ainda estd em seu estagio
inicial. Em termos de unidade de pronto emprego para resposta a ataques
bioldgicos o pais dispde apenas da Companhia de Defesa Quimica, Bioldgica e
Nuclear (Cia Def QBN), instalada na Escola de Instrucdo Especializada (EsIE)
do Exército Brasileiro, localizada no Rio de Janeiro (FRANCA et al., 2008Db).

2.3 Brucelose

Infecgdes causadas por bactéria constituem uma das principais causas de
mortalidade e morbidade em todo o mundo (JOSEPH et al., 2010; PAYNE et al.,
2007; TSOLIS et al., 2008). As bactérias pertencentes ao género Brucella sao
pequenos cocobacilos gram-negativos (ABDO et al., 2007) ndo capsulados, sem
capacidade de locomogdo e de formar esporos, parasitas intracelulares
facultativos (PESSEGUEIRO; BARATA; CORREIA, 2003). Essas bactérias sao
capazes de causar a doenca conhecida como brucelose ou febre de Malta
(GODFROID et al., 2005; GORVEL, 2008; GUERRA, 2007; VULLO et al.,
2010; WHATMORE, 2009). A brucelose ¢ uma zoonose (OLUKMAN, 2008)
que continua sendo um grande problema na satde publica em todo mundo,

especialmente na regido do Mediterrdneo e em paises em desenvolvimento
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(COLMENERO et al., 1996; HASANJANI-ROUSHAN et al., 2010; YOUNG,
1995a).

A doenca em humanos é causada por qualquer uma das quatro espécies
do género Brucella: B. melitensis, que ¢ encontrada principalmente em caprinos
e ovinos e ¢ a mais comum em criangas; B. abortus, encontrada em bovinos; B.
suis, comum em suinos e B. canis encontrada em caes (CARRERA et al., 2006;
YOUNG et al., 2004).

A transmissdo da brucelose se da através do contato direto com animais
infectados ¢ do consumo de produtos contaminados, tais como leite nao
pasteurizado e seus derivados (GLASGOW, 1976; MICHELI; IRELAND, 1987;
OZGOCMENET et al., 2003; YOUNG, 1995b), ou inalagao de particulas de
aerossdis contendo fragmento bacteriano (CUTLER; WHATMORE;
COMMANDER, 2005; GODFROID et al., 2005; MELLO et al., 2007
SALATA, 2003). A transmissdo da doenga entre pessoas ¢ bastante rara, porém
ha casos na literatura de transmissdo por meio de transfusdo de sangue,
transplante de medula e até por relagdo sexual. Existem casos em que a infec¢do
pode ocorrer durante o parto ou apods o parto pelo leite materno (CARRERA et
al., 2006; LUBANI et al., 1988).

Os sintomas da doenga sdo heterogéneos ¢ comecam geralmente, pelo
menos, duas semanas apos o contagio (CARRERA et al., 2006) e na maioria das
vezes ¢ dificil de se diagnosticar (TURUNC et al.,, 2008). As principais
manifestacdes clinicas sdo febre (AL-TAWFIQ, 2006), acompanhada por
calafrios, cefaléia, artralgia, mialgias, suor, dor nas costas, mal estar e fadiga
(AYGEN et al., 2002; COLMENERO et al., 1996; GUR et al., 2003; TURUNC
et al., 2008). Geralmente o curso agudo da doenga pode levar de 5 a 6 meses
durante os quais a vitima sofre consideravel perda de peso. Casos ndo tratados
podem durar meses ou anos (brucelose cronica), geralmente com melhoras e

recaidas (LINDLER; LEBEDA; KORCH, 2005).
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Quando individuos suscetiveis sd3o contaminados por Brucella, a
bactéria entra através da mucosa, é ingerida por fagocitos mononucleares, viaja
até o sistema linfatico de onde, entdo, se dissemina, via duto toracico e corrente
sanguinea, dentro dos fagocitos mononucleares (PAULIN; FERREIRA NETO,
2008). Durante a disseminagdo, o paciente desenvolve febre, calafrios e
fraqueza. Além disso, anomalias neuropsiquidtricas incluindo depressdo e
dificuldade de concentracdo sdo comuns (SPINK, 1950). Surtos psicéticos
podem ocorrer em casos mais raros. Focos da doenca podem ocorrer em
praticamente qualquer 6rgdo, porque os fagocitos mononucleares sdo largamente
distribuidos, mas tendem a se desenvolver em sitios onde o suprimento
sanguineo € particularmente rico.

Aproximadamente um ter¢o dos pacientes humanos apresentam focos
em vértebras e uma ou mais juntas, especialmente as sacroiliacas. A osteomielite
vertebral causada por Brucella, que pode ser quase indistinguivel clinicamente
da tuberculose, tende a ocorrer em pacientes mais velhos (MELLO et al., 2007).
Epididimite ou epididimoorquite ocorre em aproximadamente 1-2% dos homens
infectados (COLMENERO, 1996). O envolvimento neurologico ¢ relatado em
2-5% dos casos de brucelose. Embora raras, as complica¢des neurologicas sdo
de grande importancia clinica por causar graves morbidades e sequelas. O
quadro clinico pode incluir meningite, encefalite, meningoencefalite, radiculite,
mielite e neurite (MCCLEAN; RUSSEL; KHAN, 1992; THOMAS et al., 1993;
TURUNC et al., 2008).

A brucella, ha muito tempo , vem sendo considerada um potencial
agente de guerra bioldgica (FRANCO et al, 2007; JOSEPH et al., 2010;
PAPPAS et al., 2006a, 2006b). O potencial uso desta bactéria como arma
biologica seria motivado pelo seu alto poder infectante, pela habilidade de
incapacitar individuos infectados e a natureza altamente persistente da infecgdo

em humanos (LINDLER; LEBEDA; KORCH, 2005). Como um parasita
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intracelular de fagdcitos mononucleares, esse agente ¢ capaz de escapar com
sucesso de muitas reagdes imunologicas do hospedeiro e ¢ resistente a
erradicagdo por agentes antimicrobianos. Essas duas caracteristicas aumentam a
necessidade de estratégias efetivas de protegdo contra a infeccdo e criam
desafios ao desenvolvimento de vacinas e outras medidas contra este organismo
(LINDLER; LEBEDA; KORCH, 2005).

Ha vacinas disponiveis em muitos paises, mas sdo de eficidcia ndo
comprovada (LINDLER; LEBEDA; KORCH, 2005). O tratamento da brucelose
humana se baseia na combinag@o do antibiotico doxiciclina com estreptomicina
ou com rifampicina (TURUNC et al., 2008). Porém, ja ha relatos de casos de
resisténcia a estes medicamentos (HASANJANI-ROUSHAN et al., 2010). Esses
fatos , aliados ao risco cada vez mais real do surgimento de cepas de Brucella
geneticamente modificadas, para as quais ndo haveria quimioterapia disponivel,
torna necessaria a descoberta de novos alvos terapéuticos e o desenvolvimento
de novos farmacos para o tratamento da brucelose (GUIMARAES et al., 2011b).

A busca de novos agentes mais eficazes e seletivos contra a brucelose visa
ndo somente reduzir os efeitos adversos ¢ o nimero de doses e/ou tempo de
tratamento, mas principalmente atender aos pacientes com elevada resisténcia
aos medicamentos. Esta busca pode ser classificada em trés categorias
(PATRICK, 2003): 1) O rejuvenescimento de farmacos, através de triagem de
farmacos ja existentes — uma tendéncia mundial; 2) O desenvolvimento de novos
farmacos a partir de moléculas antigas ¢ 3) A produgdo de novas classes de

farmacos focados em alvos bioquimicos ainda ndo explorados.

2.4 As Nucleosideo hidrolases

As Nucleosideo Hidrolases sdo enzimas largamente distribuidas na

natureza ¢ ja foram encontradas em bactérias (OGAWA et al, 2001;
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PETERSEN; MOLLER, 2001), fungos (KURTZ et al., 2002), protozoarios
(CUI; RAJASEKARIAH; MARTIN, 2001) e insetos (RIBEIRO;
VALENZUELA, 2003). Seus genes estdo presentes em plantas, anfibios e
peixes, mas ainda ndo foram detectados em mamiferos (GUIMARAES et al.,
2011a; VERSEES; STEYAERT, 2003). Este fato torna a NH um alvo molecular
ideal para o planejamento de inibidores seletivos contra infeccdes parasitarias e
bacterianas (FRANCA et al., 2008a).

Estas enzimas fazem parte de uma super familia de metaloproteinas,
estruturalmente relacionadas, com uma topologia original de folhas beta
(MURZIN et al., 1995; ORENGO et al., 1997). As NHs estudadas até hoje sao
homodimeros, como, por exemplo, a NH Inosina, Adenina, Guanina especifica
de Tripanossoma vivax (Tv-IAGNH) (VERSEES et al, 2001) ou
homotetrameros, como, por exemplo, as NHs Inosina, Uridina ndo especificas de
Leishmania mayor, Chritidia fasciculata e de Leishmanina donovani (Lm-
IUNH, Cf-IUNH e Ld-IUNH) (CUI; RAJASEKARIAH; MARTIN, 2001;
DEGANO et al.,, 1998; SHI;, SCHRAMM; ALMO, 1999). Essas enzimas
apresentam grandes similaridades nas sequéncias de aminoacidos do sitio ativo,
o que indica que elas sdo intimamente relacionadas em estrutura e mecanismo
catalitico. O sitio ativo é estreito, profundo e fortemente ligado ao ion Ca*’
(DEGANO et al., 1998; VERSEES et al., 2001; VERSEES; STEYAERT, 2003).
Devido a grande similaridade entre os sitios ativos, é bem provavel que
inibidores de uma NH sejam ativos contra NHs de muitas outras espécies
(FRANCA et al., 2008a).

As NHs sio divididas pela especificidade com os substratos (VERSEES;
STEYAERT, 2003). As NHs ndo especificas catalisam a hidrolise de
nucleosideos purina e pirimidina e preferem os substratos inosina-uridina (IU-
NH). Em contraste, as NHs especificas preferem os substratos purinicos inosina-

adenosina-guanosina (IAG-NH) e sdo catalisadores fracos para pirimidina
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(ESTUPINAN; SCHRAMM, 1994; PARKIN, 1996; PARKIN et al., 1991;
ROCHA, 2005).

A Cf-IUNH, que é uma NH do tipo ndo especifica, pode ser utilizada
como modelo para o estudo das NHs. A estrutura dessa enzima complexada com
o p-aminofenil-(15)-iminoribitol (pAPIR) obtida por cristalografia (DEGANO et
al., 1996) revela fatores importantes que corroboram a importancia da ativacao
do grupo ribosil nas NHs (Figura 1): (1) o ancoramento da hidroxila-5’ em uma
orientagdo Otima para a formagdo do ion carbénio, (2) a quelagdo direta de
ambas as hidroxilas (2’ e 3”) com o Ca®" ligado aos residuos do sitio ativo em
uma geometria favoravel a estabilizacdo do ion oxocarbénio e (3) a ligacdo
hidrogénio imino a grupos enzimaticos que podem estabilizar eletrostaticamente

o estado de transigdo do ion oxobarbénio (MILES et al., 1999; ROCHA, 2005).
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Figura 1 Esquema das interagdes no sitio ativo da enzima IU-CfNH complexada
com o pAPIR (PDB-2MAS).
Fonte Miles et al. (1999)
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2.4.1 Recuperacio de purinas

Uma caracteristica que distingue um parasita do seu hospedeiro humano
¢ a sua incapacidade de sintetizar purinas, que sdo necessarias para o seu
crescimento, pela via “de novo” (GARIN et al., 2001). Sendo assim, o parasita
depende da via de recuperagdo de purinas para sobreviver. Esta recuperacao ¢
feita através da NH, que € responsavel pela hidrolise de ligacdes N-ribosidicas
de nucleosideos purina (adenosina, guanosina, inosina, xantosina) e/ou
pirimidina (citidina, uridina, timidina), com posterior liberagdo de bases puricas
e/ou pirimidicas (Figura 2) (MILES et al., 1999). Logo, a inibi¢do desta enzima
interrompera a rota de recuperagdo (“salvage”) das purinas no parasita causando,
consequentemente, a sua morte. E por esse motivo que as NHs tém sido
extensivamente estudadas como potenciais alvos para intervencdo
quimioterapica (CUI; RAJASEKARIAH; MARTIN, 2001; GOPAUL, 1996;
PARKIN; SCHRAMM, 1995; SANTANA et al.,, 2002; SHI et al., 1999;
VERSEES; STEYAERT, 2003). Especificamente neste trabalho, esta enzima foi
proposta como um potencial alvo para o planejamento de novos candidatos a

farmacos contra a brucelose.
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Figura 2 Esquema da reacdo catalisada pela enzima Nucleosideo Hidrolase
(como exemplo foi apresentado a adenosina como nucleosideo purina).
Fonte Miles et al. (1999)
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2.5 Métodos computacionais

O desenho racional de farmacos é usualmente baseado na exploracdo
estrutural de diferencgas fisioldgicas entre o patdgeno e o hospedeiro. A
disponibilidade de programas computacionais de quimica ¢ os bancos de dados
em rede sdo, atualmente, ferramentas fundamentais para a descoberta e
planejamento de farmacos. Essas informagdes permitem uma anélise rapida da
atividade biologica versus propriedades fisico-quimicas de uma série de
moléculas de interesse (CARVALHO et al., 2003). Os modelos moleculares
gerados pelo computador sdo resultantes de equagdes matemadticas que estimam
as posi¢cdes e propriedades dos elétrons e nucleos; os calculos realizados
exploram, de forma experimental, as caracteristicas de uma estrutura,
fornecendo uma molécula sob nova perspectiva (CARVALHO et al., 2003). O
ponto de partida para esse tipo de estudo ¢ a estrutura tridimensional do alvo
molecular escolhido que nem sempre ¢ conhecida. Nestes casos, hd a
possibilidade de se construir um modelo através de métodos computacionais

como a modelagem por homologia.

2.5.1 Modelagem por homologia

Atualmente, a ferramenta mais utilizada para a predi¢do de estruturas
tridimensionais de proteinas ¢ a modelagem por homologia, também conhecida
como modelagem comparativa (SANTOS FILHO, 2000; SANTOS FILHO;
ALENCASTRO, 2003; THORNTON; SWINDELLS, 1993). A constru¢ao de
modelos por modelagem por homologia se baseia no fato que o mecanismo de
duplicagdo de genes, associado as mutacdes, leva a divergéncias moleculares e
assim formam-se as familias de proteinas estruturalmente relacionadas

(SANTOS FILHO; ALENCASTRO, 2003). Proteinas derivadas de um ancestral
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comum sdo ditas homoélogas (HOLTJE; FOLKERS, 1997; SANTOS FILHO;
ALENCASTRO, 2003).

A modelagem de uma proteina (proteina-problema) pelo método da
homologia baseia-se no conceito de evolucdo molecular. Isto €, parte-se do
principio de que a semelhanga entre as estruturas primarias desta proteina e de
proteinas homologas de estruturas tridimensionais conhecidas (proteinas-molde)
implica em similaridade estrutural entre elas. Por exemplo, homologia entre
sequéncias de aminoacidos implica em semelhanca estrutural e funcional;
proteinas homdlogas apresentam regides internas conservadas (principalmente
constituidas de elementos de estrutura secundaria: hélices-a e fitas-f); as
principais diferengas estruturais entre proteinas homologas ocorrem nas regides
externas, constituidas principalmente por alcas (“loops”), que ligam os
elementos de estruturas secundarias (SANTOS FILHO; ALENCASTRO, 2003).

A modelagem molecular comparativa tem o potencial para gerar
modelos confiaveis. A condi¢do necessaria é que a semelhanca entre a sequéncia
da proteina alvo e da proteina molde seja maior que 25% e que o alinhamento
correto entre elas possa ser construido (SANTOS FILHO; ALENCASTRO,
2003).

O protocolo para construgdo de modelos por modelagem por homologia,
hoje em dia, envolve as seguintes etapas: (1) identificacdio do molde e
alinhamento de sequéncias de aminoacidos, (2) gera¢do das coordenadas do
modelo (PEITSCH, 1995, 1996; SANTOS FILHO; ALENCASTRO, 2003), (3)
otimizacdo (JENSEN, 1999; LEACH, 2001) e (4) validacgio do modelo
(RAMACHANDRAN; SASISEKHARAN, 1968).

A identificagdo do molde ¢ a busca em bancos de dados pelas sequéncias
mais similares a sequéncia a ser modelada que possuam estrutura tridimensional
conhecida (moldes). Esta busca pelo(s) molde(s) ¢ feita no principal banco de

dados de estruturas tercidrias de proteinas, conhecido como PDB (BERMAN et
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al., 2000). Apos a identificacdo do(s) molde(s), ¢ realizado o alinhamento. O
alinhamento ¢ uma etapa muito importante, pois, a partir dele é possivel se
identificar a equivaléncia dos residuos existentes entre as sequéncia alvo e
molde(s), tendo por objetivo medir a similaridade entre elas (SOUZA, 2008).

Feito o alinhamento, constréi-se o modelo do esqueleto protéico baseado
na(s) disposicao(es) tridimensional(is) dos esqueletos dos moldes; complementa-
se as regides que possuam gaps, substituindo-as por segmentos de tamanho
apropriado; adiciona-se as cadeias laterais com a otimiza¢do de suas posicdes e,
por fim, otimiza-se o modelo inteiro. As interagdes desfavoraveis entre atomos
ndo-ligados, bem como as energias de angulos torcionais e de ligacdo sdo
minimizadas por meio de calculos da mecanica molecular (LEACH, 1996;
SANTOS FILHO; ALENCASTRO, 2003).

A ultima etapa do processo de modelagem comparativa de proteinas
consiste na analise da confiabilidade da estrutura gerada. Ou seja, ¢ necessario
validar o sistema obtido, a fim de checar a sua qualidade estereoquimica.

Um importante indicador da qualidade estereoquimica de uma proteina é
a distribuigdo dos angulos torcionais ® ¢ ¥ da cadeia principal. A distribuicio
de todos os angulos ® e¢ W pode ser examinada através do grafico de
Ramachandran (RAMACHANDRAN; SASISEKHARAN, 1968). A partir da
analise de dados cristalograficos de um conjunto enorme de proteinas
(RAMACHANDRAN; SASISEKHARAN, 1968), mapearam regides para os
valores dos angulos @ ¢ ¥ para residuos de aminoacidos que seriam aceitaveis
para a composigdo tridimensional da proteina, além de poder identificar regides
correspondentes referentes a estruturas secundarias.

Se a proteina apresentar residuos de aminoacidos com problemas
estereoquimicos, eles estardo em regides ndo-permitidas do grafico de
Ramachandran. A porcentagem de residuos que ocupam regides favoraveis do

grafico de Ramachandran ¢ uma das melhores maneiras de avaliar a qualidade
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estereoquimica de um modelo de proteina (HOLTJE; FOLKERS, 1997). Um
modelo ideal deve apresentar mais de 90% de residuos nessas regides
(JOHNSON et al., 1994).

Uma vez conhecida a estrutura tridimensional do alvo molecular, pode-
se realizar os estudos das interagdes desse alvo molecular com potenciais
ligantes de forma a subsidiar o planejamento de farmacos. Estes estudos podem
ser realizados pelos métodos da mecanica molecular através de técnicas de

ancoramento e dindmica molecular.

2.5.2 Mecanica molecular

Os métodos baseados na Mecéanica Molecular (MM) utilizam as leis da
fisica classica para predizer propriedades estruturais e moleculares. Este tipo de
calculo ignora os movimentos dos elétrons e calcula a energia de um sistema
como uma fungdo apenas das posi¢des nucleares. Isso torna a MM um método
adequado para lidar com sistemas contendo um nimero grande de 4&tomos, como
por exemplo, proteinas (FRANCA, 2004; HIGGINS; TAYLOR, 2001).

O conjunto de equagdes empiricas e parametros usados em cada
esquema da MM ¢ chamado de campo de forcas. Cada campo de forgas ¢
parametrizado para um tipo especifico de sistema. No caso de sistemas
biomoleculares, os campos de forgas mais utilizados sio CHARMM (BROOKS
et al., 1983; MACKERELL et al.,, 1998; NAMBA; SILVA; SILVA, 2008),
GROMOS (GUNSTEREN; BERENDSEN, 1987; GUNSTEREN et al., 1996;
NAMBA; SILVA; SILVA, 2008), AMBER (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008;
WEINER et al., 1984, 1986), OPLS (JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-
RIVES, 1996; JORGENSEN; TIRADO-RIVES, 1988; NAMBA; SILVA;
SILVA, 2008) e CVFF (HAGLER et al., 1974; HAGLER; HULER; LIFSON,
1979; NAMBA,; SILVA; SILVA, 2008).
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A maioria dos campos de for¢as ¢ composta por um simples conjunto de
quatro componentes que correspondem as forcas intra e intermoleculares do
sistema (FRANCA, 2004), ou seja, os campos de forgas sdo descritos como a
soma de varios termos de energia, incluindo os termos para atomos ligados
(comprimentos e angulos de ligagdo, angulos diedros) e os termos para atomos
ndo ligados (interagcdes de Van der Waals e de Coulomb) (NAMBA; SILVA;
SILVA, 2008). Um tipico campo de forcas pode ser descrito pela equacao 1.

=

N 2

)= 3 S Gn e Y R0-0,7+ T li+cosho- YD) 4{(0] —(U"’] ]+’”’

ligagoes: angulos tor¢oes i= j=1 ’;/ ’;j 4z %’Zj

Equacao 1

Em que:
u(r") é a energia potencial total, que ¢ uma fungdo das posi¢des (r) de N
particulas (normalmente atomos). O primeiro termo modela as interagdes entre
pares de atomos ligados, modelados aqui pelo potencial harménico que da o
aumento na energia quando o seu comprimento ri desvia do valor de referéncia
1;0. O segundo termo ¢ uma soma sobre todos os dngulos de valéncia (angulos
A-B-C) na molécula, novamente modelada usando um potencial harménico. O
terceiro termo ¢ o potencial torcional que modela como a energia varia quando
as ligagdes giram. A quarta contribuicdo é o termo ndo ligado. Este é calculado
entre todos os pares de atomos (i e j) que estdo em diferentes moléculas ou na
mesma molécula, mas separados por no minimo 03 ligagdes.

Em um campo de forcas simples o termo ndo ligado ¢ usualmente
modelado usando um termo de potencial de Coulomb para interagdes
eletrostaticas e um termo de potencial de Lennard-Jones para as interagdes de

van der Waals, como representado na equagéo 1.
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2.5.2.1 Ancoramento molecular (docking)

O processo de ancoramento molecular envolve a predicdo da
conformacéo do ligante e sua orientagdo dentro do sitio de interacdo da proteina.

Para entender o mecanismo de interacdo de um farmaco, é essencial
saber o posicionamento tridimensional para a sua interagdo molecular com a
proteina alvo. A predi¢do da geometria e da energia de interagdo ¢ de grande
interesse para o planejamento de novos medicamentos (IWATA et al., 2000).
Uma das conformacgdes estruturais mais confiaveis € obtida por analise de raios-
X de cristais do complexo ou RMN, mas ndo ¢ facil obter dados experimentais
de todos os inibidors de interesse. A simulagdo computacional do ancoramento
molecular (“docking”) ¢ uma das mais importantes técnicas de investigacdo das
interagdes moleculares entre a proteina e o ligante nos casos em que a estrutura
3D da proteina ja foi elucidada (GUIMARAES, 2010; SILVEIRA, 2003). Esse
tipo de simulagdo encontra a estrutura mais estavel do complexo proteina-
ligante e calcula essa estabilidade relativa.

Os valores da fungdo utilizada no ancoramento (Docking Scoring

Function), Egre, s80 definidos pela Eq. 2

Escore = Enter + Entra
Equacdo 2
Em que, o termo Ey;, que corresponde a energia de interagdo ligante-

proteina, ¢ definido de acordo com a Eq. 3.

Einter = Z Z ErLp (rzj) + 332.0 qiqzj
ieligante  je proteina 47"1]

Equacéo 3
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O primeiro termo Eprp representado na Eq.3 ¢ um termo de energia
potencial inibidor por partes que usa dois conjuntos diferentes de parametros:
um para a aproximacao do termo estérico (van der Waals) entre 4&tomos, ¢ outro
potencial para a ligagdo hidrogénio. O segundo termo descreve as interagdes
eletrostaticas entre atomos carregados. E um potencial de Coulomb com uma
constante dielétrica dependente da distancia (D(r) = 4r). O valor numérico de
332,0 fixa as unidades de energia eletrostatica para kcal mol' (RAMALHO et
al., 2009; THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

O termo E;,,, que corresponde a energia interna do ligante ¢ definido de

acordo com a Eq. 4.

FEintra = Z Z EPLP(I"@'}') + Z A[l - cos(m .0 - 90)] + Epenalizada

i€ligante jeligante ligagées flexiveis

Equacio 4

As duas primeiras somas referem-se a todos os pares de atomos do
ligante excluindo os pares de atomos conectados por duas ligagdes. O segundo
termo refere-se a energia de tor¢ao, em que 6 ¢ o angulo de tor¢@o da ligagdo. A
média da contribuicdo de tor¢do da ligagdo da energia ¢ usada se diversas
tor¢des sdo determinadas. O ultimo termo, Epenaiizada (termo de corregdo), atribui
uma penalidade de 1.000 se a distancia entre dois atomos pesados (mais de duas
ligagdes distantes) for menor que 2,0 A, punindo conformacdes inexistentes do
ligante. Em resumo, essas fungdes sdo usadas para ancorar automaticamente
uma molécula flexivel em uma molécula molde (proteina).

A técnica de ancoramento molecular encontra uma média de estruturas
estaveis do ligante na proteina e calcula essa estabilidade relativa. Para encontrar
a estrutura de menor energia, sem qualquer suposi¢do prévia, ¢ necessario

analisar todos os modos de interacdo, considerando a flexibilidade
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conformacional do ligante a ser introduzido no sitio ativo da proteina. Como
esses dois problemas estdo interligados, eles podem ser resolvidos ao mesmo
tempo. Contudo, o nimero de combina¢des envolvidas ¢ muito grande

(MIZUTANI et al., 1994).
2.5.2.2 Dinamica molecular

Os célculos de dindmica molecular (DM) sdo fundamentados nos
principios da Mecanica Classica e fornecem informagdes sobre o
comportamento dindmico microscopico, dependente do tempo, dos atomos
individuais que compdem o sistema (BURKERT; ALLINGER, 1982; HOLTJE
et al., 2003; NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).

A DM pode ser empregada tanto para sistemas com elétrons, atomos,
quanto para sistemas macromoleculares (GONCALVES, 2009; TUCKERMAN;
MARTYNA, 2000). Quando se trata de sistemas biomoleculares, utilizam-se
calculos da mecanica classica, porém, quando o sistema envolve problemas
como reacdes quimicas, sdo empregados termos quanticos (FRANCA, 2004;
KARPLUS; PETSKO, 1990).

Os calculos de DM consistem da solugdo numérica, passo a passo, da
equacdo de movimento de Newton, que pode ser descrita para um sistema

atomico simples pelas Equagdes 5 e 6.
Fi (t) = m;q; Equacio 5

Fi(t) = — M Equacio 6

a?"i
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Onde F; representa a for¢a que atua sobre cada particula do sistema em
um instante de tempo ¢, € a; ¢ a aceleracdo do atomo i de massa m; (NAMBA;
SILVA; SILVA, 2008).

Quando ja se define o campo de forgas, & possivel determinar a forga
que atua sobre cada atomo, calculando-se a primeira derivada da energia
potencial obtida do campo de forcas escolhido com relagdo a posicdo dos
nucleos (Equagdo 6) (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008). Essas equacdes sdo
resolvidas simultaneamente em um pequeno espago de tempo, com isso se tem a
trajetoria de cada atomo do sistema com relag@o ao tempo.

Existem algumas condigdes iniciais que sdo essenciais para simulagoes
de DM. Por exemplo, para se realizar um calculo de DM é importante
especificar as posicdes iniciais das particulas que compdem o sistema,
geralmente elas sdo situadas na posi¢do de uma rede cristalina, para evitar
sobreposicdes indesejaveis entre elas (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008). O
sistema ¢ montado dentro de uma caixa que pode adotar diferentes geometrias,
mas, geralmente, se utiliza uma caixa cubica. No caso de sistemas
biomoleculares sdo adicionadas moléculas de aguas dentro do sistema, ¢ na
caixa ¢ aplicado o modelo de condigdo periddica de contorno, evitando que as
moléculas de agua escapem do meio (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).

Antes de se iniciar as simula¢des de DM, o sistema deve ser minimizado
a fim de se evitar maus contatos entre os atomos (NAMBA; SILVA; SILVA,
2008). A minimizagdo ou otimizagdo do sistema ¢ feita a fim de se obter uma
energia proxima do minimo local. Os algoritmos de minimiza¢&o mais utilizados
sdo: o método do maximo declive (steepest descent), o método dos gradientes

conjugados ¢ o método quasi Newton Raphson.
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2.5.2.2.1 Método do maximo declive

O método do maximo declive (FRANCA, 2004; WIBERG, 1965) ¢ um
método de primeira derivada que converge vagarosamente nas proximidades do
minimo, mas ¢ poderoso para configuragdes distantes de um minimo de energia.
De um modo geral, com este algoritmo ¢ possivel melhorar estruturas
cristalograficas pouco refinadas, otimizar as construidas graficamente ou
construir estruturas a partir de informagdes de RMN ou por modelagem
comparativa (FRANCA, 2004).

2.5.2.2.2 Método dos gradientes conjugados

Um método mais sofisticado de busca de um minimo da fun¢do energia,
além de utilizar a informacgdo sobre a primeira derivada (gradiente), leva em
conta o caminho ja percorrido na busca do minimo. Este método, denominado
“gradientes conjugados” permite em geral uma convergéncia mais rapida que o
método do méaximo declive que utiliza somente a informacdo do gradiente na
coordenada atualizada. O método dos gradientes conjugados utiliza para a
determinacdo do passo seguinte, além do valor do gradiente no ponto atual, o

valor do gradiente obtido no passo anterior (FRANCA, 2004).

2.5.2.2.3 Método quasi Newton-Raphson

O método Newton-Raphson utiliza tanto as derivadas primeiras quanto
as derivadas segunda da fungdo. Assim, além de usar as informagdes do
gradiente, utiliza a curvatura para predizer onde a fungdo mudara a dire¢do ao

longo do gradiente (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).
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3 OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo principal propdr e estudar um novo alvo
molecular contra o agente de guerra biologica B. suis. Os objetivos secundarios
foram divididos em quatro etapas:

1- Construir o modelo da estrutura tridimensional da enzima NH de Brucella
suis (BsNH) usando a modelagem molecular por homologia;

2- Estudar o modo de interag@o entre a BsNH e alguns potenciais inibidores
de NHs, através da técnica de ancoramento molecular (docking);

3- Estudar o comportamento destes inibidores no sitio ativo da BsNH,
através de calculos de dindmica molecular, comparando os resultados com o
estudo de docking de forma a estabelecer quais dentre esses inibidores poderiam
eventualmente ser inibidores da BsNH, bem como também estabelecer as
caracteristicas estruturais essenciais de um bom inibidor de BsNH;

4- Analisar o modo de interacdo entre a C/NH e estes inibidores, através da
técnica de ancoramento molecular e estudos de dindmica molecular, a fim de

validar o protocolo utilizado.
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4 METODOLOGIA

4.1 Modelagem por homologia da nucleosideo hidrolase de Brucella suis

A modelagem por homologia da BsNH foi realizada de acordo com os

itens que se seguem.

4.1.1 Construcio do modelo

A modelagem iniciou-se com a procura sistematica de moldes adequados
em um banco de dados, Expasy (http://au.expasy.org/), de estruturas primdrias
de proteinas utilizando o servidor BLAST (ALTSCHUL et al., 1990; BERMAN
et al., 2000) como ferramenta de busca. A sequéncia molde selecionada foi a NH
especifica de Escherichia coli (EcNH), cuja estrutura tridimensional
correspondente  foi  obtida do  Protein Data  Bank  (PDB)
(http://www.rcsb.org/pdb) (codigo: 1YOE), com resolucio de 1,78 A e fator R =
0,193. A escolha desta enzima como molde se baseou no fato dela possuir uma
maior porcentagem de identidade sequencial (45,1%) com a BsNH, ou seja, € a
enzima sequencialmente mais similar a BsNH em comparagcdo com as outras
NHs disponiveis no PDB.

Uma vez definido o molde, realizou-se o alinhamento da sequéncia
monomérica alvo (BsNH), obtida previamente em formato FASTA (Figura 3) a
partir do site Expasy (http://au.expasy.org/), com a sequéncia monomérica da
enzima molde (EcNH).

Finalmente, a modelagem do mondmero da BsNH, foi feita utilizando o
servidor SWISS-MODEL e o programa Swiss-PdbViewer (GUEX, 1997)

conforme procedimento descrito no Apéndice A. Fez-se, entdo, a sobreposicao
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das estruturas alvo (BsNH) e molde (1YOE) no Swiss-PdbViewer e calculou-se

o desvio da raiz média quadratica (DRMQ).

>Er|QEFXOS (EC 3.2.2.1) maclecaide hydrolase Brucella suis
MILSEHAVSCA TIPSR THETTMARET ITDTDPEDDAVAT LLATA SPEIDT LETTAVAR
GELAERTEVHA TV EVARE PO TEV FACSI RPLVRE PLYV IR ENVHEE T CLDEY DL ER DTHMEL
LAOHEVDF I IETIMEEE PETVILCPI GPLINIAS AL I REFK I AR VEETVLMEEEY FEEE
HNITPSAEFNIYVD PHARE SVVESSEIEI TMIPLOVTHEVLT TEERT AR TEN T GEHVEEV VA
AWLEFFERYDERE Y TR PLHO PNV I AY LTEPFELY SCRRCHVEIEINSELTICETVVIN
WEVIDRFENAFFIKDVDADEF FSLLTERLATL

Figura 3 Sequéncia monomérica da BsNH no formato FASTA.
Fonte (http://au.expasy.org/)

4.1.2 Validacao do modelo

A validag¢do do modelo gerado (BsNH) foi realizada no site PDB, onde
foram feitos todos os teste previstos no programa. Dentre todos estes testes
(Apéndice A.l), neste trabalho, nos utilizamos como exemplo o grafico de
Ramachandran (RAMACHANDRAM; SASISEKHARAN, 1968), onde foi
possivel se avaliar a distribui¢do dos angulos torcionais da cadeia principal @ e

vy, responsaveis pela qualidade estereoquimica da proteina.

4.1.3 Construcio do complexo (enzima-ribose-cofator)

A montagem do complexo (enzima-ribose-cofator), apds a contrucdo do
modelo, foi realizada através da sobreposi¢do, utilizando o programa Swiss-
PdbViewer (GUEX, 1997) do modelo ao cristal de EcNH complexado com a
ribose e o cofator calcio (Figura 5). Neste procedimento, as coordenadas da
ribose e do cofator da estrutura cristalina no formato .pdb sdo copiadas para o

arquivo .pdb do modelo, formando o complexo (modelo-ribose-cofator).
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4.2 Comparacgao do sitio da enzima modelo (Bs/NH) com o sitio ativo da
enzima nucleosideo hidrolase de C. fasciculata

Foi realizada a sobreposi¢ao da enzima BsNH com a CfNH (codigo no
PDB 2MAS), utilizando o programa Swiss-PdbViewer (GUEX, 1997), tendo
como objetivo a comparagdo entre os residuos dos sitios ativos de ambas as
enzimas e a determinagdo do grau de identidade entre os mesmos. As
coordenadas das enzimas sobrepostas foram copiadas para um tnico arquivo
.pdb para avaliagdo, por meio do programa Molegro Virtual Docker
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006), dos residuos dentro de uma distancia de
11A dos ligantes ativos em ambas as enzimas. Em seguida, foi feita uma anélise
se os residuos do sitio ativo da CfNH conhecidos da literatura (MILES et al.,
1999) correspondiam aos mesmos residuos do sitio ativo da BsNH.
Determinando assim, o grau de identidade entre os residuos de aminoécidos dos

sitios ativos.

4.3 Dados biolégicos

Na Tabela 1 estdo relacionados os quatro potencias inibidores de NH
escolhidos para serem estudados neste trabalho e seus respectivos valores de
constantes de inibi¢do (K;). Estes inibidores foram testados ¢ avaliados por Miles
et al. (1999). E importante ressaltar que os valores de constante de inibigdo (K))

foram determinados para a CfNH.
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Tabela 1 Inibidores de NH e seus respectivos valores de constante de inibi¢ao

para C/NH
Inibidores Estrutura K;(nM)
H
OH 4 N
NI o
1 0,042
Iz N~ ~NH
HO oH
H
OH 4 N
N o
2 0,23
I N= ~NH
HO OH
SCH,
OH —N
O /_ NH,
3 N VY \ 8,6
HO OH
OH —
@) NH,
s= Nx N 2300
4 HO OH

Fonte Mille et al. (1999)
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Além dos inibidores descritos na Tabela 1, também foram estudadas a
inosina, a uridina ¢ a adenosina, que sdo substratos naturais das NHs, como
referéncia para a avaliagdo dos resultados obtidos com os inibidores da Tabela 1.
As estruturas dessas moléculas, bem como os seus respectivos valores de
constantes de afinidade com a CfNH (K, constante de Michaelis-Menten)
obtidos por Horenstein et al. (1991) e Versées et al. (2001), sdo apresentados na

Tabela 2.

Tabela 2 Substratos das NHs que foram estudados no presente trabalho e seus
respectivos valores de K, para C/NH

Substratos Ky (nM)

OH —N
L@/N/;)\(O
380
= Nx NH
Ho oH

Inosina

OH N
0 N/_ NH,
7]
\__/ 460
Iz N N
o on ¥V

Adenosina

H

1220

OH f\fo
0
Ho  oH°

Uridina
Fonte Horenstein et al. (1991); Versées et al., (2001)
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4.4 Estudo por ancoramento molecular (docking)

O programa utilizado para o ancoramento molecular foi o Molegro
Virtual Docker (MVD) (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006), um programa que
permite determinar a conformacgdo mais provavel do ligante na enzima. A
identificagdo da conformagdo do ligante ¢ feita através da avaliagdo de diversos
candidatos (conformagoes dos ligantes) estimando as energias de suas interagoes
com a enzima (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

As estruturas tridimensionais dos inibidores e dos substratos naturais
foram construidas por meio do programa PC Spartan Pro e suas cargas parciais
atomicas foram calculadas utilizando o método semi-empirico AMI1. Esse
procedimento é necessario para obter a conformagdo inicial dos inibidores,
importante para o estudo de ancoramento molecular.

Apo6s a construgdo das estruturas 3D dos inibidores e dos substratos
naturais, eles foram transferidos para o programa MVD, onde cada ligante foi
ancorado nos sitios ativos da BsNH e da C/NH. Nesta etapa, a identificagdo dos
modos de interacdo do ligante é interativa avaliando um nimero de solugdes
(conformag@o e orientagdo do ligante) e estimando a energia de suas interagoes
com a proteina. As melhores solugdes sdo retornadas para uma analise adicional
(CAETANO, 2007).

Para melhores resultados consideramos como flexiveis os residuos a
11A do ligante, durante o ancoramento, para as enzimas nativas. A conformagao
de cada inibidor foi selecionada usando seu maior grau de similaridade espacial
com a ribose ¢ o pAPIR complexados com a BsNH e CfNH , respectivamente
obtidas do PDB, que foi representada pela energia de interacdo entre a posi¢do

do ligante e as respectivas proteinas (SIPPL; ROGNAN; FOLKERS, 2003).
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4.5 Dinamica molecular

Para a realizag@o dos estudos por dindmica molecular, primeiramente foi
necessaria a parametrizacdo dos arquivos.pdb dos ligantes, para que estes
pudessem ser reconhecidos pelo campo de forgas GROMOS 96 do programa
GROMACS 4.0 (SPOEL et al., 2001), que foi utilizado para a otimizagdo e a
dindmica  molecular. A parametrizagdo  foi feita ~no  site
http//davapc1.bioch.dundee.ac.uk/programs/prodrg/prodrg.html (AALTEN et
al., 1996), segundo o procedimento descrito no Apéndice B. As moléculas
parametrizadas tiveram as distribui¢cdes de cargas de seus atomos calculadas
pelo método chelpg por meio do programa Gaussian 98 (FRISCH et al., 2001),
aplicando o algoritmo Hartree-Fock na base 6-31G (d, p). Apds parametriza¢ao
e corregio das cargas dos inibidores, os complexos enzima/Ca*’/ligantes
estavam prontos para as etapas de otimizacao e dindmica molecular.

Para os dois complexos BsNH/Ca®'/ligantes ¢ CfNH/Ca®'/ligantes,
foram simuladas, utilizando-se o pacote GROMACS 4.0, caixas cubicas de,
aproximadamente, 364,885 nm’, contendo em torno de 10.600 moléculas de
agua. Esses sistemas foram minimizados utilizando-se o campo de forca
GROMOS 96, implementado no pacote computacional GROMACS 4.0 (SPOEL
etal., 2001).

Os algoritmos de minimizagdo empregados foram: 1) maximo declive
com restricdo de posi¢do dos ligantes com critério de convergéncia de 100
kcal/mol A; 2) steepest descent sem restri¢do de posigdo (st) até 5 kcal/mol A; 3)
gradientes conjugados até 2 kcal/mol A e, por fim, quasi Newton rapsom (I-
bgps) até 1 kcal/mol A. Os complexos minimizados foram, entdo, submetidos a
DM em duas etapas. Inicialmente, 500 ps de dinamica a 300 K com restri¢ao de
posicdes para todo o sistema, exceto as moléculas de dgua, com o objetivo de

garantir o equilibrio das moléculas do solvente em torno dos residuos da
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proteina. Posteriormente, 10000 ps a 300 K sem qualquer restri¢do, aplicando 2
fs de tempo de integragio e um raio de corte de 10 A para interacdes de longa
distancia. No total, 500 conformag¢ées foram obtidas durante essa simulagdo.
Nesta etapa, as listas de pares (pairlists) foram atualizadas a cada 500 passos, a
todos os residuos Lis e Arg foram atribuidas cargas positivas e aos residuos Glu
e Asp foram atribuidas cargas negativas.

Os procedimentos para a geragdo dos arquivos de entrada e a execugdo
da otimizacdo e dindmica de proteinas utilizando o pacote GROMACS 4.0
(SPOEL et al., 2001) estdo descritos em detalhes no Apéndice C.

Apods a dindmica molecular, foram gerados e analisados, para cada
sistema, os graficos de energia total, de desvio padrdao temporal e espacial e
ligagdes hidrogénio formadas e mantidas ao longo das dindmicas. Também
foram extraidos quadros a intervalos definidos ao longo das dinamicas, para
analisar e comparar o comportamento dinamico de cada ligante em cada sitio

ativo.

4.6 Analise de estruturas e obtencao de figuras e graficos

Para analisar as estruturas geradas apos os calculos de otimizagdo e
dindmica molecular, foram utilizados os programas VMD (CADDIGAN et al.,
2004) ¢ Swiss-PDBviewer (GUEX et al., 1997). Os graficos de variagdo de
energia total, da variagdo do DRMQ ¢ das ligagdes hidrogénio formadas ao
longo da dindmica foram gerados com o programa origin (EDWARDS, 2002).
Os graficos em tubos que ilustram o comportamento das enzimas apds dindmica,
foram gerados no programa Molmol (KORADI; BILLETER; WUTHRICH,
1996) e as figuras com os quadros da dindmica molecular foram gerados no

programa PYMOL (WARREN, 2004).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Modelagem por homologia

Na primeira etapa deste trabalho, a sequéncia monomérica primaria da
BsNH foi alinhada a sequéncia primaria monomérica da EcNH (E. coli —
Cddigo: 1YOE), utilizando o servidor BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). Com
o resultado do alinhamento (Figura 4), foi possivel observar que a BsNH
apresenta 45,1% de identidade sequencial com a enzima mencionada acima. Este
¢ um bom resultado, ja que de acordo com a literatura uma identidade sequencial
acima de 25% entre a enzima molde e a enzima alvo ¢ considerada satisfatoria
para a constru¢gdo de modelos por homologia (SANTOS FILHO;
ALENCASTRO, 2003).
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de

aminoacidos em vermelho sdo idénticos, os residuos em verde sdo
semelhantes e os residuos em preto ndo apresentam identidade
significativa

Na Figura 5 esta representada a estrutura tridimensional do mondmero

da BsNH, onde pode ser observado que a cadeia principal da enzima é composta

por 9 a-hélices (representadas em vermelho) e 6 folhas- beta (representadas em

azul) e nas extremidades estdo os loops (representados em branco). A ribose (em

amarelo) e o Ca*" (esfera cinza) foram adicionados ao sitio ativo da enzima para

auxiliar nos calculos de ancoramento molecular.
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Figura 5 Modelo tridimensional da BsNH

5.1.1 Validagao do modelo

0] grafico de Ramachandram (RAMACHANDRAM;
SASISEKHARAN, 1968) obtido no site do PDB (Grafico 1) para o modelo
gerado para BsNH, apresentou 99,6% dos residuos nas regides favoraveis, o que
¢ considerado muito bom para modelos gerados por homologia (LASKOWSKI
et al, 1993). Em relacdo as propriedades da cadeia principal da enzima
modelada, ndo foram encontrados contatos ruins nem distor¢des de carbonos
alfa ou problemas envolvendo as energias de ligagdes de hidrogénio. Também
ndo foram encontradas distor¢des dos angulos de tor¢do das cadeias laterais. Os

resultados de todos os demais testes feitos no link para valida¢do de estruturas
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disponivel no PDB (http://www.rcsb.org/pdb) foram compativeis com os valores

esperados para um bom modelo por homologia.

ITVE 254 rA)
L]

Psl (Graus)

-l80 -135 90 45 [ 45 W 135 Lg0

Phi (Graus)
Estatistica
Residuos nas regides mais favorecidas (A B.L) 225 904%
Fesiduos nas regides adicionalmente permitidas (a,bl.p) 23 9.2%
Residuos nas regides generosamente permitidas (-a,-b,-1.-p) 0 0.0%
Residuos nas regifes proibidas 1 0.4%
100%

Grafico 1 Gréafico de Ramachandran. As regides mais favoraveis sdo mostradas
em vermelho, as permitidas em amarelo, as generosamente permitidas
em amarelo claro ¢ as ndo permitidas em branco
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E importante observar no grafico (Grafico 1), que apenas o residuo de
aminoacido Tyr254 se encontra em uma regido ndo permitida, porém, de acordo
com o alinhamento (Figura 4), verificou-se que este aminoacido nio faz parte do
sitio ativo da enzima, ndo interferindo assim, em sua atividade.

Com a sobreposicdo da enzima alvo com e enzima molde (Figura 6) foi
possivel observar um valor de DRMQ (desvio da raiz média quadratica) igual a
0,37A, evidenciando a grande similaridade sequencial entre alvo e enzima

molde.

Figura 6 Sobreposi¢ao dos esqueletos da enzima alvo (BsNH- azul) e da enzima
molde (EcNH- laranja)

De acordo com a literatura, as principais diferengas estruturais em
proteinas homologas ocorrem nas regides externas, constituidas principalmente
por loops. Isto pode ser observado na Figura 6, onde as principais diferencas

estruturais entre as enzimas alvo (BsNH) e molde estdo exatamente nos /oops
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externos L; e L,, que estdo localizados nas entradas dos sitios ativos das

enzimas.

5.2 Estudo dos sitios ativos da enzima alvo (BsNH) e da C/NH

Os inibidores utilizados neste trabalho s3o inibidores de IU-CfNH, eles
foram avaliados como prototipos de inibidores para a BsNH. Para isso, ¢
importante que os residuos dos sitios ativos de ambas as enzimas se conservem.

De acordo com a Tabela 3 ¢ possivel observar que, de um total de 9
residuos de aminoacido do sitio ativo da C/NH (MILES et al., 1999), 7 sao
idénticos aos do sitio ativo da BsNH, ou seja, os sitios ativos se conservam em
aproximadamente 78%. Desta forma, levando-se em conta a grande similaridade
entre os residuos dos sitios ativos, ¢ possivel utilizar os inibidores de C/NH
como ponto de partida em estudos de modelagem molecular para a proposi¢do
de inibidores seletivos de BsNH, uma vez que ndo se tem conhecimento de

inibidores de BsNH reportados na literatura até o momento.
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Tabela 3 Residuos de aminoécidos pertencentes aos sitios ativos da BsNH e da
CNH. Os residuos de aminoacidos que se conservam estdo
representados em negrito

BsNH C/NH
Glu187 Glul66
Asnl181 Asn160
Asnl189 Asn168
Asp263 Asp242

Asp36 Aspl5

Asp31 Aspl0

Asn60 Asn39

llel146 Thr126

- His82

5.3 Estudo por ancoramento molecular da BsNH com os substratos naturais
e os inibidores de CYNH

Um algoritmo de predi¢cdo da cavidade baseado em uma caixa 3D foi

usado para gerar o sitio de ligacdo da BsNH através do programa MVD. O

volume da cavidade foi de 283,14 A’ ¢ esta representado na Figura 7 juntamente

com a ribose.
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Figura 7 Volume da cavidade (verde) da BsNH com a ribose (amarelo)
ancorada. Para melhor visualiza¢do omitiu-se a proteina

Os resultados teoricos obtidos do ancoramento molecular foram
avaliados e comparados com base nos resultados experimentais descritos por
Miles et al. (1999).

Os inibidores foram ancorados no sitio ativo da BsNH e comparados
com a ribose (que foi introduzida no sitio ativo da enzima conforme descrito no
item 3.1.3). As energias de interagdo intermolecular e de ligacdo de hidrogénio
ligante-proteina foram calculadas para melhor se entender quais sdo as variagdes
entre os modos de interacdo dos inibidores no sitio ativo da enzima e verificar
quais os fatores que sdo responsaveis pela atividade dos inibidores (Tabela 4).

Como pode ser visto na Tabela 4 ¢ na Grafico 2, o maior valor de pK;
corresponde a um menor valor de energia de interagdo intermolecular, assim
como o menor valor de pK; corresponde a um maior valor de energia de
interacdo intermolecular, ou seja, os dados teéricos obtidos do ancoramento da
enzima nucleosideo hidrolase de B. suis estdo de acordo com os resultados

experimentais descritos por Miles et al. (1999).
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Tabela 4 Valores de constante de inibi¢do experimental (pK; = -log K;) (MILES
et al., 1999), energia de intera¢ao intermolecular proteina/inibidores e
ligacdo de hidrogénio obtidos do ancoramento para os inibidores 1-4

Energia de Energia de ligacao de

- pK,— . ~ . A s
Inibidores (uM) interacao hidrogénio*
" (kcal mol™) (kcal mol™)

1 7,38 -111,61 -17,74

2 6,64 -102,14 -15,39

3 5,07 -97,67 -13,45

4 2,64 -91,47 -11,13

* Energia de ligag¢do hidrogénio total entre ligante e proteina.

-90

Y =-80,17 - 3,78X
R =-0,936

'

©

(&}
1

-100

-105

E. Intermol. (Kcal mol™)

-110

-115 T T T T T
2 3 4 5 6 7 8

pKi (uM)

Grafico 2 Correlagdo entre os valores de constante de inibicdo experimental
(pKi) e energia intermolecular (E.) obtida no ancoramento molecular
para os inibidores 1-4
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O inibidor 1 apresenta um menor valor de energia de interacdo
intermolecular, ou seja, possui uma maior interagdo com o sitio ativo da BsNH,
com isso, sugere-se que este inibidor apresenta um maior potencial inibitorio
(Tabela 4). Ja o inibidor 4 apresenta um maior valor de energia de interacio
intermolecular quando comparado aos outros inibidores, ou seja, possui uma
menor interagdo com o sitio ativo, sugerindo desta forma, que ele apresenta um
menor potencial inibitério (Tabela 4).

Com o ancoramento molecular foi possivel observar como cada um dos
inibidores se posicionou, levando em consideragdo a sobreposicdo e orientacao
dos anéis, no interior do sitio ativo, com relacdo a ribose. Como pode ser visto
na Figura 8, o inibidor 1 foi o que melhor se posicionou no interior do sitio
ativo, apresentando um menor valor de energia de ligagdo de hidrogénio quando
comparado aos outros inibidores (Tabela 4), sugerindo que ele apresenta um

maior poder de inibigao.
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Figura 8 Sobreposi¢do dos inibidores depois do ancoramento. A ribose esta
representada em amarelo e os inibidores em rosa. Para melhor
visualiza¢@o omitiu-se a proteina

Outro aspecto importante de se analisar sdo as ligagdes de hidrogénio
que cada inibidor realiza com a enzima, assim, torna-se mais facil de visualizar
quais s20 os residuos de aminoacidos que estdo interagindo mais fortemente com

os inibidores estudados no presente trabalho (Tabela 5).
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Tabela 5 Valores do comprimento das ligagdes de hidrogénio, das energias das
ligacdes de hidrogénio, e residuos de aminoacidos com os quais as
ligacdes sdo formadas entre os inibidores e a enzima

Energia de
Inibidores Comprimento de ligacio de Residuos de
ligacio (A) Hidrogénio aminoacidos
(kcal mol+)
3,48 -0,59 Asn60
3,49 -0,54
2,64 -2,50 Asnl01
3,39 -1,04 Asnl8l1
3,28 -1,21
1 2,28 -0,21 Asnl189
3,07 -2,50 Asp36
2,86 -2,50 Asp263
3,19 -2,06
3,04 -2,50 Ile146
2,85 -2,50 Glul87
3,12 -2,41 Asn60
2,62 -2,50 Asnl89
2 3,45 -0,77 Asp36
3,04 -2,50 Asp263
3,16 -2,22
2,92 -2,50 Ile146
2,72 -2,50 Glul87
3,20 -1,98 Asn60
2,22 -0,67 Asnl89
3 3,17 -2,14 Asp36
2,92 -2,50 Asp263
2,93 -2,50
2,68 -2,50 Ile146
2,71 -2,50 Glul87
2,58 -2,33 Asn60
2,87 -2,50 Asnl89
4 3,57 -0,15 Asp36
3,15 2,25 Asp263
2,81 -2,50 Ile146

2,47 -1,42 Glul87
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Observa-se que o inibidor 1 realiza onze ligagdes de hidrogénio com
cerca de 8 residuos de aminoacidos no sitio ativo da BsNH. Os inibidores 2 ¢ 3
realizam sete ligagdes de hidrogénio com cerca de 6 residuos de aminoacidos. Ja
o inibidor 4, realiza seis liga¢des de hidrogénio com os residuos de aminoacidos
no sitio ativo (Tabela 5).

Observa-se na Tabela 5, que as ligagdes mais significativas que o
inibidor 1 realiza sdo com os residuos de aminoacidos Asnl101; Asp36; Asp263;
Ile146 e Glul87. J4 o inibidor 2 apresenta suas ligagdes mais significativas com
os residuos Asnl89; Asp263; Ilel46 e Glul87; o inibidor 3 com Asp263;
Asp263; Ile146 e Glul87 e o inibidor 4 com os residuos Asn189 e Ile146.

Como pode ser visto na Figura 9, as ligagdes mais significativas do
inibidor 1 sdo feitas a partir do oxigénio 2’ da ribose e o residuo de aminoécido
Asp36, entre o oxigénio 3’ e os residuos Ile146 e Glul87 e entre o residuo
Asnl0l e o oxigénio 6’ da nucleobase. O inibidor 1 também realiza duas
ligagdes de hidrogénio com o residuo Asp263, em que a mais forte ¢ feita a

partir do oxigé€nio 2’ da ribose.
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Figura 9 Inibidor 1 ancorado na BsNH. Os aminoacidos que realizam ligagdes de
hidrogénio estio destacados

O inibidor 2 realiza duas liga¢des de hidrogénio com o residuo Asp263
(Figura 10), sendo que a mais significativa ¢ feita a partir do oxigénio 2’ da
ribose. Outras ligacdes significativas sdo observadas entre os residuos Ile146 ¢
Asnl89 e o oxigénio 3’, e entre o residuo Glul87 e o oxigénio 5’ da ribose

(Figura 10).
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Asn189

Figura 10 Inibidor 2 ancorado na BsNH. Os aminoécidos que realizam liga¢des
de hidrogénio estdo destacados

Como pode ser visto na Figura 11, as ligagdes mais significativas 3 sdo
feitas a partir do residuo de aminoacido Asp263 e os oxigénio 2’ e 3’ da ribose,
entre o residuo Glul87 e o oxigénio 5’ e entre o residuo de aminoacido Ile146 ¢
o oxigénio 3’ da ribose. Ja o inibidor 4 realiza liga¢des de hidrogénio
significativas entre os residuos de aminoacidos Ile146 e Asn189 e o oxigénio 3’

da ribose (Figura 12).
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Figura 11 Inibidor 3 ancorado na BsNH. Os aminoacidos que realizam liga¢des
de hidrogénio estdo destacados

Figura 12 Inibidor 4 ancorado na BsNH. Os aminoacidos que realizam liga¢des
de hidrogénio estdo destacados
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Observou-se que o inibidor 1 apresenta um maior numero de ligagdes de
hidrogénio no sitio ativo da enzima, (Tabela 5, Figura 9), provando mais uma
vez sua maior atividade com relagdo aos outros inibidores.

Todas essas ligagdes mais significativas mencionadas acima
correspondem aos valores de -2,5 kcal mol™ que estdo em negrito na Tabela 5.

Também foram realizados estudos por ancoramento molecular entre a
BsNH e os substratos naturais inosina, adenosina ¢ uridina. O objetivo desses
estudos ¢ conhecer as importantes ligagdes de hidrogénio que ocorrem entre
esses substratos e os residuos de aminoacidos do sitio ativo da enzima e
compara-las com as interagdes realizadas pelos inibidores estudados (Tabela 6)
elegendo, assim, estruturas de possiveis prototipos de inibidores para a BsNH.

Na Tabela 6, estdo apresentados os valores de energia de interacdo
intermolecular e de ligagdo de hidrogénio entre os substratos e a enzima apos o
ancoramento. Observa-se que o maior valor de pKj, referente a inosina,
corresponde a um menor valor de energia de interagdo intermolecular, assim
como, o menor valor de pKj,, referente a uridina, corresponde um maior valor de
energia de interacdo intermolecular. Ou seja, mais uma vez, os dados teéricos
obtidos do ancoramento molecular estdo de acordo com os resultados

experimentais descritos por Horenstein et al. (1991) e Versées et al. (2001).
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Tabela 6 Valores da constante de Michaelis-Menten experimental (pK,, = -log
Ky) (HORENSTEIN et al., 1991; VERSEES et al., 2001), energia de
interacdo intermolecular proteina/substratos e ligacdo de hidrogénio
obtidos do ancoramento para os substratos naturais

Energia de Energia de ligacio
Substratos pKy interacgio de hidrogénio
(kcal mol™") (kcal mol™")*
inosina 3,42 -98.,54 -14,07
adenosina 3,34 -95,19 -14,62
uridina 2,91 -90,21 -10,42

* Energia de ligacao hidrogénio total entre ligante e proteina

Com o ancoramento também foi possivel observar como cada um dos
substratos naturais se posicionou, no interior do sitio ativo, com relagdo a ribose.
Como pode-se observar na Figura 13, o substrato que melhor se posicionou no
interior do sitio ativo foi a inosina, esse resultado esta de acordo com os dados
experimentais, ou seja, a inosina apresenta um maior valor de pK,, (Tabela 6) e,
consequentemente, uma maior afinidade pela enzima quando comparado aos

outros substratos.
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Figura 13 Sobreposi¢ao dos substratos naturais depois do ancoramento. A ribose
¢ mostrada em amarelo os substratos (1 inosina, 2 adenosina ¢ 3
uridina) em roxo. Para melhor visualizagdo omitiu-se a proteina

Na Tabela 7, estdo apresentados os residuos de aminoéacidos do sitio
ativo da BsNH que realizam interagdo de hidrogénio com cada um dos substratos

naturais.
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Tabela 7 Valores de comprimento de ligagcdes de hidrogénio, energia das
ligagdes de hidrogénio, e residuos de aminoacidos com os quais as
ligagdes sdo formadas entre os substratos naturais e a enzima

Energia de
Substratos Comprimento de ligaciio de Residuos de
ligacdo (A) Hidrogénio aminoacidos
(kcal mol+)

3,11 -2,50 Asn60
3,37 -0,19 Asnl01
2,65 -2,50 Asnl89
Inosina 3,42 -0,89 Asp36
3,02 -2,50 Asp263

3,49 -0,50
2,91 -2,50 Ile146
2,69 -2,50 Glul87
2,69 -2,50 Asn60
3.31 -1,46 Asnl01
2,74 -2,50 Asnl89

Adenosina 3,54 -0,31
3,52 -0,38 Asp36
3,05 -2,50 Asp263

3,44 -0,79
2,73 -2,50 Ile146
2,50 -1,67 Glul87
3,40 -0,98 Asn60
3,24 -1,81 Asnl01
2,00 2,59 Asnl89
Uridina 3,09 -2,50 Asp36
2,64 -2,50 Asp263

3,55 -0,23
2,96 -2,50 Ile146

2,99 -2,50 Glul&7
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Observa-se que os substratos naturais inosina, adenosina e uridina,
interagem com 7 residuos de aminoacidos no sitio ativo da BsNH, porém, a
inosina e uridina, apresentam no total, cerca de oito ligagcdes de hidrogénio com
estes residuos. Ja a adenosina, apresenta nove ligagcdes com estes residuos de
aminoacido (Tabela 7).

De acordo com a Tabela 7, as ligagdes mais significativas que a inosina
realiza, sdo com os residuos de aminoacidos Asn60; Asn189; Asp263; Ile146 e
Glul87. Ja a adenosina apresenta suas ligagdes mais significativas com os
residuos Asn60; Asnl89; Asp263 e llel46 ¢ a uridina com os aminoacidos
Asp36; Asp263; Ile146 e Glul87. E importante observar que, mesmo a inosina
apresentando uma ligacdo de hidrogénio a menos do que a adenosina, ela
apresenta um maior niimero de ligagdes mais significativas (-2,50 Kcal mol™),
justificando mais uma vez a sua maior afinidade pela enzima com relagdo aos
outros substratos.

Como pode ser visto na Figura 14, estas ligagdes mais significativas da
inosina sdo feitas a partir do oxigénio 2’ da ribose e o residuo de aminoacido
Asn60, entre o oxigénio 3’ e os residuos Ile146 ¢ Asn189 e entre o oxigénio 5’
da ribose e o residuo Glul87. Ela também realiza duas ligagdes de hidrogénio
com o residuo Asp263, sendo que a mais forte é feita a partir do oxigénio 2’ da

ribose.
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Figura 14 Inosina ancorada na BsNH. Os aminoacidos que realizam liga¢des de
hidrogénio estdo destacados

De acordo com a Figura 15, as ligagdes mais significativas da adenosina
sdo feitas a partir do oxigénio 2’ da ribose ¢ o residuo de aminoacido Asn60,
entre o oxigénio 3’ e os residuos Ile146 ¢ Asnl89. Ela tambam realiza duas
ligagdes de hidrogénio com o residuo Asp263, onde a mais forte é feita a partir
do oxigénio 2’ da ribose. A diferenca entre a inosina e a adenosina é que a
adenosina ndo possui uma ligagdo forte com o residuo Glul87.

Ja a uridina possui suas ligagdes mais significativas entre oxigénio 2’ da
ribose e os residuos de aminoacidos Asp36 e Asp263, entre o oxigénio 3’ ¢ o

residuo Ile146 e entre o oxigénio 5’ da ribose e o residuo Glul87 (Figura 16).
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Figura 15 Adenosina ancorada na BsNH. Os aminodcidos que realizam liga¢des
de hidrogénio estdo destacados
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Figura 16 Uridina ancorada na BsNH. Os aminoécidos que realizam liga¢des de
hidrogénio estdo destacados
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E importante observar que todos os inibidores estudados neste trabalho
(Tabela 1) sdo estruturalmente semelhantes aos substratos naturais (inosina e
adenosina) (Tabela 2), sugerindo assim, que possa ocorrer uma inibi¢io
competitiva, ou seja, estes inibidores podem competir com os substratos pelo o
sitio ativo da enzima.

Como foi observado no estudo por ancoramento molecular, o inibidor 1,
que foi apontado como o melhor inibidor (com base nos estudos teoéricos e
experimentais), apresenta um menor valor de energia de interagdo intermolecular
e de ligacdo de hidrogénio (Tabela 4) do que os substratos naturais (Tabela 6).
Além disso, apresenta um maior nimero de ligacdes de hidrogénio com os
residuos de aminoacidos do sitio ativo da BsNH (Tabela 5, Figura 9) quando
comparado a inosina e adenosina (Tabela 7, Figuras 14 e 15), ou seja, este
inibidor (inibidor 1) apresenta uma maior estabilidade no interior do sitio ativo
quando comparado aos proprios substratos naturais, sugerindo que ele seja um
promissor inibidor de BsNH.

Como ja foi mencionado anteriormente, todos os quatro inibidores, sdo
estruturalmente bem parecidos, porém, qualquer mudanga na posi¢do de atomos
ou substituicdo de grupos mais ou menos volumosos na nucleobase, ja influencia
na conformagdo que cada um deles adota no interior do sitio ativo da BsNH.

Como se pode observar nas Figuras 11 e 12, os inibidores 3 ¢ 4 possuem
o oxigénio 4’ no anel ribose e a Unica diferenga estrutural entre eles ¢ na posi¢ao
dos nitrogénios na nucleobase. O inibidor 3 apresenta os nitrogénios N1, N7 e
N9 (Figura 11); ja o inibidor 4 apresenta os nitrogénios N1, N3 ¢ N9. Essa
mudanga na posi¢do dos nitrogénios na nucleobase, fez com que o inibidor 3
adotasse uma conformacdo mais satisfatéria no interior do sitio ativo da BsNH,
realizando um maior nimero de ligagdes de hidrogénio com a enzima (Tabela 5,
Figura 11), quando comparado ao inibidor 4 (Tabela 5, Figura 12). Justificando

assim, os seus melhores valores de energia de interagdo intermolecular (-99,58
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Kcal mol™) e de energia de ligacdo de hidrogénio (-11,13 Kcal mol™) com a
enzima em relagdo ao inibidor 4 (Tabela 4).

Os inibidores 1 ¢ 2 possuem um nitrogénio no lugar do oxigénio 4’ da
ribose e ndo apresentam o nitrogénio 9 na nucleobase (Figuras 9 e 10), como
observado nos inibidores 3 ¢ 4 (Figuras 11 e 12). Essas mudangas nas estruturas
dos inibidores 1 e 2 favorecem a adog¢ao de uma conformagdo mais estavel no
interior do sitio ativo da BsNH, ou seja, eles apresentaram uma menor energia de
interacdo intermolecular e de ligacdo de hidrogénio do que os inibidores 3 ¢ 4
(Tabela 4).

Porém, entre os inibidores 1 e 2, aquele que possui melhores valores de
energia de interacdo intermolecular e de ligagdo de hidrogénio, como
mencionado anteriormente, ¢ o inibidor 1 (Tabela 4). Isso pode ser explicado
pelo fato do inibidor 1 apresentar somente uma substituicdo na nucleobase
(Figura 9), causando assim, um menor impedimento estérico com a enzima e
levando a um maior niimero de ligagdes de hidrogénio com os residuos do sitio
ativo da BsNH (Tabela 5, Figura 9). O inibidor 2 apresenta duas substitui¢oes
na nucleobase (Figura 10), ou seja, possui um maior impedimento estérico com
a enzima, diminuindo a sua estabilidade no interior do sitio ativo, realizando um
menor nimero de ligagcdes de hidrogénio com a enzima (Tabela 5, Figura 10)
quando comparado ao inibidor 1 (Tabela 5, Figura 9).

Finalmente, com base nestes resultados prévios, pode-se propor a sintese
de inibidores semelhantes aos inibidores 1 e 2 e que esses, preferencialmente,

apresentem no maximo uma substitui¢do na nucleobase.
5.4 Estudo por ancoramento molecular entre a CfNH, os substratos naturais
e os inibidores 1- 4

Neste trabalho também se avaliou o modo de interacdo entre os

substratos naturais e os inibidores 1, 2, 3 ¢ 4 no sitio ativo da C/NH, a fim de



75

validar a metodologia utilizada. Os inibidores foram ancorados no sitio ativo da
CNH e comparados com o pAPIR (inibidor cristalizado no sitio ativo da
enzima).

Como pode-se observar na Tabela 8 e Grafico 3, o maior valor de pK;
corresponde a um menor valor de energia de interagdo intermolecular, assim
como o menor valor de pK; corresponde a um maior valor de energia de
interagdo intermolecular, ou seja, os dados teéricos obtidos do ancoramento com
a C/NH também estdo de acordo com os resultados experimentais descritos por
Miles et al. (1999).

E importante observar que o inibidor 1 apresenta um menor valor de
energia de intera¢do intermolecular (Tabela 8), ou seja, possui uma maior
estabilidade no sitio ativo da CfNH, sugerindo assim, que ele apresenta um
maior potencial inibitorio. Ja o inibidor 4 apresenta um maior valor de energia
de interacdo intermolecular quando comparado aos outros inibidores (Tabela 8),
ou seja, possui uma menor estabilidade no interior do sitio ativo e com isso,
sugere-se que ele apresenta um menor potencial inibitorio. Esse mesmo

resultado foi observado nos estudos de docking com a BsNH.
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Tabela 8 Valores de constante de inibi¢do experimental (pK; = -log K;) (MILES
et al., 1999), energia de interagdo intermolecular proteina/inibidores e
PpAPIR, comprimento das ligagdes de hidrogénio e residuos de
aminoacidos com os quais as ligagdes sdo formadas entre os
inibidores/enzima e pAPIR/enzima

Energia de Comprimento Residuos de

Inibidores pﬁ interacio de ligacio (A)  aminoacidos
(n (keal mol™)

3,39 Aspl4
3,27 Asp242
3,55
2,79 Asn39

1 7,38 -122,37 3,15
2,90 Glul66
3,43
3,31 Thr126
2,96 His82
2,79 Aspl4
3,70 Asp242
2,48

2 6,64 -115,79 3,29 Asnl60
2,59 Asnl68
2,93 Glul66
3,35 Thr126
3,14 Aspl4
3,13 Asp242
2,95
3,53
2,95 Asn39
3,35

3 5,07 -114,79 3,10
3,15 Asnl60
3,52 Asnl68
2,98
2,47 Glul66

3,05 Thr126




Tabela 8, Continuagdo

Inibidores  pKi Energia de Comprimento Residuos de
(M) interacio de ligacio (A) aminoscidos
(kcal mol-1)
3,04 Aspl4
3,51 Asp242
3,19
2,89 Asn39
4 2,64 -108,77 3,35
2,58
2,43 Glul66
3,24 Thr126
3,01 His82
3,23 Aspl4
3,33
3,53 Aspl5
2,84 Asp242
PAPIR - -103,57 2,98
3,20 Asn39
3,41 Asnl60
2,72 Asnl68
2,97 Thr126

2,14 Glul66
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Grafico 3 Correlagdo entre os valores de constante de inibicdo experimental
(pKi) e energia intermolecular (E.) obtida no ancoramento molecular
para os inibidores 1-4

Em relagdo aos substratos naturais, como pode-se observar na Tabela 9,
o maior valor de pK,, referente a inosina, corresponde a um menor valor de
energia de interagdo intermolecular. Assim como, o menor valor de pKj,
referente a uridina, corresponde um maior valor de energia de interacdo
intermolecular, ou seja, mais uma vez, os dados obtidos do ancoramento

molecular para C/NH estdo de acordo com os resultados obitidos para a BsNH.
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Tabela 9 Valores da constante de Michaelis-Menten experimental (pK,, = -log
K)) (HORENSTEIN et al., 1991; VERSEES et al., 2001), energia de
interacdo intermolecular proteina/substratos, comprimento das ligacdes
de hidrogénio e residuos de aminoacidos com os quais as ligagdes sdo
formadas entre os substratos e a enzima

Energia de Comprimento Residuos de
interacio  de ligacdio (A) aminoacidos
(nM) (kcal mol™)

Substratos pPKy

3,15 Aspl4
3,21 Asp242
3,53
2,57 Asn39
Inosina 3,44 -119,58 3,21
3,57
3,59 Asnl68
2,35 Glul66
3,21 Thr126
2,97 His&2
3,14 Aspl4
3,28 Asp242
3,23
2,52 Asn39
3,43
Adenosina 3,34 -117,32 3,48
3,22 Asnl68
2,49 Glul66
2,90 Thr126
3,42 His82

3,51 His241




Tabela 9, continuagao

Comprimento Residuos de

Substratos Energia de de ligacio (A)  aminoacidos

(p% interacao
" (kcal mol™)

3,18 Aspl4
2,69 Asn39
3,25
2,51

Uridina 2,91 -111,67 3,43 Asnl68
3,47
2,61 Glul66
3,35 Thr126
3,00 His82

Com os calculos de ancoramento molecular também foi possivel
observar que tanto os inibidores quanto os substratos naturais possuem ligagoes
de hidrogénio com o aminoacido Aspl4 (Tabela 8 e 9), além disso, com o
redocking (Figura 17) foi possivel observar que o inibidor pAPIR também
realiza duas ligagcdes de hidrogénio com este aminoacido (Tabela 8), ou seja,
além dos 9 aminoacidos mostrados na Figura 1 e Tabela 3, o Asp14 também faz
parte do sitio ativo da C/NH. Observou-se que este aminodcido também esta
presente no sitio ativo da enzima BsNH , ou seja, os sitios ativos de ambas as
enzimas se conservam em 80%, refor¢ando a idéia de que € possivel utilizar
inibidores de C/NH como ponto de partida em estudos de modelagem molecular

para a proposi¢do de inibidores seletivos de BsNH.
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Figura 17 Sobreposi¢do do pAPIR depois do ancoramento (Redocking). Para
melhor visualizagdo omitiu-se a proteina

5.5 Estudos por dinimica molecular

Apds o estudo por ancoramento molecular, os inibidores ¢ os substratos
foram submetidos a simulagdes por dindmica molecular utilizando o campo de
forcas GROMOS 96 (SPOEL et al., 2001). Com essas simulagdes foi possivel
observar o comportamento dindmico dessas moléculas no sitio ativo da BsNH,
comparando com os resultados para CfNH, com o objetivo de buscar
informag¢des adicionais Uteis para direcionar proposicdes de estruturas de
potenciais inibidores para a BsNH.

Apds a realizagdo das etapas de otimizagdo dos sistemas e dindmica
molecular de 10 ns, conforme descrito na se¢do de metodologia, foram gerados e
analisados para cada sistema, os graficos de energia total, desvio padrdo
temporal e espacial e ligagdes de hidrogénio formadas e mantidas ao longo das
dindmicas. Também foram extraidos quadros a intervalos definidos ao longo das
dindmicas, para analisar ¢ comparar o comportamento dinamico de cada ligante
em cada sitio ativo com os principais residuos que realizam interagdes

relevantes, ajudando na estabilizagdo dessas moléculas no interior do sitio ativo.
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O resultado do desvio padrao temporal e espacial para cada sistema esta
descrito no item 5.5.1. Ja os resultados de energia total para os 4 sistemas
enzima/inibidor e os 3 sistemas enzima/substrato para ambas as enzimas, BsNH

e CNH estdo apresentados no Apéndice D.

5.5.1 Analise dos graficos de desvio padrao

Os célculos de DRMQ (desvio da raiz média quadratica) foram
realizados com o objetivo de fazer a comparacdo entre as diversas conformagdes
espaciais assumidas pelo sistema ao longo do tempo em relagdo a estrutura
média deste conjunto, ¢ para 0 DRMQ temporal, em relagdo a estrutura inicial
do conjunto, excluindo-se o solvente. Esse pardmetro pode dar uma idéia do
quanto a estrutura tridimensional flutuou ao longo do tempo, bem como permitir
a observagdo de flutuagdes locais, como, por exemplo, quais os residuos com
maior mobilidade durante uma dindmica, para o caso de proteinas
(GUIMARAES, 2010).

Foram feitos calculos de DRMQ temporal sobre todos os atomos dos
complexos para 500 quadros, sendo sempre o posterior em relagdo ao anterior,
um a cada 20 ps, perfazendo, assim, um total de 10 ns. Considerando-se que os
complexos poderiam flutuar na caixa, cada quadro foi ajustado pelo método dos
minimos quadrados ao seu quadro precedente para efeito de calculo de desvio
padrdo. Os resultados podem ser observados nos Graficos 4 ¢ 5.

Como se pode observar para as duas simulagdes (BsNH/Inibidor 1 e
C/NH/Inibidor 1), o DRMQ temporal tende a estabilizar logo nos primeiros
picossegundos, ndo passando de 1,5 A para a proteina e, de 1,0 A para o inibidor
1. Esse resultado sugere que ha uma boa interagdo entre a enzima e o inibidor,
ou seja, o inibidor 1 se acomoda bem nas cavidades do sitio ativo, para o tempo

simulado, mostrando estabiliza¢do do sistema e corroborando com os resultados
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sugeridos através do calculo da energia total, descrito no Apéndice D. Esse
comportamento foi semelhante a todas as outras simulagdes para os sistemas
BsNH/inibidores ¢ os 3 sistemas BsNH/substrato ¢ também para os sistemas

CfNH/inibidores ¢ os 3 sistemas C/NH/substrato.
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Grafico 4 Variacdo do DRMQ temporal para a simulagdo BsNH/Inibidor 1. A
curva da enzima esta representada em preto ¢ a do inibidor, em
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Grafico 5 Variagdo DRMQ temporal para a simulagdo CfNH/Inibidor 1. A curva
da enzima esté representada em preto e a do inibidor, em vermelho

Nas Tabelas 10 e 11, sdo exibidos os resultados gerais para as médias e
desvios padroes dos DRMQ temporais, bem como os desvios maximos. Nela
estdo avaliados os desvios para a BsNH (Tabela 10), C/NH (Tabela 11) ¢ para os
ligantes e substratos de forma independente. Para cada sistema, as médias dos
DRMQ temporais para os ligantes e substratos ficaram sempre abaixo de 1,0 A e
para as proteinas ficaram sempre abaixo de 1,5 A, indicando, assim, a

estabilidade dindmica das simulagdes.
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Tabela 10 Médias dos DRMQ temporais e desvios médios tomados ao longo de
cada sistema simulado com a BsSNH

Sistema Média Desvio padrao Maximo

gnm/A! !nm/A!

Sistema Proteina 0,112 (1,12) 0,0074 0,160 (1,60)
inosina inosina 0,028 (0,28) 0,010 0,087 (0,87)
Sistema Proteina 0,115 (1,15) 0,0074 0,173 (1,73)
adenosina  adenosina 0,034 (0,34) 0,013 0,093 (0,93)
Sistema Proteina 0,118 (1,18) 0,0075 0,169 (1,69)
uridina uridina 0,036 (0,36) 0,014 0,120 (1,20)
Sistema 1 Proteina 0,119 (1,19) 0,0079 0,162 (1,62)
inibidor 1 0,030 (0,30) 0,0097 0,083 (0,83)

Sistema 2 Proteina 0,114 (1,14) 0,0075 0,155 (1,55)
inibidor 2 0,044 (0,44) 0,017 0,080 (0,80)

Sistema 3 Proteina 0,116 (1,16) 0,0083 0,176 (1,76)
inibidor 3 0,033 (0,33) 0,013 0,112 (1,12)

Sistema 4 Proteina 0,117 (1,17) 0,0079 0,167 (1,67)
inibidor 4 0,036 (0,36) 0,014 0,106 (1,06)

Tabela 11 Médias dos DRMQ temporais e desvios médios tomados ao longo de

cada sistema simulado com a C/NH

Sistema Média Desvio padrio Maiximo
(nm/A) (nm/A)
Sistema Proteina 0,112 (1,12) 0,0068 0,147 (1,47)
inosina Inosina 0,032 (0,32) 0,011 0,081 (0,81)
Sistema Proteina 0,114 (1,14) 0,0071 0,155 (1,55)
adenosina  Adenosina 0,031 (0,31) 0,011 0,078 (0,78)
Sistema Proteina 0,115 (1,15) 0,0074 0,163 (1,63)
uridina Uridina 0,029 (0,29) 0,0090 0,068 (0,68)
Sistema 1 Proteina 0,115 (1,15) 0,0071 0,158 (1,58)
Inibidor 1 0,032 (0,32) 0,010 0,085 (0,85)
Sistema 2 Proteina 0,115 (1,15) 0,0070 0,147 (1,47)
Inibidor 2 0,044 (0,44) 0,017 0,135 (1,35)
Sistema 3 Proteina 0,116 (1,16) 0,0071 0,165 (1,65)
Inibidor 3 0,034 (0,34) 0,013 0,080 (0,80)
Sistema 4 Proteina 0,114 (1,14) 0,0070 0,165 (1,65)
Inibidor 4 0,027 (0,27) 0,0086 0,075 (0,75)
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Para confirmar a estabilizacdo estrutural no ambiente da simulagdo,
foram calculadas os DRMQ bidimensional (2D) e tridimensional (3D), em
relacdo a posi¢do média, sobre cada residuo de aminoacido da BsNH e C/NH.

Para cada DRMQ 2D (Graficos 6 e 7), em conjunto tem-se um DRMQ
3D (Figuras 18 e 19), a fim de ter-se uma visdo qualitativa e quantitativa de
todas as regides ao longo das dindmicas. Maiores valores do DRMQ (Figuras 20
e Grafico 8) e maiores espessamentos dos tubos nas Figuras 18 e 19 indicam os
residuos que sofreram maiores variagdes e correspondem as regides de loops
(GUIMARAES, 2010).

Ja os residuos da regido do sitio ativo e das alfa hélices e folhas beta,
apresentam um menor valor de DRMQ (Graficos 6 ¢ 7), revelando assim, a

maior estabilidade destas regides.
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Grafico 6 Variagdo do DRMQ espacial para a simulagdo BsNH/Inibidor 1. Em
preto, a variagdo da BsNH (cadeia principal + cadeia lateral); em
vermelho a cadeia principal e, em verde, a cadeia lateral
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Grafico 7 Variagdo DRMQ espacial para a simulagdo C/NH/Inibidor 1. Em
preto, a variagdo da CfNH (cadeia principal + cadeia lateral); em
vermelho a cadeia principal e, em verde, a cadeia lateral

Figura 18 Ilustracdo qualitativa do DRMQ espacial para o sistema
BsNH/Inibidor 1. Quanto maior a espessura do tubo, maior o

DRMQ. O ligante foi omitido na figura
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Figura 19 Ilustracdo qualitativa do DRMQ espacial para o sistema
CfNH/Inibidor 1. Quanto maior a espessura do tubo, maior o
DRMQ. O ligante foi omitido na figura

5.5.2 Anilise do comportamento dinimico dos inibidores no sitio ativo da
BsNH

Para visualizagdo do comportamento dinamico de cada inibidor dentro
do sitio ativo, foram selecionados, para cada sistema, os residuos diretamente
envolvidos com as principais interagdes com cada inibidor. Ou seja, aqueles
residuos responsaveis pela estabilizacdo destes inibidores no interior do sitio
ativo da BsNH. Esta sele¢do foi realizada levando em considera¢do os resultados
obtidos nos estudos por ancoramento molecular discutidos na sessdo 5.3, bem
como também alguns importantes residuos que ndo foram observados naqueles
estudos.

Com a sucessdo dos quadros da dindmica molecular para o inibidor 1, no

sitio ativo da BsNH (Figura 20) ,foi possivel observar que este inibidor
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permaneceu preso dentro do sitio ativo durante toda a simulagdo. Este fato
confirma a boa intera¢@o deste inibidor com a enzima, ou seja, ele apresenta um
maior poder inibitério quando comparado aos outros inibidores, corroborando
com os resultados de ancoramento molecular.

Durante toda a dinamica foi possivel observar que o inibidor 1
permaneceu entre os residuos Phe188, His262, Asn60, Asnl01 e Asnl181 (Figura
20). Dentre os residuos citados anteriormente, somente a Phel88 e a His262, de
acordo com o estudo por ancoramento molecular, ndo realizam ligacdo de
hidrogénio com o inibidor 1. Porém, durante o estudo de dinamica molecular, foi
possivel observar que estes residuos podem ter contribuido para a permanéncia
deste inibidor no interior do sitio ativo.

De acordo com os graficos de distancia, observou-se que o residuo
Phel88 comecou em uma distancia de 7,0 A. Ao longo da dinimica ele se
aproximou ¢ se estabilizou em uma distancia entre 5,7 e 6,1 A do inibidor 1
(Grafico 8). Ja a His262 se estabilizou em uma distancia entre 5,0 e 6,0 A
(Grafico 9) (considerando que as distancias sdo medidas entre os pontos médios
de cada molécula). Os graficos de distancia dos outros residuos se encontram no

Apéndice E.



Figura 20 Quadros da dinamica molecular do inibidor 1 no sitio ativo da BsNH
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Grafico 8 Variagdo da distancia entre o residuo Phel88 e o inibidor 1, durante a

simula¢do de DM
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Grafico 9 Variagao da distancia entre o residuo His262 ¢ o inibidor 1, durante a
simulacdo de DM

De acordo com o estudo por ancoramento molecular, foi possivel
observar que o inibidor 1 realiza ligacdo de hidrogénio com 8 residuos de
aminoécidos. Como observado na dindmica molecular, este inibidor chegou a
formar 6 ligacdes de hidrogénio com a BsNH nos primeiros picossegundos de
simulagdo (Grafico 10), duas interagdes a menos do que observado no estudo de
docking. Esta diferenca pode ser explicada pelo fato de alguns aminoacidos

possuirem liga¢des fracas, que s@o faceis de romper no decorrer da dindmica.



92

Ligagdes Hidrogénio

T T T T T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

tempo (ps)

Grafico 10 Numero de ligagdes de hidrogénio formadas entre o inibidor 1 e a
BsNH

A sucessdo dos quadros da dindmica molecular para o inibidor 2, no sitio
ativo da BsNH (Figura 21) ,mostrou que este inibidor permaneceu durante toda a
dinadmica entre os residuos Phel88, His262, Asnl01 e Glul00. E importante
observar que todos os residuos de aminoacidos citados anteriormente, de acordo
com o estudo por ancoramento molecular, ndo realizam liga¢do de hidrogénio
com o inibidor 2, porém, durante o estudo de dindmica molecular foi possivel
observar que estes residuos se acomodam proximos da nucleobase do inibidor 2
(Figura 21) e provavelmente realizam algum tipo de interacdo, contribuindo
assim, para a permanéncia deste inibidor no interior do sitio ativo.

Também ¢é importante observar na Figura 21, que o inibidor 2 apresenta
um menor nimero de residuos proximos da nucleobase quando comparado ao

inibidor 1 (Figura 20). Este fato provavelmente pode ser responsavel pela menor
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estabilidade do inibidor 2 com relagdo ao inibidor 1 no interior do sitio ativo,
resultado também sugerido no estudo por ancoramento molecular.

De acordo com os graficos de distancia (Grafico 11), foi possivel
observar que o residuo Phe188 estabilizou-se em uma distancia entre 5,0 € 6,0 A
do inibidor 2, j4 a His262 estabilizou-se em uma distancia entre 4,5 ¢ 5,5 A
(Grafico 12). A Asnl01 comecou em uma distancia de 11 A, se aproximou do
inibidor 2 e estabilizou-se apos os 5000 ps de dindmica entre aproximadamente
8,0 ¢ 9,5 A (Grafico 13). Por ultimo, observou-se que o residuo Glul00
comecou em 12 A e se aproximou do inibidor 2 a partir dos 3000 ps de
dinamica, estabilizando-se entre as distAncias de aproximadamente 6,5 e 7,5 A
(Grafico 14).

Figura 21 Quadros da dindmica molecular do inibidor 2 no sitio ativo da BsNH
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simulacdo de DM
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De acordo com a dindmica molecular, observou-se que o inibidor 2
chegou a formar até 7 ligagdes de hidrogénio com a BsNH, a partir dos 4000 ps
de simulagdo e se estabilizou entre 3 ¢ 5 ligagcdes de hidrogénio (Grafico 15)
corroborando com os estudos de ancoramento molecular, onde foi observado
que este inibidor realiza 6 ligacdes de hidrogénio com os residuos de

aminoacidos no interior do sitio ativo.

Ligagdes Hidrogénio

T T T T T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

tempo (ps)

Grafico 15 Numero de ligagdes de hidrogénio formadas entre o inibidor 2 ¢ a
BsNH

Com a sucessdo dos quadros da dindmica molecular para o inibidor 3 no
sitio ativo (Figura 22), foi possivel observar que este inibidor permaneceu entre
os residuos Phel88 e Asnl81 durante toda a dindmica. Entrentanto, como pode-

se observar na Figura 22, este inibidor mudou bastante de posi¢do, quando
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comparado aos inibidores 1 e 2, ou seja, este inibidor ndo estd fortemente ligado
ao sitio ativo, corroborando com os resultados de ancoramento molecular.

De acordo com os estudos por ancoramento molecular, os residuos
Phe188 ¢ Asnl81 ndo realizam ligagdo de hidrogénio com o inibidor 3. Porém,
durante o estudo de dinamica molecular foi possivel observar que estes residuos
podem ter contribuido para a permanéncia deste inibidor no interior do sitio
ativo, ja que eles permanecem proximos do inibidor durante toda a simulagao.

De acordo com os graficos de distancia, observou-se que o residuo
Phel188 permaneceu a maior parte da dindmica entre as distancias de
aproximadamente 5,0 e 6,0 A do inibidor 3 (Grafico 16). Ja a Asn181 comegou
em uma distancia de aproximadamente 8,0 A. Ao longo da dindmica ela se
aproximou e se estabilizou em uma distancia entre aproximadamente 6,0 A ¢ 7,5

A do inibidor 3 ap6s 3000 ps de simulagio (Grafico 17).

Figura 22 Quadros da dinamica molecular do inibidor 3 no sitio ativo da BsNH
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Grafico 16 Variacdo da distancia entre o residuo Phe188 e o inibidor 3 durante a

simulacdo de DM
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De acordo com o estudo por ancoramento molecular, foi possivel
observar que o inibidor 3 realiza ligacdo de hidrogénio com 6 residuos de
aminoacidos, resultado semelhante ao sugerido pela dindmica molecular por
meio da analise do numero de ligagdes de hidrogénio formadas. Como ¢é
mostrado no Grafico 18, houve a formacao de até 7 ligagdes de hidrogénio entre
o inibidor 3 e a BsNH, com a permanéncia de 3 a 4 ligacdes desde os primeiros

picossegundos até final da simulagao.

Ligagbes Hidrogénio
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Grafico 18 Numero de ligagdes de hidrogénio formadas entre o inibidor 3 ¢ a
BsNH
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Com a sucessdo dos quadros da dindmica molecular para o inibidor 4 no
sitio ativo (Figura 24), foi possivel observar que este inibidor oscilou bastante
em torno da sua posi¢do inicial. Resultado também sugerido pelo estudo por
ancoramento molecular, onde foi possivel observar que este inibidor possui uma
menor estabilidade no interior do sitio ativo quando comparado aos outros
inibidores.

De acordo com a Figura 23, foi possivel observar que o inibidor 4
permanece durante toda a dindmica entre os residuos Phel88, Asn60 e Gly59.
Dentre estes residuos, a Phel88 e a Gly59, de acordo com o estudo por
ancoramento molecular, ndo realizam ligagdo de hidrogénio com o inibidor 4,
porém durante o estudo de dindmica molecular foi possivel observar que estes
residuos permanecem proximos da nucleobase do inibidor e podem ter
contribuido para sua permanéncia no interior do sitio ativo.

De acordo com os graficos de distancia, observou-se que o residuo
Phe188 , durante os primeiros picossegundos de dindmica até aproximadamente
os 5000 ps, permaneceu entre 5,0 ¢ 6,0 A de distincia do inibidor 4. A partir dos
6000 ps até o final da simulagdo a Phe188 permaneceu entre aproximadamente
6,0 ¢ 7,0 A de distancia do inibidor (Gréafico 19). Ja a Gly59 comegou em uma
distancia de 8,5 A do inibidor 4 e somente a partir dos 5000 ps de dindmica se
estabilizou em uma distincia entre aproximadamente 6,0 e 7,0 A do inibidor
(Grafico 20). A grande variagdo de distancia destes residuos com relagdo ao
inibidor 4, observada durante a simulag@o, também contribui para a instabilidade
deste inibidor no interior do sitio ativo. O grafico de distancia para o residuo

Asn60 se encontra no Apéndice E.
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Figura 23 Quadros da dinamica molecular do inibidor 4 no sitio ativo da BsNH
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Grafico 19 Variagdo da distancia entre o residuo Phe188 e o inibidor 4 durante a
simulacao de DM
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Grafico 20 Variagado da distancia entre o residuo Gly59 e o inibidor 4 durante a
simula¢do de DM

De acordo com a dindmica molecular, observou-se que o inibidor 4
chegou a formar até 9 ligagdes de hidrogénio com a BsNH, porém estas ligagdes
sdo instaveis, permanecendo de 2 a 4 ligagdes durante um maior tempo de
simulagao (Gréfico 21). De acordo com o estudo por ancoramento molecular, foi
possivel observar que o inibidor 4 realiza ligagdo de hidrogénio com 6 residuos
de aminodacidos. Essa diferenca pode ser explicada pela provavel instabilidade
de alguns aminoacidos, que possuem interacdes fracas e sdo faceis de romper no
decorrer da dindmica, o que pode ser explicado pelo fato de alguns aminoacidos

possuirem liga¢des fracas, que s@o faceis de romper no decorrer da dindmica.
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Grafico 21 Numero de liga¢des de hidrogénio formadas entre o inibidor 4 ¢ a

BsNH

5.5.3 Analise do comportamento dinimico dos substratos no sitio ativo da
BsNH

Também foram realizados estudos por dindmica molecular entre a BSNH
e os substratos naturais inosina, adenosina e uridina, com o objetivo de se avaliar
o comportamento destes compostos no sitio ativo da BsNH e comparar com os
resultados obtidos no estudo por ancoramento molecular discutidos na sessdo
5.3.

Com a sucessdo dos quadros da dindmica molecular para a inosina no
sitio ativo da BsNH (Figura 24), foi possivel observar que este substrato
permaneceu preso dentro do sitio ativo durante toda a simulac¢do. Este fato

confirma a boa interacdo deste substrato no sitio ativo. Ou seja, ela apresenta
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uma maior afinidade pela enzima, quando comparado aos substratos adenosina e
uridina, corroborando com os resultados de ancoramento molecular ¢ com 0s
resultados experimentais descritos por Horenstein et al. (1991) e Versées et al.
(2001).

Durante toda a dindmica, foi possivel observar que a inosina permaneceu
entre os residuos Phel88, Asn60, Asnl01 e Gly59 (Figura 24). Dentre os
residuos citados anteriormente, somente a Phe188 ¢ a Gly59, de acordo com o
estudo por ancoramento molecular, ndo realizam ligagdo de hidrogénio com a
inosina. Porém, durante o estudo de dindmica molecular foi possivel observar
que estes residuos podem ter contribuido para a permanéncia deste substrato no
interior do sitio ativo.

De acordo com os graficos de distancia, observou-se que o residuo
Phel88 comegou em uma distancia de 5,5 A. Ao longo da dinimica, ele se
afastou e permaneceu entre as distancias de aproximadamente 6,0 ¢ 8,5 A da
inosina (Grafico 22). Ja a Gly59 permaneceu em uma distancia entre 7,0 ¢ 8,5 A
(Grafico 23). Os graficos de distancia dos outros residuos se encontram no

Apéndice E.



Figura 24 Quadros da dinamica molecular da Inosina no sitio ativo da BsNH
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Grafico 22 Variacdo da distancia entre o residuo Phel88 e a Inosina, durante a

simulacdo de DM
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Grafico 23 Variacdo da distancia entre o residuo Gly59 e a Inosina, durante a
simula¢do de DM

De acordo com o estudo por ancoramento molecular, foi possivel
observar que a inosina realiza ligacdo de hidrogénio com 7 residuos de
aminoacidos, corroborando com os resultados obtidos nos estudos de dindmica
molecular. De acordo com o Grafico 24, a inosina chegou a formar até 7

ligagdes de hidrogénio durante a simulagdo e manteve em torno de 5.
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Grafico 24 Numero de ligagdes de hidrogénio formadas entre a Inosina e a
BsNH

A sucessdo dos quadros da dindmica molecular para a adenosina no sitio
ativo (Figura 25) mostrou que ela se comporta de forma semelhante & inosina,
permanecendo durante toda a dindmica entre os residuos Phel88, Asn60,
Asnl01 e Gly59. Porém, de acordo com a Figura 25, a adenosina mostrou uma
maior oscilacdo com relagdo a sua posicdo inicial quando comparada a inosina
(Figura 24).

Dentre os residuos de aminoacidos citados anteriormente, de acordo com
o estudo por ancoramento molecular, somente a Phel88 e a Gly59, como
também foi observado para inosina, ndo realizam ligacdo de hidrogénio com a
adenosina. Porém, durante o estudo de dindmica molecular foi possivel observar

que estes residuos se acomodam proximos da nucleobase do substrato (Figura
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25) e, provavelmente, podem ter contribuido para a permanéncia da adenosina
no interior do sitio ativo.

De acordo com os graficos de distdncia, foi possivel observar que o
residuo Phe188 comecou em uma distancia de 5,0 A, aproximou-se da adenosina
a partir dos 2000 ps e permaneceu até o final da simulagdo entre as distidncias de
aproximadamente 4,5 e 6,0 A (Grafico 25). Ja a Gly59 permaneceu a maior
parte da simulagdo entre as distincias de aproximadamente 6,0 ¢ 7,5 A da
adenosina (Grafico 26). Os graficos de distancia dos outros residuos se

encontram no Apéndice E.

Figura 25 Quadros da dindmica molecular da Adenosina no sitio ativo da BsNH
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Grafico 25 Variagdo da distincia entre o residuo Phel88 e a Adenosina, durante
a simula¢ao de DM
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Grafico 26 Variagdo da distancia entre o residuo Gly59 e a Adenosina, durante a
simulacao de DM
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De acordo com o estudo por ancoramento molecular, foi possivel
observar que a adenosina realiza ligagdo de hidrogénio com 7 residuos de
aminoacidos. Como observado na dinamica molecular, este substrato chegou a
formar até 9 liga¢es de hidrogénio com a BsNH nos primeiros picossegundos e
se estabiliza entre 4 ¢ 6 ligagdes de hidrogénio durante toda a dindmica (Grafico

27), corroborando com os resultados de ancoramento molecular.
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Grafico 27 Numero de ligagdes de hidrogénio formadas entre a Adenosina ¢ a
BsNH
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Com a sucessdo dos quadros da dinamica molecular para a uridina no
sitio ativo (Figura 26), foi possivel observar que ela permaneceu durante toda
dindmica, apenas entre os residuos Asnl01 e Asp35. Este fato confirma que a
uridina ndo possui uma boa interacdo no sitio ativo. Ou seja, ela apresenta uma
menor afinidade pela enzima quando comparado aos substratos inosina e
adenosina, corroborando com os resultados de ancoramento molecular e com os
resultados experimentais descritos por Horenstein et al. (1991) e Versées et al.
(2001).

De acordo com o estudo por ancoramento molecular, foi possivel
observar que o residuo Asp35 ndo realiza ligagdo de hidrogénio com a uridina.
Porém, com o estudo de dindmica molecular, observou-se que este aminoacido
provavelmente ¢ importante para a permanéncia deste substrato no sitio ativo, ja
que ele permanece proximo da uridina durante toda simulagdo (Figura 26).

De acordo com os graficos de distancia, observou-se que o residuo
Asp35 comegou em uma distancia de aproximadamente 6,7 A, em seguida se
afastou e permaneceu entre as distdncias de aproximadamente 7,0 e 8,0 A da
uridina, a partir dos 4000 ps de dindmica (Grafico 28). O grafico de distancia

para o residuo Asn101 se encontra no Apéndice E.



Figura 26 Quadros da dinamica molecular da Uridina no sitio ativo da BsNH
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Grafico 28 Variagdo da distancia entre o residuo Asp35 e a Uridina, durante a

simula¢do de DM
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De acordo com o estudo por ancoramento molecular, foi possivel
observar que a uridina realiza ligacdo de hidrogénio com 7 residuos de
aminoacidos. Como observado na dinamica molecular, este substrato chegou a
formar até 6 liga¢des de hidrogénio com a BsNH (Grafico 29), uma ligagao a
menos do que observado no estudo por ancoramento molecular. Esta diferenga
pode ser explicada pela provavel instabilidade de alguns aminoécidos, que

possuem interacdes fracas e sdo faceis de romper no decorrer da dindmica.

Ligagao Hidrogénio
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Grafico 29 Numero de ligagdes de hidrogénio formadas entre a Uridina e a
BsNH

E importante observar, que tanto para o estudo de dindmica molecular
entre os quatro inibidores ¢ a BsNH, quanto entre os substratos ¢ a BsNH, o

residuo de aminoacido Phel88 se encontra préximo destes ligantes em todos os
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quadros da simula¢do. De acordo com os estudos de dindmica molecular,
observou-se que este residuo também faz parte do sitio ativo da BsNH, sendo
bastante importante para a estabilidade de todos estes ligantes no interior do sitio
ativo. Este resultado ndo foi observado no estudo por ancoramento molecular.

Ja o residuo Asnl01, se encontra proximo de todos os substratos naturais
e dos inibidores 1 e 2 em todos os quadros da simulagdo. Ou seja, foi observado
que este residuo também pertence ao sitio ativo da BsNH e também ¢ muito
importante para a estabilidade destes ligantes. Resultado também observado nos

estudos por ancoramento molecular.

5.5.4 Analise do comportamento dindmico do inibidor 1 e do substrato
natural inosina no sitio ativo da C/NH

De acordo com os estudos anteriores, o inibidor 1 foi considerado o
melhor inibidor e a inosina o melhor substrato, dentre os compostos estudados,
para BsNH. Com isso, também foi avaliado o comportamento destes dois
ligantes no sitio ativo da CfNH, a fim de validar a metodologia utilizada.

Para visualizagdo do comportamento dindmico do inibidor 1 e da inosina
dentro do sitio ativo da CfNH, foram selecionados, para cada sistema, os
residuos diretamente envolvidos com as principais interagdes com cada ligante.
Ou seja, aqueles residuos responsaveis pela estabilizagdo dos mesmos no interior
do sitio ativo. Esta selegdo foi realizada levando em considerag@o os resultados
obtidos nos estudos por ancoramento molecular discutidos na sessdo 5.4, bem
como também alguns importantes residuos que niao foram observados naqueles
estudos.

Com a sucessao dos quadros da dinamica molecular para o inibidor 1 no
sitio ativo da CfNH (Figura 27), foi possivel observar que este inibidor

permaneceu preso dentro do sitio ativo durante toda a simulac¢do. Este fato
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confirma a boa interagdo deste inibidor com a enzima, corroborando com os
resultados de ancoramento molecular.

Durante toda a dindmica, observou-se que o inibidor 1 permaneceu entre
os residuos Phel67, Asn160, Tyr225 ¢ Tyr229 (Figura 27). De acordo com o
estudo por ancoramento molecular, nenhum dos residuos citados anteriormente
realiza ligacdo de hidrogénio com o inibidor 1, porém, durante o estudo de
dindmica molecular foi possivel observar que estes residuos podem ter
contribuido para a permanéncia deste inibidor no interior do sitio ativo. Como
pode-se observar na Figura 28, o residuo Phel67 realiza interagdo hidrofobica
(m-stacking) com o inibidor 1 durante a simulagdo, sendo considerado um

residuo importante para a estabiliza¢do deste inibidor no sitio ativo da C/NH.

Figura 27 Quadros da dindmica molecular do inibidor 1 no sitio ativo da C/NH
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Figura 28 Interacdo hidrofobica entre o residuo Phel67 e o inibidor 1
observada durante a DM

De acordo com o estudo por ancoramento molecular, foi possivel
observar que o inibidor 1 realiza ligacdo de hidrogénio com 6 residuos de
aminoacidos. Como observado na dinamica molecular, este inibidor chegou a
formar até 10 ligacdes de hidrogénio nos primeiros picossegundos e se
estabilizou entre 3 e 5 ligagdes de hidrogénio durante a maior parte da dinamica

(Grafico 30), corroborando com os resultados de ancoramento molecular.
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Grafico 30 Numero de liga¢des de hidrogénio formadas entre o Inibidor 1 e a

C/NH

Com a sucessdo dos quadros da dindmica molecular para a inosina no
sitio ativo da CfNH (Figura 29), observou-se que ela permaneceu presa dentro
do sitio ativo durante toda a simulacdo. Este fato confirma a boa interagcdo da
inosina com a enzima, corroborando com os resultados de ancoramento
molecular.

Durante toda a dindmica foi possivel observar que a inosina permaneceu
entre os residuos His82, Arg233, Asn39, Tyr225 e Tyr229 (Figura 29). Dentre
os residuos citados anteriormente, de acordo com os estudos por ancoramento
molecular, somente a Tyr225, Tyr229 e a Arg233 ndo realizam ligacdo de
hidrogénio com a inosina. Porém, durante o estudo de dinamica molecular foi

possivel observar que estes residuos permanecem muito proximos da nticleobase



118

durante toda simulagdo e provavelmente interagem com a inosina, ou seja, eles
podem ter contribuido para a permanéncia deste substrato no interior do sitio

ativo da C/NH.

Figura 29 Quadros da dindmica molecular da Inosina no sitio ativo da C/NH

De acordo com o estudo por ancoramento molecular, observou-se que a
inosina realiza ligacdo de hidrogénio com 7 residuos de aminoacidos. Como
observado na dindmica molecular, este substrato chegou a formar até 9 ligagoes
de hidrogénio e se estabilizou entre 4 ¢ 6 ligagdes de hidrogénio durante a maior
parte da dindmica (Grafico 31), corroborando com os resultados de ancoramento

molecular.
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Grafico 31 Numero de ligagdes de hidrogénio formadas entre a Inosina e a

CNH

De acordo com os estudos de dindmica molecular, foi possivel observar
que os residuos Tyr225, Tyr229 e Phel67 também fazem parte do sitio ativo da
CfNH, sendo bastante importantes para a estabilidade de todos estes ligantes no
interior do sitio ativo. Este resultado ndo foi observado no estudo por
ancoramento molecular.

Outro aspecto importante, observado no estudo de dindmica molecular,
foi que o inibidor 1 se comporta de forma semelhante no sitio ativo da BsNH e
C/NH, interagindo com praticamente os mesmos aminoacidos. Este resultado
certametne sugere mais uma vez que € possivel se utilizar inibidores de CNH
como ponto de partida em estudos de modelagem molecular para a proposicao

de inibidores seletivos de BsNH.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Devido a grande identidade sequencial (45,1%) entre a enzima molde e
a enzima alvo, foi possivel construir um modelo consistente para a estrutura
tridimensional da BsNH com uma excelente qualidade estereoquimica. Esta
enzima modelada permitiu a realizacdo dos estudos de docking e dinamica do
presente trabalho.

Os resultados obtidos mostraram que a BsNH pode ser um alvo no
combate a brucelose e que os inibidores de C/NH estudados neste trabalho sdo
promissores inibidores desta enzima. A andlise dos resultados dos célculos de
energia por ancoramento molecular mostraram que ha uma correlagdo linear
entre os resultados tedricos e experimentais para os inibidores em ambas as
enzimas, BsNH e CfNH. Resultado este que valida o ancoramento molecular
como uma técnica capaz de prever qualitativamente a afinidade de um ligante
por determinado alvo molecular.

Dentre os inibidores estudados, o inibidor 1 foi eleito como o mais
promissor a prototipo inibidor para a BsNH, uma vez que apresenta um menor
valor de energia de interagdo intermolecular quando comparado aos outros
inibidores ¢ com os substratos naturais. Além disso, apresenta uma maior
estabilidade no sitio ativo, bem como menores valores de energia de ligacao de
hidrogénio total e de constante de inibi¢do, quando comparado aos demais
inibidores estudados.

Os resultados obtidos pelas simulagdes por dindmica molecular dos
inibidores ¢ substratos nos sitio ativos da BsNH e C/NH confirmam os
resultados obtidos com o ancoramento molecular, mostrando que estes
inibidores permanecem bem ancorados dentro do sitio ativo durante o tempo

simulado, em todos os sistemas.
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Foi possivel observar a proximidade e a permanéncia dos residuos que
realizaram ligagdes de hidrogénio com cada inibidor, assim como o numero
médio dessas ligagdes. Corroborando com os resultados sugeridos pelo
ancoramento molecular.

Os calculos de energia de ancoramento molecular, aliados as simulagdes
por dindmica molecular, sugerem que o inibidor 1, como mencionado
anteriormente, ¢ o mais promissor para o planejamento de potenciais inibidores
para a BsNH e a presenca de alguns aminoacidos como Phel88, His262, Asn60,
Asnl01 e Asnl81 sdo importantes para a estabilidade deste inibidor no sitio
ativo da BsNH. Ou seja, sugere-se de acordo com estes estudos, que os residuos
de amonoacidos Asnl101, His262 e Phe188 também fazem parte do sitio ativo da
BsNH, interagindo na maioria dos casos, com os inibidores e substratos naturais
estudados.

Observou-se também que, tanto os resultados de energia intermolecular
obtidos no ancoramento molecular quanto os resultados de dindmica molecular,
foram melhores para os inibidores 1-4 ¢ a enzima CfNH. Isso ja era esperado,

tendo em vista que os inibidores estudados netes trabalho sdo de C/NH.
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APENDICE

APENDICE A — Modelagem por homologia

A modelagem por homologia da BsNH foi realizada segundo o seguinte

procedimento:

1- Baixar a sequéncia fasta da enzima alvo (BsNH) no site do
Expasy(http://au.expasy.org/);

2- Baixar as estruturas cristalografica(s) dos molde(s)

noPDB(http://www.rcsb.org/pdb), no caso do presente trabalho, utilizou-se

como molde a enzima EcNH (c6digo-1YOE);

3- Abrir ambas as enzimas (alvo e molde) no programa Swiss-PdbViewer ¢

fitar as duas enzimas utilizando a opgao fit;

4- Salvar a etapa anterior como project;

5- Entrar no site do SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/) entrar na

opgao project mode esubmitt project;

6- Subemter o modelo gerado na etapa anterior aos testes de validagdo do PDB

utilizando a opg¢ao Validation Server.



A.1 — Testes de validacao
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APENDICE B - Parametrizacio dos inibidores.

O pacote GROMACS 4.0 ndo dispde de bibliotecas com as topologias
de moléculas diferentes de proteinas e acidos nucleicos, portanto, ¢ necessario
gerar os arquivos de topologia para essas moléculas antes de inclui-las no
sistema. Esse procedimento, chamado de parametrizagdo, foi feito no site
http//davapcl.bioch.dundee.ac.uk/programs/prodrg/  segundo o  seguinte
procedimento:

1 - Acessar o site
http//davapc1.bioch.dundee.ac.uk/programs/prodrg/prodrg.html;

2 - Editar o arquivo com as coordenadas .pdb da molécula;

3 - Copiar as coordenadas do arquivo e colar na janela do site;

4 - Selecionar as opgoes “full charges” e run PRDRG;

5 - Salvar a pasta de arquivos gerados pelo site;

6 - Corrigir as cargas no arquivo .itp, substituindo os valores calculados
pelo PRDRG pelos valores calculados no programa Gaussian 98;

7 - Copiar os arquivos .gro e .itp para a pasta onde serdo executados os

programas do pacote GROMACS 4.0.

APENDICE C - Programas do pacote GROMACS 4.0

A seguir sdo apresentados os programas executaveis do pacote
GROMACS 4.0 utilizados para gerar os arquivos de entrada, executar os
calculos de minimizacdo de energia ¢ de dindmica molecular e extrair

informacgdes dos arquivos de saida para posterior andlise.
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C.1 - Construindo os arquivos de entrada:

Para a construg@o dos arquivos de entrada, ¢ necessario apenas o arquivo
bsnh.pdb contendo as coordenadas espaciais da proteina. A sequéncia de
programas utilizados foi a seguinte:

e pdb2gmx -f bsnh.pdb -p bsnh.top -o bsnh.gro -ignh;
e cditconf -bt cubic -f bsnh_box.gro -o bsnh.gro -c -d 0.65;
e genbox -cp banh_box.gro -cs spc216.gro -o bsnh_boxwater.gro —
p bsnh.top;
o make ndx -fbsnh boxwater.gro.
Obs:. Os mesmos comandos foram utilizados para a enzima cfnh.

O programa “pdb2gmx” converte o arquivo .pdb da proteina no arquivo
bsnh.gro, contendo as coordenadas da proteina no formato que o pacote
GROMACS 4.0 reconhece, ¢ no arquivo proteina.top contendo os dados de
topologia da proteina.

O programa “editconf” gera, em torno da proteina, uma caixa de
tamanho adequado ao volume da mesma.

O programa “genbox” solvata o sistema, isto é, introduz nesta caixa as
moléculas do solvente.

O programa “make ndx” ¢é utilizado para criar arquivos dentro do

sistema, separados em grupos, para posterior analise.

C.1.1- Inserindo ions para equilibrar a carga do sistema

Como os sistemas estudados ndo apresentaram carga liquida zero, foi
necessario incluir ions para equilibrar as cargas. As enzimas apresentaram
cargas negativas em todos os casos; foram adicionados ions Na'. Estes fons

foram inseridos no sistema segundo o procedimento descrito abaixo:
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1 - Executar o programa genion para gerar os ions:
e grompp -f stprmdp -c bsnh boxwater.gro -p banh.top -o
bsnh_stpr.tpr —n;
e genion -s bsnh stpr.tpr -o bsnh ions.gro —pname‘“Simbolo
quimico do cation” -nq “carga do ion negativo” —random;
Obs:.0s mesmos commandos foram utilizados para a enzima cfnh
2 - Na opgdao “Select a group”, selecionar sempre o grupo
correspondente ao solvente;
3 — Subtrair, no arquivo .top abaixo da linha “[Molecules]”, o nimero de

moléculas do ion adicionado do nimero de moléculas do solvente.

C.2- Minimizacio de energia e dinimica molecular

Uma vez construidos os arquivos de entrada, a préxima etapa serd a
execu¢do dos programas para a minimiza¢ao de energia e simulagdo de dindmica
molecular. A sequéncia de programas utilizados foi a seguinte:

Para a minimizacao de energia:
e grompp -f stprmdp -c bsnh ions.gro -p bsnh.top -o
bsnh_stpr.tpr;
e genpr -fino.ligx -o ligkposre.itp;
e mdrun -e bsnh stpr.edr -v -s bsnh_stpr.tpr -0 bsnh_stpr.trr -c
bsnh_stpr.gro -g stpr>&stpr.job &.

Para a dindmica das moléculas de dgua:

e grompp -f st.mdp -c bsnh_stpr.gro -p bsnh.top -o bsnh_st.tpr;
e nohup mdrun -e¢ bsnh st.edr -v -s bsnh_st.tpr -0 bsnh_st.trr -c

bsnh_st.gro -g st>&st.job &.
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Para a dinimica molecular:

e grompp -f cg.mdp -c bsnh_st.gro -p bsnh.top -o bsnh_cg.tpr;

e nohup mdrun -e banh_cg.edr -v -s bsnh_cg.tpr -0 bsnh_cg.trr -¢
bsnh_cg.gro -g cg>&cg.job &;

o grompp -f I-bfgsmdp -c bsnh cg.gro -p bsnhitop -0
bsnh_Ibfgs.tpr;

e nohup mdrun -¢ bsnh Ibfgs.edr -v -s bsnh Ibfgs.tpr -o
bsnh_Ibfgs.trr -c bsnh_Ibfgs.gro -g Ibfgs>&Ilbfgs.job &.
Para a dindmica molecular com restri¢ao:
e grompp -f pr.mdp -c bsnh_Ibfgs.gro -p bsnh.top -o bsnh_pr.tpr;
e nohup mdrun -e pr.edr -v -s bsnh pr.tpr -0 bsnh pr.trr -c
bsnh_pr.gro -g pr>&pr.job &.
Para a dindmica molecular sem restri¢ao:
e grompp -f md.mdp -c bsnh_pr.gro -p bsnh.top -0 bsnh_md.tpr;
e nohup mdrun -e md.edr -v -s bsnh md.tpr -o bsnh md.trr -c

bsnh_md.gro -g md>&md.job &.

O programa grompp concatena dados dos arquivos de coordenadas
(.gro), de topologia (.top) e de parametros (.mdp) do sistema em um sé arquivo
que servira de arquivo de entrada para a execucao dos calculos que se seguirdo;

O programa mdrun da inicio a simulacdo e gera os arquivos de saida
proteina.trr, que contém todos os resultados do calculo. O arquivo
proteina_st.gro com as coordenadas do ultimo quadro gerado e o arquivos de log
e .job que descrevem o andamento do calculo.

Sdo os arquivos .mdp que contém os pardmetros do calculo a ser
realizado e, para cada tipo de célculo, foi utilizado um arquivo .mdp diferente.

Caso a dinadmica seja interrompida por algum motivo, é possivel dar

continuidade a partir do ponto de interrupgao. Para isso, ¢ utilizado o programa
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“tpbconv” para gerar um novo arquivo .tpr que servira de arquivo de entrada
para a continuagdo dos célculos:
e tpbconv -s banh md.tpr -f bsnh md.trr -e md.edr -o
bsnh_md]1.tpr -time 1378;
e nohup mdrun -v -s bsnh mdl.tpr -deffnm bsnh mdl >&
bsnh_mdl.job&
Obs:. Os mesmos comandos foram utilizados para a enzima cfnh.
Ap6s finalizada a dinamica, é possivel concatenar os arquivos gerados
antes e, apos a interrupcdo com 0s programas trjcat, para trajetdrias e eneconv
para energias:
e trjcat -o bsnh_mdt.xtc -f traj1.xtc traj.xtc;
e trjcat -o bsnh mdt.trr bsnh_md.trr banh md]1.trr;
e eneconv -0 bsnh_mdt.edr bsnh_md.edr banh_md1.edr;
Como os arquivos de trajetdria, .trr sdo muito grandes, ¢ conveniente
comprimi-los para slavar espago no disco rigido. Para isso, se utiliza o programa
“trjconv”: trjconv -f bsnh _md.trr -o banh _md.xtc

Obs:. Os mesmos commandos foram utilizados para a enzima cfnh.

C.3 - Procedimentos para a analise de resultados das dinAmicas

Ap6s concluida a dindmica molecular, foram executados os programas
para gerar os graficos de variacdo da energia e de DRMQ temporal e espacial, e
para extrair quadros ao longo da dindmica. Estes programas sdo apresentados
abaixo:

Para gerar o grafico de variacdo da energia total:

g _energy -f ener.edr —o energy.xvg.
O arquivo energia.xvg pode ser visualizado e manipulado com o programa

xmgrace.
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Para extrair quadros do sistema proteina ou INIB da caixa d’agua:

e make ndx -f bsnh md.tpr [usar o h (help) para criar um o grupo;
e trjconv -fit progressive -n index.ndx -f bsnh _md.trr(ou traj.xtc) -
s bsnh _md.tpr -o “bsnh”.pdb -b t; -e tg;
e trjconv -n index.ndx -f bsnh _md.trr -s bsnh _md.tpr -o bsnh.pdb
-b tr-e ty.
to— tempo 0; t—> tempo final
Usando t, = t;, extrai-se apenas o ultimo quadro da dinamica;
A opcao —fit progressive ajusta os quadros em relagdo ao seu anterior
progressivamente ao longo da dindmica.

Para gerar os graficos de DRMOQ temporal e DRMQ espacial:

Criar primeiro os grupos que se quer analisar com make ndx:
make ndx -fbsnh _md.tpr.
DRMQ temporal:

g rms -n index.ndx -s bsnh _md.tpr —f traj.xtc -o DRMQtemp.xvg.

DRMQ espacial:
g rmsf-n index.ndx —s bsnh md.tpr -f traj.xtc -o DRMQesp.xvg —res.

Para gerar os graficos de numero médio de ligacdes hidrogénio:

Criar primeiro os grupos que se quer analisar com make ndx:

make ndx -fbsnh _md.tpr.

Executa-se o programa g_hbond da seguinte forma:

g hbond —f traj.xtc —s bsnh_md.tpr —n index.ndx —num NumLigH.xvg,

em que NumLigH.xvg ¢ o arquivo que contém o niimero de ligacdes hidrogénio
formadas emfun¢ao do tempo de simulagao.

Gerar graficos de distancia

make ndx -f cfnh_md.tpr
g dist -f cfnh_mdt.xtc -s cfnh_md.tpr -n index.ndx -o ....xvg

Obs:. Os mesmos commandos foram utilizados para a enzima ctnh.
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Todos os arquivos com extensdo .xvg contidos neste trabalho

foramvisualmente analisados pelo programa XMGRACE.

APENDICE D —Grificos de Energia total
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Variagdo da energia total para o sistema C/NH/Adenosina.
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Variagdo da energia total para o sistema CfNH/Inosina.
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Variagdo da energia total para o sistema CfNH/Uridina.



APENDICE E — Grificos de Distancia
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155

Variagdo da distancia entre o residuo Asn60 e o Inibidor 1, durante a simulacao

de DM.



156

1,3 Inib. 1_Asn101
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Variagdo da distancia entre o residuo Asnl01 e o Inibidor 1, durante a simulacao
de DM.
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Variagdo da distancia entre o residuo Asnl81 e o Inibidor 1, durante a simulacao
de DM.
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Variagdo da distancia entre o residuo Asn60 e o Inibidor 4, durante a simulagao
de DM.
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Variagdo da distancia entre o residuo Asn60 e a Inosina, durante a simulagdo de
DM.
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Variagdo da distancia entre o residuo Asnl01 e a Inosina, durante a simulagdo de
DM.
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Variagdo da distancia entre o residuo Asn60 e a Adenosina, durante a simulagao
de DM.
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Variagdo da distancia entre o residuo Asnl0l e a Adenosina, durante a
simulacdo de DM.

1,5 1

Uridina_Asn101 |

1,4

1,34

1,24

1,14

1,04

Distancia (nm)

0,9 -

0,8 -

0,7 -

T T T T T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

tempo (ps)

Variagdo da distancia entre o residuo Asnl01 e a Uridina, durante a simulagio
de DM.



