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RESUMO

Albumina de Soro Humano (HSA) € uma proteina com grande importancia biologica
especialmente por sua funcdo transportadora. Alteracdes em suas caracteristicas
de transporte € um problema chave em estudos atuais. O estresse oxidativo é
responsavel por causar grande parte dessas modificagbes em HSA, proteina que
sofre com as espécies reativas ao oxigénio (ROS). O excesso de ROS esta
diretamente relacionado ao processo de oxidacdo em proteinas. O trabalho foi
dividido em duas propostas distintas, onde na primeira os residuos de aminoacidos
de sitio I, Trp-214 e Lys-199, foram modificados computacionalmente e comparados
aos dados experimentais obtidos por colaboradores. Assim, foi avaliado as
alteracbes na afinidade de ligacdo com o composto fenilbutazona. Os agentes
taurina monocloramina (Tau-NHCI) e taurina dibromamina (Tau-Nbrz) foram usados
para oxidar a HSA. Foram observadas experimentalmente alteracoes
espectroscépicas na proteina resultantes da oxidacdo do Trp-214, indicando a
formacgao de N'-formylkynurenine (NFK). A oxidacdo da HSA via Tau-NBr2 gerou um
significante aumento na constante de associacdo com a fenilbutazona, o que néo foi
verificado via Tau-NHCIl. Os residuos Trp-214 e Lys-199 foram substituidos
computacionalmente e simulados pelos respectivos produtos da oxidacdo. A energia
de interacdo calculada usando a fungcdo Amber score mostrou que a forma nativa da
HSA apresentou uma energia de interacdo menor do que para os casos oxidados,
HSA com Trp-214 modificado para NFK e HSA com Lys-199 modificada para sua
forma carbonilada. Assim, os resultados computacionais corroboraram com os
obtidos experimentalmente indicando que as alteracbes oxidativas dos residuos de
aminoacidos no sitio | da HSA afetam suas propriedades de ligacdo. Na segunda
proposta, a Albumina de Soro Bovino (BSA), uma proteina homéloga a HSA, foi
avaliada por sua estrutura similar e por possuir algumas especificidades em sua
sequéncia primaria. A analise computacional revelou que HSA oferece algumas
vantagens como a preferéncia pela ligacdo de compostos em comparagcdo a BSA.
Neste trabalho, a mesma abordagem computacional e experimental foi usada para
caracterizar as especificidades na afinidade de ligacéo entre as proteinas humana e
bovina. O composto 4-(Dicyanomethylene)-2-methyl-6-(4-dimethylaminostyryl)-4H-
pyran (DCM) foi utilizado nessas analises. As simula¢des de docking e dinamica
molecular mostraram que o composto apresenta uma maior afinidade verificada
pelas energias de ligacdo para as interacdes no sitio | da HSA comparado aos sitios
Il e lll, e o deslocamento do DCM de seu sitio de ligacdo na presenca de compostos
de mesmo sitio mostrou que o mesmo ocorre experimentalmente. Também foi
mostrado pelas simulagdes computacionais que o DCM possui maior afinidade de
ligacdo para a HSA (sitio I) comparado ao mesmo sitio da BSA, e esses resultados
corroboraram com a medida experimental das constantes de associacao (avaliado
por fluorescéncia e pela supressao da fluorescéncia intrinseca das proteinas). Em
geral, esses resultados sugerem a existéncia de especificidades nas caracteristicas
de ligacdo entre as espécies da albumina, indicando potenciais causadores das
diferencas e fornecendo pontos de partida para estudos futuros envolvendo essas
proteinas e compostos com propriedades farmacoldgicas.

Palavras-chave: Albumina. HSA. BSA. Estresse Oxidativo. Afinidade de Ligacéo.

Fenilbutazona. DCM. Analise Computacional e Experimental.



ABSTRACT

Human Serum Albumin (HSA) is a protein of great biological importance especially
for its transport function. Alterations in its transport characteristics are a key problem
in current studies. Oxidative stress is responsible for causing most of these
alterations in HSA, a protein that suffers from reactive oxygen species (ROS). The
excess of ROS is directly related to the oxidation process in proteins. The work was
divided into two distinct proposals. In the first one the amino acid residues of site I,
Trp-214 and Lys-199, were computationally modified and compared to the
experimental data obtained by collaborators. Thus, the alterations in the binding
affinity with the compound phenylbutazone was evaluated. The agents taurine
monochloramine (Tau-NHCI) and taurine dibromamine (Tau-NBrz) were used to
oxidize HSA. Spectroscopic changes in the protein resulting from the oxidation of
Trp-214 were observed experimentally, indicating the formation of N*-
formylkynurenine (NFK). The oxidation of HSA via Tau-NBr2 generated a significant
increase in the association constant with Phenylbutazone, which was not verified by
Tau-NHCI. Trp-214 and Lys-199 residues were computationally replaced and
simulated by the respective oxidation products. The binding energy calculated using
the Amber score function showed that the native form of HSA had a lower binding
energy than for oxidized cases, HSA with Trp-214 modified to NFK and HSA with
Lys-199 modified to its carbonylated form. Thus, the computational results
corroborated with those obtained experimentally indicating that the oxidative
alterations of the amino acids residues in the site | of HSA affect its binding
properties. In the second proposal, Bovine Serum Albumin (BSA), a protein
homologous to HSA, was evaluated for its similar structure and for presenting some
specificities in its primary sequence. Computational analysis revealed that HSA offers
some advantages related to the binding of compounds over BSA. In this work, the
same computational and experimental approach was used to characterize the
specificities in the binding affinity between human and bovine proteins. The
compound 4-(Dicyanomethylene)-2-methyl-6-(4-dimethylaminostyryl)-4H-pyran

(DCM) was used in these analyzes. Molecular docking and molecular dynamics
simulations showed that the compound has a higher affinity verified by the binding
energies for interacting at site | of HSA compared to sites Il and Ill, and the
displacement of DCM from its binding site in the presence of compounds from the
same site showed that the same occurs experimentally. It was also shown by
computer simulations that DCM has a higher affinity for binding to HSA (site I)
compared to the same site of BSA, and these results corroborated with the
experimental measurement of association constants (evaluated by fluorescence and
by the quenching of intrinsic fluorescence of proteins). In general, these results
suggest the existence of specificities in the binding characteristics between the
albumin species, indicating potential causes of the differences and providing starting
points for future studies involving these proteins and compounds with
pharmacological properties.

Keywords: Albumin; HSA; BSA; Oxidative Stress; Binding Affinity; Phenylbutazone;
DCM; Computational and Experimental Analysis.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Representacdo na forma de cartoon da estrutura cristalogréafica
da proteina HSA (PDB ID: 2BXC). Os dominios estdo homeados e coloridos
de acordo com seus subdominios. O subdominio A esté representado pelas
cores azul escuro (I), verde escuro (Il) e amarelo (lll), enquanto o
subdominio B esta representado pelas cores azul claro (I), verde claro (1) e
vermelho (IIl). Sua estrutura foi resolvida pelo método de difragdo de raios-
X, com resolucéo de 3.14

Figura 2: Alinhamento entre as sequéncias primarias das proteinas HSA e
BSA. Os residuos estéo coloridos de acordo com a seguinte representagao:

alta conservacao (vermelho), baixa conservacao (azul) e neutro (preto).

Representacédo preparada usando a ferramenta MultiAlin [37].
Figura 3: Representacdo na forma de cartoon da estrutura cristalografica da

proteina BSA (PDB ID: 40R0). Os dominios estdo nomeados e coloridos de
acordo com seus subdominios. O subdominio A esta representado pelas
cores azul escuro (I), verde escuro (Il) e amarelo (lll), enquanto o
subdominio B estéa representado pelas cores azul claro (1), verde claro () e
vermelho (II). Sua estrutura foi resolvida pelo método de difracdo de raios-
X, com resolucéo de 2.58A.

Figura 4: Representacéo ilustrativa da metodologia de busca por cavidades
por meio de esferas sobre a superficie molecular do receptor. (a) Cada
esfera é gerada tangente aos pontos de superficie i, j com o centro na
superficie normal do ponto i. (b) Representacdo esquematica de um
pequeno sitio de ligacdo formado por cinco &tomos (roxo). As esferas (azul)
sdo geradas usando pontos da superficie molecular (verde) com seus
centros que se encontram ao longo dos vetores normais da superficie.
Figura 5: Transformacdo dos residuos para mimetizar o processo de

oxidacdo. Representacdo tridimensional dos residuos mudando de a)
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triptofano para b) N'-formylkynurenine, e de c¢) lisina para d) lisina

carbonilada. Imagem preparada usando UCSF chimera.
Figura 6: Resultados do Docking molecular entre a HSA e o composto

DCM. As orientacbes do DCM com as menores energias da funcdo Amber
score para cada sitio de ligacao da HSA estdo apresentadas em amarelo
(sitio 1), azul (sitio 1), e verde (sitio Ill). Os recortes mostram uma visdo de
cada sitio, onde os pontos em volta do ligante representam sua superficie
molecular. As energias de ligacdo calculadas entre o DCM e a HSA foram -

46.0 kJ/mol, -43.8 kJ/mol, e -45.1 kJ/mol, respectivamente. Representacao
preparada usando UCSF Chimera.

Figura 7: Mapas de interacdo. Representacdo das interacbes entre

fenilbutazona e a) HSA, b) HSA com Trp-214 modificado para N'-
formylkynurenine (W*214), e d) HSA com Lys-199 modificado para sua
forma carbonilada (K*199). A legenda na base apresenta todos os tipos de
interacdo avaliadas pelo programa Maestro, com, em particular, ligagdes de
hidrogénio representadas pelas setas na cor rosa e interacdes hidrofébicas
em verde. As medidas das distancias e orientacdes das cadeias laterais
para a conformacdo na Figura 1lc sugerem que apenas a ligacdo de
hidrogénio envolvendo a Lys-199 esta ocorrendo (a interacdo com a Lys-
205 apenas aparece na representacdo devido instru¢cdes do algoritmo do
Maestro). Representacbes preparadas usando Maestro (Schrodinger
Release 2017-2: Maestro, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017).

Figura 8: Resultados de Docking molecular entre a HSA e o composto
DCM. As orientacbes do DCM com as menores energias da funcdo Amber
score para cada sitio de ligacdo da HSA estdo apresentadas em amarelo
(sitio 1), azul (sitio Il), e verde (sitio Ill). Uma visédo detalhada de cada sitio
estd apresentada em destaque, onde o0s pontos em volta do ligante
representam sua superficie molecular. As energias de ligacdo calculadas
entre o DCM e a HSA foram -46.0 kJ/mol, -43.8 kJ/mol, e -45.1 kJ/mol,
respectivamente. Representacéo preparada usando UCSF Chimera.

Figura 9: RMSD entre o composto DCM e HSA durante os 20 ns das

simulacdes de dinamica molecular. Os célculos mostram a estabilidade do
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ligante durante sua interagdo no a) sitio I, b) sitio Il, e c) sitio Ill da HSA. Os
graficos mostram que o DCM possui estabilidade similar nos sitios | e lll,
sendo menos estavel no sitio Il. A leve diferenca entre esses dois sitios &

evidenciada pelas energias de ligacdo apresentadas na Tabela 3.
Figura 10: Comparacgao entre as estruturas da HSA e BSA. As orientagdes

do DCM com as menores energias da funcdo Amber score para o sitio | de
cada proteina estdo apresentadas em amarelo (HSA) e vermelho (BSA). As
estruturas da HSA e BSA estdo coloridas em azul e verde,
respectivamente. O recorte mostra uma visao detalhada do sitio | de cada
proteina, onde os pontos em volta do ligante representam sua superficie
molecular. As energias de ligacéo calculadas entre DCM-HSA e DCM-BSA
foram -46.0 kJ/mol e -37.0 kJ/mol, respectivamente. Representacao

preparada usando UCSF Chimera.
Figura 11: RMSD do composto DCM no sitio | das proteinas HSA e BSA

durante os 20ns das simulacdes de dinamica molecular. Os calculos
mostram a estabilidade do ligante durante sua interacdo com a) HSA, e b)
BSA. Os gréaficos mostram que o DCM é mais estavel durante sua interacédo
com a HSA. Essa diferengca é corroborada pelas energias de ligagéo
mostradas na Tabela 4. Esses resultados também sugerem que o ligante
possa identificar as especificidades entre 0 mesmo sitio dessas duas
proteinas homologas.

Figura 12: Mapas de interacdo. Representacdo do DCM durante sua
interacdo com a) HSA, e b) BSA, ambas no sitio I. O algoritmo do Maestro
avaliou todos os tipos de interacdo possiveis. No entanto, a legenda na
base mostra apenas as interagdes que estdo ocorrendo, em particular,
ligagBes de hidrogénio (setas em rosa), e interagdes hidrofébicas (residuos
em verde). Representacdes preparadas usando Maestro (Schrodinger
Release 2019-3: Maestro, Schrédinger, LLC, New York, NY, 2019).

Figura 13: Representacdo da rede cubica infinita utilizada nas simulagdes

de MD. A caixa central de simulacdo estda em detaque ao centro da

imagem, seguida por suas réplicas ao longo de todo o espaco.
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1 INTRODUCAO

A albumina do soro € a principal proteina do plasma sanguineo encontrando-
se em grandes concentracdes [2]. Ela possui grande importancia no metabolismo de
diversos compostos, participando diretamente do controle da pressdo osmatica e do
pH sanguineo [3]. As albuminas sdo carregadas negativamente e sédo altamente
soluveis em agua, sendo assim responsaveis também pela distribuicdo de liquidos
nos tecidos [4]. Devido a essas caracteristicas, as proteinas séricas atuam de
maneira eficiente no transporte e distribuicdo de compostos [5,6], sendo alvo de
varios estudos, os quais tentam elucidar os mecanismos envolvidos na interacédo
dessas proteinas com pequenas moléculas de interesse biolégico [7]. Diferentes
espécies de albuminas séo conhecidas, sendo a humana (HSA) e bovina (BSA) os
principais alvos de estudo presentes na literatura, as quais apresentam em torno de
25-30% de variedade em suas sequéncias primarias [8,9,10].

Albumina de Soro Humano (HSA) possui a caracteristica de interagir de
maneira reversivel com diversos farmacos [11], o que a torna uma das principais
proteinas de transporte no corpo humano. Ela compfe aproximadamente 60% do
total de proteinas no corpo humano [2]. Sua sequéncia de aminoacidos é constituida
por 585 residuos, dentre eles um Unico residuo de triptofano que é um aminoacido
gue sofre com o processo de oxidacao [12,13]. Trés dominios (1,1l e Illl) formam sua
estrutura, cada um sendo composto por dois subdominios (A e B) [14], de acordo

com a figura 1.
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Figura 1: Representacdo na forma de cartoon da estrutura cristalogréfica da
proteina HSA (PDB ID: 2BXC). Os dominios estdo nomeados e coloridos de
acordo com seus subdominios. O subdominio A esta representado pelas cores
azul escuro (l), verde escuro (I1) e amarelo (I11), enquanto o subdominio B
esta representado pelas cores azul claro (1), verde claro (I1) e vermelho (I11).
Sua estrutura foi resolvida pelo método de difracéo de raios-X, com resolucéo

de 3.1A4.

Dominio Il

Dominio Il /

1B

Dominio |

Fonte: Elaborado pelo autor.

O desequilibrio entre a producédo enddgena e a neutralizacdo das espécies
reativas aos oxigénio (ROS) € a principal causa do estresse oxidativo [15], gerando
dano em tecidos e biomoléculas, tais como céancer e doencas neurolbgicas e
degenerativas [16,17,18,19]. As proteinas possuem aminoacidos suscetiveis a
oxidacdo e isso pode causar modificacdes em suas estruturas secundaria e terciaria,
alterando a capacidade delas em exercerem suas principais funcdes [20]. Dentre as
moléstias causadas pela exposicdo de proteinas a um ambiente de estresse

oxidativo, a diabetes, por exemplo, € causada pela alteracdo na habilidade da

Albumina de Soro Humano (HSA) em desempenhar sua fungédo como antioxidante
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[21,22]. Essa proteina € altamente afetada pelo processo de oxidacao [23]. HSA é
encontrada no plasma sanguineo, em condi¢cdes fisiologicas, em duas formas,
reduzida e oxidada, sendo a primeira predominante (70-80%) [24,25]. Diversas
doencas, dentre elas complicacdes renais, diabetes e doencgas no figado, estédo
diretamente relacionadas com a oxidacdo da HSA, aumentando a concentracao de
sua forma oxidada [26,27,28]. Essas alteracbes também podem ter influéncias na
afinidade de farmacos pela HSA, afetando a eficacia dessas drogas [29].

Albumina de Soro Bovino (BSA) é uma proteina que, apesar de apresentar
variacfes em sua sequéncia de residuos de aminoacidos (figura 2), possui estrutura
semelhante a HSA [29], como apresentado na figura 3. Por serem proteinas
homdlogas, a BSA apresenta dominios parecidos com a HSA em estrutura
(RMSD=5.6A) e sequéncia (75.6% de identidade e 92.6% de similaridade). Sua
estrutura possui trés dominios (I, Il e lll), sendo esses rearranjados em dois

dominios menores (A e B), e ela € composta por 583 aminoacidos [26].

Figura 2: Alinhamento entre as sequéncias primarias das proteinas HSA e BSA. Os

residuos estdo coloridos de acordo com a seguinte representacdo: alta conservacao

(vermelho), baixa conservacgao (azul) e neutro (preto). Representacéo preparada usando a
| ferramenta MultiAlin [32].
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 3: Representacdo na forma de cartoon da estrutura cristalogréafica da
proteina BSA (PDB ID: 40R0). Os dominios estdo nomeados e coloridos de
acordo com seus subdominios. O subdominio A esta representado pelas cores
azul escuro (1), verde escuro (1) e amarelo (111), enquanto o subdominio B
esta representado pelas cores azul claro (1), verde claro (I1) e vermelho (I11).
Sua estrutura foi resolvida pelo método de difragdo de raios-X, com
resolucéo de 2.58A.

Do‘ml'nio ]

Dominio |

Fonte: Elaborado pelo autor.
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2 MOTIVACAO E OBJETIVOS

Baseado nas caracteristicas da HSA como uma proteina carreadora e dos
efeitos causados pela oxidacdo de seus residuos, a primeira proposta do trabalho foi
composta pela modificacdo dos aminoacidos que mais sofrem alteragbes em um
ambiente oxidativo. Os agentes taurina cloramina (Tau-NHCI) e taurina dibromamina
(Tau-NBr2) foram utilizados experimentalmente para avaliar essas alteracbes na
HSA, as quais foram medidas pelo comportamento no composto Fenilbutazona
(ligante de sitio | [31]) durante sua interagdo com HSA. Uma abordagem
experimental e computacional foi empregada, na qual foram medidas as contantes
de associacdo para as formas nativa e oxidada da proteina e esses dados foram
comparados com o0s valores de energia obtidos, para ambos o0s casos, pelas
simulagdes de docking molecular.

Em seguida, devido a necessidade do entendimento a respeito das funcdes
das proteinas HSA e BSA como proteinas carreadoras no corpo, a segunda
proposta do trabalho teve como objetivo a investigacdo dos sitios de ligacdo da
HSA, destacando as especificidades das principais regides de ligacdo de compostos
e sua comparacdo com 0sS mesmo sitios de sua proteina homologa BSA. A sonda
fluorescente 4-(Dicyanomethylene)-2-methyl-6-(4-dimethylaminostyryl)-4H-pyran
(DCM), que possui propriedades oticas, por exemplo, sendo muito utilizada como
agente dopante [32], foi empregada nas andlises a fim de caracterizar o
comportamento das albuminas em sua presenca. Os dados das simulacdes de
docking e dindmica molecular obtidos foram correlacionados com os resultados
experimentais, indicando possiveis diferencas nas propriedades de ligacdo entre
essas proteinas e o ligante avaliado.
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3 METODOLOGIA

A identificacdo de regides alvo, interacdo com diferentes compostos quimicos
com essas regibes e mapeamento das interagcbes € realizado utilizando
majoritariamente técnicas de docking molecular e simulagées de dindmica molecular

na sua forma convencional.

3.1 Docking Molecular

O docking molecular é tradicionalmente o processo de “encaixar’ pequenas
moléculas (também chamadas de ligantes) a macromoléculas (receptores). Consiste
em uma técnica computacional que pode empregar diversos algoritmos, em especial
condicionados a potenciais fisicamente razoaveis. O processo de docking, em geral,
consiste em uma busca exaustiva de conforma¢des com a mais baixa energia de
interacdo. Energias baixas indicam uma forte interacdo atrativa, podendo bloquear
regibes especificas, dificultar transicdes ou atuar alostericamente, interferindo na
acdo ou cascata de sinalizagdo celular, e assim apresentar propriedades
farmacologicas desejaveis.

Os calculos de docking molecular envolvendo as proteinas HSA e BSA
(receptores) e os compostos Fenilbutazona e DCM (ligantes) foram preparados com
o programa UCSF Chimera v1.10.2 [33] e realizados por meio do programa UCSF
Dock v6.7 [41].

Inicialmente, o UCSF Chimera reconstréi trechos da proteina ou atomos
guando estes ndo estdo presentes na estrutura do receptor utilizando uma biblioteca
de rotameros [34], caso necessario. A preparacdo das estruturas € realizada pelo
programa/script DockPrep que adiciona hidrogénios e calcula as cargas do receptor.
O campo de forca ff99SB foi utilizado para os residuos essenciais e o AM1-BCC
para os ndo-essenciais. O Antechamber realizou 0 mesmo procedimento para 0s
ligantes.

A busca por possiveis cavidades para a interacdo proteina-ligante € realizada
pela geracdo de uma superficie proteica e uso do algoritmo desenvolvido por
Richards [35] e adaptado por Connolly [36]. O script DMS constr6i uma esfera do
tamanho de uma molécula de agua (1.4A) e a desliza sobre a superficie de Van der

Waals do receptor.Essa etapa calcula o vetor normal a superficie em cada ponto da
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superficie. Essas cavidades recebem o nome de clusters, seguindo os padrdes do
dock UCSF.

Sao calculadas esferas sobre toda a superficie por meio do script SPHGEN.
O raio de cada esfera pode variar entre 1.4A e 4.0A. Esta representacéo €, entdo,
selecionada, mantendo apenas as cavidades onde cabem o0 maior niumero de
esferas. O conjunto filtrado é associado a cada possivel cavidade de interacdo no
receptor. A figura 4 mostra uma representacéo das esferas geradas.

Figura 4: Representacdo ilustrativa da metodologia de busca por cavidades por meio de
esferas sobre a superficie molecular do receptor. (a) Cada esfera é gerada tangente aos
pontos de superficie i, j com o centro na superficie normal do ponto i. (b) Representacdo
esquematica de um pequeno sitio de ligacdo formado por cinco atomos (roxo). As esferas
(azul) sdo geradas usando pontos da superficie molecular (verde) com seus centros que se
encontram ao longo dos vetores normais da superficie.

a)

Fonte: Figura extraida de http://dock.compbio.ucsf.edu/DOCK_6/tutorials.

Uma caixa € construida no cluster contendo as esferas selecionadas. Essa
etapa € realizada pelo script SHOWBOX. Essa caixa abrange todas as esferas de
interesse e possui margens de 8A em todas as direcdes. Esse tamanho foi suficiente

para os ligantes utilizados. S&o geradas grades de 0.3A pelo script GRID. Essas
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grades sdo necessarias para evitar a sobreposicao de atomos durante o calculo das

interacoes.

O processo de docking molecular emprega o algoritmo de "Ancoragem e
Crescimento” (do inglés, Anchor and Grow). Nessa etapa, o qual o ligante é tratado
como flexivel, favorecendo estericamente o encaixe. O ligante é separado em
subestruturas nao rigidas que funcionam como ancoras no processo de encaixe. Em
seguida, sado crescidas as subestruturas flexiveis do ligante, respeitando a geometria
do receptor. A proxima etapa do algoritmo de “Anchor and Grow”, consiste em
orientar a ancora rigidamente no sitio ativo do receptor. Sdo avaliadas orientacées
de ancoragem e otimizadas mediante as funcdes de pontuacdo e o minimizador
simplex [37]. Cada pose é entdo classificada energeticamente pela funcdo de
pontuacdo Grid Score. Essa funcdo é composta por interacdes eletrostéticas e

restricBes estéricas. As interacdes sdo descritas pela Equacéo 1.

ligante receptor A q qJ
E= ((++3320 5) o
Z Z Ij

onde i e j formam o par de &tomos em que a energia esta sendo calculada e,
no primeiro termo, conhecido como Potencial de Lennard-Jones, Aj e Bj sado os
valores dos raios de Van der Waals do par; a e b sdo definidos pelos valores padrao:
12 e 6; no segundo termo, denominado Potencial Coulombiano, q e r sdo a carga e o
raio de cada atomo, respectivamente; 332,0 é a constante dielétrica do meio
ajustada para obter a energia em Kcal/mol.

Na proxima etapa do processo, € entdo realizada uma reclassificacdo
energética que consiste no emprego da funcdo Amber Score e permite reavaliar as
configuracdes obtidas na primeira fase do processo empregando o campo de forca
do AMBER [38]. A etapa reduz o custo computacional ao longo do processo de
"anchor and grow" e acomoda melhor ligante e cadeias laterais sob o ponto de vista
energético. O Amber Score realiza uma dinamica molecular utilizando solvente
implicito. Nessa etapa, o ligante e os residuos do receptor proximos a ele sao

flexiveis, mantendo os 4tomos distantes do sitio de ligacdo congelados.
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Neste processo a energia € calculada empregando o modelo de solvatacao
GB/SA [38]:

E E (E

.= — + FE. . )

Ligacéo Complexo Receptor Engante (2)
onde ELigacao € a diferenca entre a energia do complexo e a soma das energias

do receptor e ligante, Ecomplexo € @ energia associada aos pares de atomos (receptor-

ligante) participando da interac&o, Ereceptor € ELigante S80 as energias associadas aos

atomos do receptor e aos atomos do ligante de maneira individual, respectivamente.

A energia total do sistema, E, é dada por:
EzEMM +( Ep—sol + Enp—sol) (3)

sendo Epso € Enpsol as partes eletrostatica e ndo-polar da energia de

solvatacao, respectivamente.

Ainda, Emm pode ser obtido por meio do potencial definido pelo campo de

forca do Amber:

V= Y K@ Y K @0yt YV (1rcosn )
r 0 % 0 2 n

Ligagdes Covalentes Angulos Diedros

£ Y K (A-SHk @ Py @

LJ 12 6 Cc 1
Ligagdes Nao—Covalentes r r Dr

Na expressdo, o primeiro termo é um potencial harménico que modela
ligacbes covalentes e r representa a distancia entre os atomos envolvidos. As
variaveis com indice 0 sdo valores padrées do campo de for¢a. O segundo termo da
expressao € um potencial harménico , onde 6 é o angulo formado por trés atomos
interligados covalentemente. Esse parametro, assim como o anterior, também é uma
definicho geométrica da quimica organica. O terceiro termo esta relacionado a
modelagem quiral, 0 que garante o correto arranjo de estruturas secundarias. O

mesmo termo € utilizado para ligagdes rigidas, conhecidas como diedros improprios.
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O quarto e ultimo termo, representa as interacdes de Lennard-Jones (potencial 6-12)
e as interacbes coulombianas, onde A e B sdo os valores dos raios de Van der
Waals e r o raio de cada atomo, g1 e g2 sédo as cargas dos pares de atomos
(receptor-ligante). K, Ke, Vn, KL € Kc séo as constantes do campo de forca do Amber
para cada termo do potencial.

O algoritmo gera 500 conformacdes para o complexo proteina-ligante. O
processo é repetido 1500 vezes por orientacdo do ligante, gerando um total de
750.000 calculos.

3.2 Dinamica Molecular

Simulacbes de dindmica molecular (DM) foram empregadas como uma
tentativa de acomodar os compostos adequadamente na cavidade do receptor ao
longo do tempo. As cavidades da proteina avaliada possuem baixa exposicdo ao
solvente. Assim, os calculos de docking partiram de uma estrutura previamente
gerada pela DM. Desse modo, essa etapa é essencial para a relaxagdo de cadeiais
laterais e acomodacao dos ligantes nas cavidades de interesse.

O pacote GROMACS v4.5.7 [40] foi empregado para a realizagdo da dinamica
molecular. A etapa de DM foi realizada utilizando caixas cubicas de 10A a partir das
bordas da proteina, solvente explicito com modelo de agua TIP3P e condi¢des
periddicas de contorno. Foi realizada uma neutralizacdo do sistema, por meio da
substituicdo de moléculas de agua por ions Cloro (CI) (0.15 mM). Esse processo
possibilita avaliar o comportamento do receptor e ligante. Sdo permitidos pequenos
rearranjos estruturais. Assim, é possivel avaliar a estabilidade das ligacGes entre
proteina e ligante.

O programa SWISSPARAM [41] foi empregado para a parametrizacdo dos
ligantes por meio do Web Server http://www.swissparam.ch/. Este programa realiza
uma parametrizacao especifica, voltada para o campo de forca CHARMM27 [42].

Foram realizados passos de 0.01A de minimizacdo por dois diferentes
métodos. Uma primeira minimizacdo utilizando o Steepest-Descent até a forca
méxima de 250.0kJ/mol/nm. Em seguida, utilizando o Método dos Gradientes
Conjugados até que a forca méaxima de 50.0kJ/mol/nm. O processo de equilibracdo

empregou uma DM de 100ps no ensemble Canénico (NVT) e uma DM de 100ps no
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ensemble “Isotérmico-Isobarico” (NPT). Foram utilizados passos de integracao de
2fs. ApOs esse processo, 0 sistema foi acoplado a um banho térmico até alcancar a
temperatura de interesse. As velocidades iniciais das particulas foram atribuidas de
maneira aleatéria por meio de uma distribuicdo de Maxwell-Boltzmann.

Foram simulados 20ns de DM com presséo e temperatura constantes. Esse
tempo foi considerado suficiente uma vez que o0s resultados obtidos foram
suportados por dados experimentais de colaboradores. No controle de pressao foi
empregado o barostato de Parrinelo-Rahman, utiizando o valor de 1atm. O controle
de temperatura foi realizado pelo termostato v-rescale, mantendo o valor de 295K.

As coordenadas e velocidades foram salvas a cada 10ps de simulacao.
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4 ALTERACAO DOS RESIDUOS DE AMINOACIDOS TRP-214 E LYS-199 DA
PROTEINA HSA VIA OXIDACAO

4.1 Resultados

Durante o estudo da oxidacdo dos residuos de aminoacidos Trp-214 e Lys-
199, foram usados os agentes oxidantes Tau-NBr2 e Tau-NHCI. Uma sequéncia de
testes experimentais foram realizados pelo grupo do Prof. Dr. Valdecir Farias
Ximenes da Unesp — Bauru com o intuito de caracterizar o comportamento desses
residuos antes e apds o processo de oxidacdo. Todos os dados experimentais que
serdo discutidos na secao seguinte foram obtidos pela aluna de doutorado Luiza de
Carvalho Bertozo.

Com base nos dados obtidos pelo grupo experimental, a proteina HSA foi
modelada computacionalmente para verificar a interagdo com 0 composto
Fenilbutazona, antes e apds o processo de oxidacdo. Foi realizada a substituicao
dos residuos Trp-214 e Lys-199 por N’-formylkynurenine e Lisina em sua forma
carbonilada, respectivamente. O  software  Avogadro (versdo  1.2.0.

http://avogadro.cc/) [43] foi usado para realizar essas alteracdes, conforme

apresentado na figura 5.
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Figura 5: Transformacdo dos residuos para mimetizar o processo de oxidagao.
Representacdo tridimensional dos residuos mudando de a) triptofano para b) N'-
formylkynurenine, e de c) lisina para d) lisina carbonilada. Imagem preparada usando
UCSF chimera.

a) b) ’L

<

Tryptophan N'-formylkynurenine
c) d)
ﬁﬁ——\/& —> \h—ﬂ
Lysine Lysine carbonylated

Fonte: Figura extraida de Bertozo et al. (2018).

Simulagces de docking foram realizadas entre a proteina HSA e o composto
Fenilbutazona, antes e apés as alteracdes que mimetizaram a oxidacao da proteina.
Foram geradas 500 conformacgfes e cada uma avaliada 1500 vezes. A afinidade de
ligacdo para a interacdo proteina-ligante foi avaliada por meio das energias obtidas

pela funcdo Amber Score. Os valores estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Valores obtidos para as energias de ligacéo entre HSA e PBZ

Sistema Energia de
Ligacado (kJ/mol)
HSA -21.3
HSAox via Tau-NBr2 -28.4
HSAox via Tau-NHCI -33.9

Fonte: Dados extraidos de Bertozo et al. (2018).
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A analise das interacfes para os trés casos, HSA em sua forma nativa e HSA

oxidada via Tau-NBr2 e Tau-NHCI, indica que ndo houve mudancga significativa na
orientacdo do ligante, figura 6. A tabela 1 permite observar uma diminuigdo
significativa nas energias de ligacdo para os casos envolvendo a oxidacdo da
proteina. Essa variacdo pode ser a causa da estabilizacdo do composto na proteina
oxidada por esse agente. As energias calculadas por meio da funcdo Amber Score
utilizaram solvente implicito. Simulagées de 10ns de MD foram realizadas com
solvente explicito, na tentativa de analisar o papel da &gua nas interacfes. A
caracteristica predominantemente hidrofobica dos sitios de ligacdo € reforcada pelo

fato de nao ser possivel visualizar nenhuma interacéo envolvendo o solvente.

Figura 6: Resultados do Docking molecular entre a HSA e o composto DCM. As
orientacGes do DCM com as menores energias da funcdo Amber score para cada sitio de
ligacdo da HSA estdo apresentadas em amarelo (sitio 1), azul (sitio 1), e verde (sitio 1l1).
Os recortes mostram uma visdo de cada sitio, onde os pontos em volta do ligante
representam sua superficie molecular. As energias de ligacao calculadas entre 0 DCM e a
HSA foram -46.0 kJ/mol, -43.8 kJ/mol, e -45.1 kJ/mol, respectivamente. Representacao
preparada usando UCSF Chimera.

Fonte: Figura extraida de Bertozo et al. (2018).
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Os mapas de interacdo apresentados na figura 7 permitem visualizar as
interacbes que estdo ocorrendo entre HSA e Fenilbutazona. A figura 7b permite
visualizar a predominancia de interacdes hidrofobicas estabilizando a ligacéo para o
caso da HSA oxidada via Tau-NBrz, enquanto a figura 7a mostra uma ligagao de
hidrogénio incluindo o residuo Glu-193 para o caso da proteina nativa. No caso da
oxidacdo via Tau-NHCI, figura 7c, podemos observar uma maior afinidade do
composto no sitio de ligacdo em comparacdo a proteina nativa, e essa interagdo é
mediada por ligacbes de hidrogénio, em particular com o residuo modificado. Os
residuos alterados estdo apresentados com o simbolo * em seus nomes, a fim de

facilitar a visualizacao.

Figura 7: Mapas de interacdo. Representacdo das interacdes entre fenilbutazona e a) HSA,
b) HSA com Trp-214 modificado para N'-formylkynurenine (W*214), e d) HSA com Lys-199
modificado para sua forma carbonilada (K*199). A legenda na base apresenta todos os tipos
de interacdo avaliadas pelo programa Maestro, com, em particular, ligacGes de hidrogénio
representadas pelas setas na cor rosa e interacGes hidrofbicas em verde. As medidas das
disténcias e orientacdes das cadeias laterais para a conformacdo na Figura 11c sugerem que
apenas a ligacdo de hidrogénio envolvendo a Lys-199 estd4 ocorrendo (a interagdo com a
Lys-205 apenas aparece na representacdo devido instrucdes do algoritmo do Maestro).
RepresentacOes preparadas usando Maestro (Schrodinger Release 2017-2: Maestro,

Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017).
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Fonte: Figura extraida de Bertozo et al. (2018).
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4.2 Discussao

Nessa proposta do trabalho, foi estudado o processo de oxidacédo da proteina
HSA, por meio dos residuos de aminoacidos Trp-214 e Lys-199, ambos presentes
no sitio | desta proteina e que sdo aminoacidos com grande potencial a serem
oxidados [44,45,46,47] neste sitio, utilizando o composto Fenilbutazona (ligante de
mesmo sitio) para avaliar esse mecanismo. Uma abordagem com base experimental
e computacional foi empregada.

Durante esse estudo, os agentes oxidantes Tau-NBr. e Tau-NHCI foram
empregados. Os residuos de sulfidrila sdo um alvo conhecido do Tau-NHCI em
proteinas [48], o que foi observado experimentalmente pela deplecdo desses
residuos na HSA, apresentando maior eficiéncia em comparacdo ao Tau-NBro.

O processo de oxidacdo via Tau-NBrz e Tau-NHCI também demonstrou que,
em relacdo a formacdo de grupos carbonila na albumina, o agente Tau-NBrz
apresentou maior eficiéncia. Embora a hipdtese levantada seja de que o Tau-NBrz
foi capaz de oxidar os residuos Trp-214 e Lys-199 no sitio | da HSA, isso nao
descarta a possibilidade de outros aminoacidos estarem participando do processo
de oxidacdo e, consequentemente, podendo causar mudancas na interacdo do
composto Fenilbutazona.

O método de dicroismo circular foi utilizado para o célculo das constantes de
associacao entre a proteina e o ligante, o qual se mostrou adequado, uma vez que
HSA e PBZ nado possuem sinais de CD no comprimento de onda observado,
indicando a formacdo do complexo. Em concordancia com o0s resultados
apresentados anteriormente, foi observado uma alteracdo no valor da constante de
associacdo para o caso da oxidagao via Tau-NBrz, enquanto nenhuma diferenca
significativa foi encontrada para o caso da oxidacao via Tau-NHCI, em comparacéao
a proteina nativa.

Os resultados obtidos via simulagdes computacionais, como esperado,
corroboraram com os experimentos. Em ambos os casos de oxidacao, as energias
de ligacdo encontradas entre HSA e PBZ foram menores do que para o caso da
proteina nativa. Para o caso da proteina oxidada por Tau-NBrz, além da alteracéo na
energia, uma interagcdo predominantemente hidrofobica foi observada. Uma vez que
o sitio de ligacdo possui baixa exposicdo ao solvente, essa estabilizacdo e

consequente aumento da constante de associagdo pode estar ligada ao fato da dgua
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nao conseguir acessar a regido de ligacdo. No caso da proteina oxidada via Tau-
NHCI, a alteracdo na energia de ligacdo esta relacionada a uma interacao
estabilizada por ligacbes de hidrogénio. Vale a pena notar que essas interagfes
podem ser consequéncia de fatores entalpicos, que muitas vezes sdo a causa
dessas forcas intermoleculares [49], e esse tipo de interacdo pode gerar um regime
dinamico de flutuacfes e expor o sitio de ligacéo, facilitando o acesso do solvente

nessa regiao.

4.3 Conclusdes

Foi observado pelas interagdes entre HSA e o composto Fenilbutazona que
as alteracdes oxidativas podem influenciar na ligacdo de compostos em HSA. Esse
€ um fator importante devido sua caracteristica como proteina transportadora e
susceptivel a oxidacdo e como ja indicado na literatura [26]. Os resultados
computacionais reforcam essa hipétese por meio da transformacédo dos residuos
Trp-214 em N’formylkynurenine e Lys-199 em sua forma carbonilada, onde ambas
as mudancas causaram alteragcbes nas energias de ligacdo. Esses resultados
indicam que as alteracbes provocadas pela oxidagédo da proteina HSA podem afetar
suas funcdes de transporte e modificar as caracteristicas farmacocinéticas dessas

moléculas.
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5 CARACTERIZACAO DE INTERACOES ENTRE AS PROTEINAS HSA E BSA
COM O COMPOSTO DCM

5.1 Resultados

A Albumina de Soro Humano (HSA) possui algumas regides descritas como
possiveis sitios de ligacdo de pequenos compostos [50]. Dentre essas regifes, 0s
principais sitios que sdo alvos de estudos atuais sdo os descritos como |, Il e Il
[51,52,53]. Na figura 8 € possivel visualizar o composto DCM e seu respectivo

encaixe em cada um desses trés sitios.

Figura 8: Resultados de Docking molecular entre a HSA e 0 composto DCM. As orientacfes
do DCM com as menores energias da fungdo Amber score para cada sitio de ligacdo da HSA
estdo apresentadas em amarelo (sitio 1), azul (sitio Il), e verde (sitio I1lI). Uma visédo
detalhada de cada sitio esti apresentada em destaque, onde os pontos em volta do ligante
representam sua superficie molecular. As energias de ligacdo calculadas entre 0 DCM e a
HSA foram -46.0 kJ/mol, -43.8 kJ/mol, e -45.1 kJ/mol, respectivamente. Representacao
preparada usando UCSF Chimera.

N=C.__C=N

HC

4-(Dicyanomethylene)-2-methyl-6-(4-
dimethylaminostyryl)-4H-pyran (DCM)

Fonte: Elaborado pelo autor. Dados ainda néo publicados.
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As energias de ligacao, calculadas por meio da funcdo Amber Score, séo
apresentadas na tabela 2. Esses valores mostram que o composto DCM se liga de
maneira similar nos trés sitios de ligagdo. No entanto, existe uma pequena diferenca
nas energias de ligagdo entre os trés sitios, antes e apds as simulac¢des de dinamica
molecular, indicando que o composto possui uma preferéncia a se ligar no sitio |
desta proteina, comparado aos outros dois sitios.

Tabela 2: Valores das energias de ligacdo obtidos via simulacdes de docking

molecular entre HSA e DCM, antes e ap08s as simula¢des de dinAmica molecular.

Sitio | Sitio Il Sitio IlI
Antes MD -42.1 -40.0 -41.7
Ap6s MD -46.0 -43.8 -45.1

Fonte: Elaborado pelo autor. Dados ainda ndo publicados
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Além disso, os sitios | e 11l possuem valores da energia muito préximos, e essa
correlacdo é evidenciada na Figura 9, onde é possivel visualizar os graficos de RMSD

(Root Mean Square Deviation). Esses graficos nos permitem comparar o
comportamento do ligante nos trés sitios de ligacdo durante os 20ns de simulacao.

Figura 9: RMSD entre o composto DCM e HSA durante os 20 ns das simulacdes de
dindmica molecular. Os célculos mostram a estabilidade do ligante durante sua interacdo
no a) sitio I, b) sitio 11, e c) sitio 11l da HSA. Os graficos mostram que o DCM possui
estabilidade similar nos sitios | e 111, sendo menos estavel no sitio I1. A leve diferenca entre
esses dois sitios é evidenciada pelas energias de ligacdo apresentadas na Tabela 3.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Dados ainda néo publicados.

Uma vez estabelecida a maior afinidade do DCM pelo sitio | da HSA, o passo

seguinte foi realizar a comparacao entre as interacdes desse composto com a



33

Albumina de Soro Bovino (BSA), uma proteina homdéloga a HSA. Na figura 10 é
possivel visualizar a sobreposicao das estruturas cristalograficas da HSA e BSA e o

respectivo encaixe do DCM no sitio | de cada proteina.

Figura 10: Comparacéo entre as estruturas da HSA e BSA. As orienta¢bes do DCM com as
menores energias da funcdo Amber score para o sitio | de cada proteina estdo apresentadas
em amarelo (HSA) e vermelho (BSA). As estruturas da HSA e BSA estdo coloridas em azul e
verde, respectivamente. O recorte mostra uma visdo detalhada do sitio | de cada proteina,
onde os pontos em volta do ligante representam sua superficie molecular. As energias de
ligagdo calculadas entre DCM-HSA e DCM-BSA foram -46.0 kJ/mol e -37.0 kJ/mol,
respectivamente. Representacao preparada usando UCSF Chimera.

Fonte: Elaborado pelo autor. Dados ainda néo publicados.

As energias de ligacdo, calculadas por meio da funcdo Amber Score, séo
mostradas na tabela 3. A diferenca nas energias de ligacdo entre as proteinas HSA
e BSA, antes e ap0s as simulacdes de dindmica molecular, revela que o composto
possui uma preferéncia a se ligar no sitio | da proteina HSA, comparado ao mesmo

sitio da proteina BSA.
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Tabela 3: Valores das energias de ligacdo obtidos via simulacdes de docking
molecular para o DCM no sitio | das proteinas HSA e BSA, antes e ap0s as simulacfes de

dinamica molecular

HSA (Sitio I) BSA (Sitio I)
Antes MD -42.1 -32.1
Apés MD -46.0 -37.0

Fonte: Elaborado pelo autor. Dados ainda néo publicados.

Os calculos de RMSD para a interacdo do composto DCM com as proteinas
HSA e BSA durante os 20ns das simulagbes de dindmica molecular sao
apresentados na figura 11. Esse resultado nos permite avaliar o comportamento do
ligante no sitio | de ambas as proteinas, complementando os valores de energias

obtidos e reforcando a maior afinidade do composto pela proteina humana.

Figura 11: RMSD do composto DCM no sitio | das proteinas HSA e BSA durante os 20ns das
simulacdes de dinamica molecular. Os calculos mostram a estabilidade do ligante durante
sua interacdo com a) HSA, e b) BSA. Os gréaficos mostram que o DCM é mais estavel durante
sua interacdo com a HSA. Essa diferenca é corroborada pelas energias de ligacdo mostradas
na Tabela 4. Esses resultados também sugerem que o ligante possa identificar as
especificidades entre o mesmo sitio dessas duas proteinas homdlogas.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Dados ainda néo publicados.

A Figura 12 mostra os tipos de interacdo que estdo ocorrendo nos casos
avaliados, fazendo-se possivel identificar as caracteristicas das interacées proteina-
ligante. A natureza destas interacdes é predominantemente hidrofobica (9 residuos

da proteina HSA e 11 residuos da proteina BSA envolvidos) e estabilizada por
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ligacbes de hidrogénio. A maior afinidade do composto DCM durante sua interacao
com a proteina HSA (Figura 12a), mostrada na tabela 3, pode ser uma
consequéncia do rearranjo estrutural sofrido pelo ligante para ser acomodar no sitio |

desta proteina.

Figura 12: Mapas de interacdo. Representacdo do DCM durante sua interacdo com a) HSA,
e b) BSA, ambas no sitio I. O algoritmo do Maestro avaliou todos os tipos de interacéo
possiveis. No entanto, a legenda na base mostra apenas as interagfes que estdo ocorrendo,
em particular, ligaces de hidrogénio (setas em rosa), e interac6es hidrofébicas (residuos em
verde). RepresentacOes preparadas usando Maestro (Schrodinger Release 2019-3: Maestro,

Schrodinger, LLC, New York, NY, 2019).
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Fonte: Elaborado pelo autor. Dados ainda néo publicados.

De acordo com os dados das simulagbes computacionais obtidos acima,
testes experimentais foram realizados, novamente em colaboragéo, pelo grupo do
Professor Valdecir Farias Ximenes — Unesp Bauru, no intuito de validar os
resultados tedricos. Todos esses resultados que seram discutidos na se¢ao seguinte
foram obtidos pela aluna de doutorado Luiza de Carvalho Bertozo e pela aluna de

mestrado Ana Julia Foganholi Carvalho Fernandes.
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5.2 Discussao

Utilizando a mesma abordagem da secdo anterior, foram analisadas as
caracteristicas de ligacdo da proteina HSA e as especificidades de seus trés
principais sitios de ligacdo. Para tal andlise, foi utilizado o composto DCM e a
proteina BSA (devido sua homologia com a HSA).

Neste trabalho, por meio de simulagbes computacionais, a comparacao entre
o comportamento do DCM durante sua interacdo nos trés sitios da HSA revelou
maior afinidade do composto em sua ligagdo no sitio I, comparado aos sitios Il e Il
A estabilidade do ligante mostra uma similaridade entre os trés sitios, revelando uma
leve preferéncia do composto a se ligar no sitio I (uma energia de ligacdo de,
aproximadamente, 0.9 kJ/mol menor que o sitio Ill). Os resultados experimentais de
fluorescéncia corroboraram os dados tedricos, mostrando que o DCM foi deslocado
do sitio | na adicdo do composto Fenilbutazona (ligante de sitio 1). A mesma analise,
usando compostos especificos dos sitios Il e 1ll, ndo mostrou alteracdes
significativas, de acordo com o esperado.

As diferencas na ligacdo do DCM no sitio | das proteinas HSA e BSA revelou
gue, experimentalmente, o DCM teve uma maior constante de associagao durante
sua interacdo com a proteina humana. Esse resultado foi validado pelo calculo das
constantes usando dois diferentes métodos, aumento da fluorescéncia do DCM e
supressdo da fluorescéncia intrinseca da HSA e BSA. Em concordancia, as
simula¢6es de dindmica molecular mostraram que esse composto é mais estavel no
sitio | da primeira proteina, comparado ao mesmo sitio da BSA e esse resultado é

corroborado pela diferenca de 9 kJ/mol nas energias de ligacao.

5.3 Conclusdes

O estudo da interacédo entre a proteina HSA e o composto DCM indicou que
essa ligacdo € mais estavel para o sitio I, em comparacdo aos outros dois sitios de
ligacdo avaliados. Além disso, analisando o comportamento do DCM no sitio | das
proteinas HSA e BSA, foi observado uma preferéncia do composto para interagir
com a proteina humana. Esses resultados computacionais séo plausiveis com
estudos usando diferentes composto que apresentam o mesmo comportamento

[9,54]. Deste modo, foi possivel indicar diferencas nas propriedades de ligacdo a
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pequenas moléculas entre essas duas proteinas, e esse resultado é relevante

devido a importancia dessas proteinas como carreadoras de diversos compostos.
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APENDICE A - Descricdo de algumas metodologias empregadas para as
simulagdes de dinamica molecular

Dinamica Molecular

A Dinamica Molecular Classica (DM) é uma técnica que avalia a evolucéo de
um determinado sistema de interesse ao longo do tempo. Esse método utiliza
potenciais classicos para descrever o comportamento do sistema, possibilitando
entender a dindmica desse sistema a nivel molecular. As primeiras simulacdes de
DM foram executadas por Alder e Wainwright, visando estudar o movimento de
particulas em um sistema e foi empregado um modelo de esferas rigidas para tal

analise [55].
Integracao das equacdes de movimento

As simulacdes de DM usam as leis de Newton da mecanica para descrever
os sistemas de interesse. Por meio da energia potencial V(ri), € possivel calcular a
forca Fi que age sobre as particulas i do sistema. Esse célculo é feito por meio da
derivada da energia potencial em relagdo a posi¢céo ri de cada particula, sendo i =

1,2,3,...,N, de acordo com a equacéo A.1.

F _ oV (r) (A.1)
: or;

A aceleragao ai pode ser calculada pela diviséo entre a for¢a Fi e a massa mi

de cada atomo:

F

a= (A.2)
L m,

A aceleragéo aj calculada pode ser substituida no algoritmo de Verlet [56,57]

para a obtencdo da posi¢cao de cada particula nos intervalos de tempo dt:
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ri(t+6t)=21i () i(t-6t)+a i(t) 6 (A-3)

Além disso, ainda por meio do algoritmo de Verlet, podemos obter as

velocidades vi de cada particula:

(ri(t +6t )—ri(t—5t)) (A.2)
26t

v, (t)=

Introduzindo pequenas modificagdes no algoritmo de Verlet, podemos reduzir
o erro entre termos grandes durante o célculo das velocidades. O chamado
algoritmo de Leap-Frog [58] permite calcular as velocidades e posicées com maior

precisdo numeérica:

r(t+6t)=r (t)+v (t+ )6t (A5)
i i i 2

v i+ )=y £ +2 yea (1) 6t (A.6)
i 2 i 2 i

Em resumo. a forca obtida pela derivada da energia potencial em relacdo a
posicao € utilizada para o célculo da aceleracéo, que inserida no algoritmo utilizado
gera as novas posi¢des das particulas para cada intervalo de tempo e o processo €

repetido durante todo o tempo de simulacao.

Controle datemperatura e presséo

Um dos métodos mais utilizados para o controle da temperatura durante o
processo da DM é o chamado termostato de Berendsen [59]. Uma temperatura
inicial € mantida fixa por meio do acoplamento do sistema a um banho térmico. No
processo de DM é feito um re-escalonamento das velocidades em cada passo de
integracdo, adequando a energia cinética para alcancar a temperatura desejada
[59,60]. Desse modo, com as restricdes de posicdes impostas para os atomos da
proteina e do ligante, o solvente tem liberdade para se ajustar corretamente ao

sistema.
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O processo de controle da presséo € realizado por meio da substituicdo da
variavel T por P. Além disso, as coordenadas dos atomos sdo usadas para substituir
as velocidades atdmicas. Um dos barostatos mais utilizados € o de Parrinelo-
Rahman [61]. Nesse modelo, o sistema de interesse (caixa de simulacdo da DM)
pode sofrer variacbes em sua forma e tamanho, de acordo com as condicdes
externas impostas. Em outras palavras, o sistema fica livre de restricbes para as
posicbes de modo que as particulas possam se adaptar as condicdes

termodinamicas impostas.

Minimizacéo de energia e equilibracéo

Para evitar a sobreposicao dos &tomos e ajustar suas posi¢des corretamente,
no inicio das simulacdes de DM, o sistema deve ser minimizado. O processo de
minimizacdo de energia busca as coordenadas adequadas de modo a minimizar a
energia potencial do sistema, otimizando a geometria dos atomos [60]. Nessa
técnica, o sistema é direcionado ao seu minimo local de energia mais proximo.
Assim, as deformidades na ligacdes quimicas e nos &angulos entre elas sdo
otimizadas por meio dos ajustes nas posi¢cdes atdmicas [60,62,63].

Dentre os métodos mais utilizados para realizar as minimizacdes de energia
em simulac6es de DM estdo o método do Steepest descent (SD) [64,65,66] e o
método dos gradientes conjugados (CG) [67]. O SD usa as derivadas primeiras para
encontrar o caminho de minimo. Esse método € utilizado para gerar uma primeira
minimizacdo, geralmente de uma estrutura que esta distante de um minimo. O CG
parte das derivadas primeiras ja encontradas para otimizar a busca pelo ponto de
minimo, evitando passos repetidos. Nesse método, o algoritmo realiza uma busca
em n dire¢cdes conjugadas, de modo que a progressdo em uma direcdo néo afete a
progressao nas outras direcoes.

Apo6s todo o processo de minimizacao, o sistema € levado de maneira gradual
a uma temperatura previamente estabelecida e as velocidades iniciais sao atribuidas

para as particulas por meio de uma distribuicdo de Maxwell-Boltzmann [68].

Condicdes Periodicas de Contorno (PBC)
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Mesmo com o avango do “poder” computacional ao longo dos ultimos anos,
uma simulacdo de DM, em geral, € aplicada a sistemas microscoépicos, i.e., 0
namero de atomos do sistema € muito menor que o numero de atomos de uma
amostra macroscopica. Esse maior nimero de particulas na superficie causam
efeitos de superficies indesejaveis. Com PBC as particulas sofrem o efeito das
forcas como se estivessem no interior do sistema.

Neste modelo sdo criadas réplicas da caixa cubica central, usada para
realizar a simulacdo, em todas as dire¢des, gerando uma rede cubica infinita. Deste
modo, cada particula localizada na regido de simulacao possui infinitas copias. Além
disso, 0 movimento da imagem € idéntico ao da particula original, fazendo com que
0 numero de particulas (densidade) seja conservado. Isso é possivel, pois se uma
particula sair da regido de simulagcdo, uma de suas imagens ira entrar nesta regiao

pela face oposta. Uma representacéo do algoritmo é apresentada na figura 13.

Figura 13: Representacdo da rede cubica infinita utilizada nas
simulacbes de MD. A caixa central de simulacéo estd em detaque
ao centro da imagem, seguida por suas réplicas ao longo de todo
0 espaco.

’%’ugi 3 ’7'0\3
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Fonte: Figura extraida do tutorial do GROMACS.
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Abstract

Human serum albumin (HSA) s a target for reactive oxygen species (ROS). and alterations of its physiological functions caused
by oxidation is a current issue. In this work, the amino-acid residues Trp-214 and Lys-199, which are located at site | of HSA, were
experimentally and computationally oxidized, and the effect on the binding constant with phemylbutazone was measured. HSA was
submitted to two mild oxidizing reagents, taurine monechloramine (Tau-MHCI) and taurine dibromamine (Tau-MEr,). The oxidation
of Trp-214 provoked spectroscopic alterations in the protein which were consistent with the formation of A-formyllynurenine. it
wias found that the oxidation of HSA by Tau-MBr,, but not by Taw-MHCI, provoked a significant increase in the association constant
with phenylbutazone. The alterations of Trp-214 and Lys-199 were modeled and simulated by changing these residues using the
putative oxidation products. Based on the Amber score function. the interaction energy was measured, and it showed that, while
native HSA presented an interaction energy of —21.3 k2imol, HSA with Trp-214 altered to N-formylkynurenine resulted in an
energy of —28.4 klimol, and HSA with Lys-199 altered to its carbonylated form resulted in an energy of -33.9 k3/mol. In summary,
these expenmental and theoretical findings show that oxidative alterations of amino-acid residues at site | of HSA affect its binding
efficacy. View Full-Text

Keywords: albumin; oxidative stress; taurine dibromamine; tryptophan; A-formylkynurenine; phenylbutazone
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RESUMO: A abordagen computacional
utlizada neste rabaiho envolve sSmulagdes de
docking e dindmca moleculsr para caractes|zar
Intaragdes entre as proteinas M & M2-1 do
hASV Essas peofeinas estio relscionadas
dretamente com 0 processd de infecgiio do
virus sncical respratdng humeno (ho inglés
fwnan respiraory syncytial virus, hRSV), agents
causador de (neccdes do balo respiraticio em
cecca de 12 milhdes de pesscas a cada amno
em diversos paises, stacanto peincipasiments
criangas e idosos. Foram avaliadas interacdes
envolvensa o compasto Ribavirina e & proteina
M, num processo de busca que partiv da andlise
das 1500 onentacbes possiveis para cada
uma das 500 conformacdes geradas (um total
the 750.000 estruturss avaisdas) por meo do
software UCSF Dock, usando para il o critério
the mais baixs energia. Apds a selecio do mais
provavel canddato, simulagoes de dndmica
malecular foram realizadas, sugenindo que st
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RIBAVIRINA

camposto miersge com a interface do dimerno da
proteina M e que 0 mesmo permanace estivel
nesta regado, possibiilando a desestabdlizacio
de forma dimerica e, com issa, imerfenindo na
aclo desta proteina. Por fim, &5 imeragdes
para o complexo M/M2-1 em suns formas
monomeéricas foram avaliagas, cnde gerou-
ge 2000 complexcs com © programa zDack.
dentre o5 quais for sedecionado o arranjo de
mencr energia E<ses resullsdos sugerem gue
a presanca da moldoula de Ribaviring influencia
ne inderacho enlre &s proteinas M e M2-1,
podendo desestabilizar esle complexo, cruciat
duranie o aclo de infecgdo por KRSV, sugerindo
ASSIM e emMprega em posshveis ratamentos
com o objelivo de indr ou prevenr a milecgio
viral,

PALAVRAS-CHAVE: Docking e Dindmica
molecular, hRSY, Proleinas M e M2-1,
Aibavirina.

COMPUTATIONAL EVALUATION OF
INTERACTIONS BETWEEN M AND M2
PROTEINS OF HUMAN RESPIRATORY
SYNCYTIAL VIRUS (HASV) AND RIBAVIRIN

ABSTRACT: The computasonal approach
used in ths work involves docking and
molecular dynamics smulations 1o characienze
imeractons between M and M2-1 protens of
hRSV. These protens are directly refated to the
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