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RESUMO

Ainda nos dias de hoje, o envenenamento ofidico ¢ um problema de saude publica,
afetando, sobretudo, regides de clima tropical, subtropical, particularmente areas rurais de paises
da Africa, Asia, Oceania e América Latina. No Brasil, os géneros de serpentes Bothrops ¢
Crotalus sao responsaveis por quase 95% dos acidentes ofidicos, enquanto o segundo género
apresenta alta taxa de morbidade. O veneno das serpentes do género Bothrops contem
fosfolipases A, acidas que causam uma considerada mionecrose € severas reagoes
anticoagulantes. De outro lado, os venenos das serpentes do género Crotalus possuem o
complexo crotoxina, o qual ¢ formado pela crotoxina A (ndo catalitica) e a crotoxina B (PLA;
catalitica) que possui potente acdo neurotdxica. As serpentes peconhentas, grupo que inclui
ambas as familias citadas, utilizam esse veneno tanto para a captura de sua presa como para sua
propria defesa. Inevitavelmente, essas serpentes terdo contato com o seu proprio veneno, como
por exemplo, na alimentacdo, pois as presas estardo envenenadas. Por tal fato, as serpentes
peconhentas apresentam alguns mecanismos de defesa, inclusive algumas proteinas encontradas
em seu sangue que sao chamadas de proteinas inibitorias de PLA, (PLIs). Para entender melhor
0 mecanismo de inibicdo desses compostos plasmaticos, foi desenvolvido neste trabalho um
novo protocolo de docking molecular que consiste em analisar as estruturas ao longo dos modos
normais, docking molecular, simulacdo de dinamica molecular e outras ferramentas de
bioinformatica. Os resultados deste trabalho foram a proposicdo de uma nova metodologia de
docking molecular flexivel entre duas ou mais proteinas e a sua aplicagdo para estudar
complexos PLA,/PLI, com a proposicao de duas possiveis regides de interacdo entre PLI’s e
PLA,.

Palavras chave: docking, dindmica molecular, veneno de serpente, biologia molecular estrutural,
interagdo proteina/proteina.



ABSTRACT

Nowadays, snake envenomation is a public health issue that mostly affects tropical and
subtropical regions, particularly rural areas of countries from Africa, Asia, Oceania and Latin
America. In Brazil, the Bothrops and Crotalus snake genre are responsible for approximately
95% of all snake bites, and the accidents caused by the latter have a relatively high mortality
rate. The venom of Bothrops snakes contains a acid phospholipases A, that causes drastic local
myonecrosis and several anticoagulant reactions. On the other hand, the Crotalus genus snake
venom contains the the crotoxin complex, which is formed by crotoxin A (non-catalytic) and
crotoxin B (catalytic PLA;), that have up a strong neurotoxic action. Venomous snakes,
including the two afore mentioned genre, use their venoms for capturing their prey and for their
own defense. These snakes will inevitably get in contact with their own venom, for example, in
alimentation, for the prey itself will be poisoned. For this fact, the poison snakes features in your
blood the so-called PLA; inhibiting proteins (PLIs). In order to wunderstand the inhibition
mechanism of these plasmatic components, it has developed in this study a new molecular
docking protocol that consists in analyzing the structures using normal modes, molecular
docking, molecular dynamics simulation and other bioinformatics tools. The results of this work
was the proposition of a new flexible molecular docking protocol between two or more proteins
and your application to studies PLA,/PLI complexes that showed two possible interaction
regions between the proteins.

Key words: docking, Molecular dynamics, Snake venom, Structural molecular biology,
protein/protein interaction
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INTRODUCAQO



1. INTRODUCAO

1.1.Veneno de serpente

A substancia que ¢ injetada pelas presas das serpentes e que leva o nome de veneno ¢
uma composi¢do de diferentes substancias, como proteinas (90%), carboidratos, metais,
aminoacidos, lipidios, entre outros (Varanda et al., 1999). Das proteinas encontradas, podemos
destacar as L-amino-oxidases, fosfolipases, serino proteases e metaloproteases (Varanda et al.,
1999). Os estudos a cerca da grande variedade de efeitos farmacoldgicos e bioquimicos
apresentados pelas proteinas e peptideos que compdem os venenos destes répteis, pode contribuir
para a aquisicdo de novos e importantes dados a respeito dos efeitos biologicos destas toxinas
nos organismos. Por fim, estes estudos podem ser de grande utilidade para o desenvolvimento de
novos medicamentos e produtos de interesse biotecnologico, como, por exemplo, o hipotensor
captopril, desenvolvido a partir de uma bradicinina isolada do veneno de Bothrops jararaca
(Smith & Vane, 2003) e a cola de fibrina utilizada como adesivo cirtirgico preparada a partir de
uma thrombin-like isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus (Barbosa et al., 2007).

Atualmente, hé registros de pelo menos 421.000 envenenamentos de humanos por picada
de serpentes resultando em 20.000 mortes todo ano mundialmente (Kasturiratneet al., 2008). No
Brasil, os acidentes ofidicos estdo concentrados nos géneros das serpentes Bothrops e Crotalus,
que sdo responsaveis por 95% dos acidentes ofidicos (figura 1), enquanto que o segundo género

apresenta alta taxa de mortalidade (Ministério Publico, 2010),



Bothrops awernarus Bothrops atrox

Bothrops moojeni / Bothrops neuwiedi

Crotalus durissus

Figura 1. Distribuicdo dos acidentes ofidicos pelo Brasil (Melgarejo, 2003).

1.1.1. Fosfolipases A,— PLA,

Dos compostos presentes nos venenos, as proteinas sao as substancias responsaveis pelos
efeitos toxicos dos venenos das serpentes. Dessas proteinas, as fosfolipases A, (PLA;) sdo
enzimas que catalisam a hidrolise da ligagdo acil-éster, posicdo sn-2, do fosfolipidio da
membrana, iniciando a via metabdlica da cascata do acido araquiddnico. Essa via é fundamental
no processo inflamatorio, tendo acidos graxos livres e lisofosfolipidios como produtos da reagao.

Esse mecanismo, por desestruturar a membrana, pode causar inimeros danos dependendo do



substrato alvo, tais como efeito mionecrdtico, anticoagulante, neurotoxico, cardiotoxico, entre
outros (Gutiérrez et al., 2007; Santos-Filho et al.,2008).

O sitio catalitico das fosfolipases A, ¢ composto por uma histidina (His48, de acordo com
o sistema de numeragao para PLA,s (Renetseder et al, (1990)) proxima a um aspartato
conservado (Asp99) e um acido aspartico na posicao 49, que € essencial para a mobilizacao do

cofator Ca2+ (Arni & Ward, 1996; Magro et al., 2009).

1.1.2. Crotoxina

A crotoxina ¢ uma fosfolipase A, que ¢ a principal responsavel pelo pronunciado efeito
neurotoxico do veneno das serpentes da espécie Crotalus durissus por conta de sua potente
atividade de bloqueio da transmissao neuromuscular (Changet al, 1977). A crotoxina ¢ formada
por duas subunidades, uma 4cida, nao toxica e desprovida de acdo enzimatica; conhecida como
crotoxina A (CA) ou crotapotina; ¢ uma basica, toxica com atividade enzimadtica; conhecida

como crotoxina B (CB) (Faure et al., 2011) (Figura 2).

Figura 2. Representagdo em carfoon de um mondmero da estrutura cristalografica da Crotoxina B (CB), cadeia
basica, catalitica, do complexo CA/CB. Em preto esta representado o ion de célcio coordenado pelo loop ligagdo de
calcio, residuos Asp28, Gly30, Gly32 e Asp49.PDB ID 2QOG (Marchi-Salvador ef al., 2008).



1.2. Inibidores plasmaticos de serpentes

O veneno das serpentes € o principal recurso desses animais para busca e apreensdo de
presas, assim como defesa contra predadores. Entretanto, as serpentes apresentam resisténcia ao
envenenamento ofidico, inclusive as espécies nao pegonhentas (Okumura et al., 1999). Um dos
mecanismos de resisténcia ¢ dado pela presenga de fatores de neutralizagdo protéicos
encontrados no sangue destes animais. Essas proteinas ndo sdo somente encontradas em
serpentes, ha relatos da presenca desses inibidores plasmaticos em alguns mamiferos roedores e
marsupiais (Fortes-Dias et al, 2002). Estes inibidores, como por exemplo, os inibidores
endogenos de fosfolipases A, (PLIs), devem ocorrer como autoprotecdo dessas serpentes contra
o proprio veneno (Fortes-Dias et al., 2002; Faure et al., 2000). As PLIs sdo glicoproteinas acidas
ndo-proteoliticas com massa molecular de 75 a 180 kDa que podem formar estruturas
oligoméricas de trés a seis subunidades (Forte-Dias et al., 2002; Lizano et al., 2003). Esses
inibidores sdo classificados em trés classes estruturais, o, § e v, que podem ser encontrados ao

mesmo tempo no plasma de uma mesma espécie de serpente (Lizano et al., 2000).

Os a e y-PLIs foram encontrados em um grande numero de espécies de serpentes, ao
contrario das B-PLIs, que foram encontrados em apenas trés espécies de serpentes, sendo duas
delas ndo pegonhentas (Forte-Dias et al., 2002; Faure et al., 2002). Cada uma destas classes ¢
caracterizada pela presen¢a de dominios protéicos conhecidos. Os a-PLIs possuem um dominio
de reconhecimento de carboidratos (CRD) de lectinas do tipo C, que alguns autores afirmam que
podem ndo se ligar a carboidratos (Okumura et al., 1997), os B-PLIs possuem um dominio de
repeti¢do de leucinas (LRR) (Lima et al., 2011) e os y-PLIs, os mais conhecidos e abundantes,
possuem dominios three-finger ricos em cisteinas (Nobuhisa ef al., 1998). De acordo com a
classe que o PLI pertence, ele apresenta diferentes especificidades as fosfolipasesA,. Entretanto,
o modo como se ligam as fosfolipases A, ainda ¢ muito pouco conhecido, assim como, a sua

conformagdo oligomérica.



1.2.1. PLIa (aBaltMIP)

A estrutura do inibidor tipo o encontrado na literatura, aBaltMIP, foi predita em uma
conformagdo trimérica (DOI: 10.5452/ma-a4btt, disponivel no banco de dados publico
ModelArchive) (Haas et al, 2013).Ap6és a modelagem molecular baseado em uma proteina
surfactante pulmonar homologa, PDB ID 1PWB (figura 3) e otimizado estruturalmente, foram
realizados experimentos de espalhamento de luz dinamico (DLS) que mostraram um raio
hidrodinamico de 3,6nm para as moléculas de aBaltMIP, tais dados estdo de acordo com o

modelo proposto por Santos-Filho et al., 2011 (figura 4).

Figura 3. Proteina surfactante pulmonar, PDB ID 1PWB, apontada como homoéloga para realizar a modelagem da
oPLI, (score = 203.9; e-value = 1.1e 32) (Santos-Filho ef al, 2011). Estdo representadas em cores diferentes cada
uma das cadeias do homotrimero da proteina.



Figura 4. Medidas dos raios do modelo in silico do trimero de aBaltMIP por Santos-Filho et al., 2011.

Pesquisas encontradas na literatura tentam descrever as regides em que os inibidores

plasmaticos tipo alfa interagem com as fosfolipases A, (tabela 1).

Tabela 1. Informagdes acerca das possiveis regides de interacdo entre as PLIa e as PLA,; 4cidas

Referéncia Regiao de Metodologia Localizagao
Interacio
Nobubhisa et al., N-terminal Peptideos 37 residuos do N-Terminal e 12
1998 C-terminal sintéticos ultimos residuos do C-terminal

Okumura et al.,
2005

Santos-Filho et
al. 2011

Poro central

Poro central

Modelo in silico

DLS e Modelo in
silico

Regido proxima ao Y-144

A-30ao T-50




1.2.2. Gama (CNF)

O inibidor y encontrado no plasma das serpentes do género Crotalus e que se liga
exclusivamente a subunidade basica e toxica da crotoxina, levou o nome de CNF, Crotalus
Neutralization Factor (Fortes-Dias et al., 1994). Essas proteinas tém a capacidade de retirar a
subunidade bésica do complexo crotoxina e se ligar a ela, formando um complexo, CNF/CB,
estavel e desprovido de qualquer atividade conhecida das PLA; (Forte-Dias et al., 2014).

1.2.2.1. Refinamento da estrutura da CNF

O modelo da CNF encontrado na literatura ¢ oligdmero monomérico (Forte-Dias et al.,
2014). Dados na literatura apontam que proteinas da mesma classe que a CNF, inibidores
plasmaticos tipo gama, se encontram como multimeros (Fortes-Dias et al., 1994), além do fato
de que experimentos de cromatografia de fase reversa mostraram um segundo pico equivalente a
16% da massa total do complexo CNF. Ha relatos que proteinas da mesma classe que a CNF
apresentem uma subunidade B em seus complexos (Fortes-Dias et al., 2014). Apds essas
analises, foi construido um modelo contendo um tetrAmero de moléculas de CNF na presenca de
uma subunidade . Tal subunidade foi modelada baseada em uma proteina homoéloga, mais
especificamente um inibidor gama encontrado no plasma das serpentes da espécie Protobothrops
flavoviridis. Apds a constru¢do do modelo, pesquisadores do Laboratorio de Biologia Molecular
Estrutural da UNESP de Botucatu refinaram a estrutura do complexo utilizando dados de SAXS

(figuras 5 e 6).



Dados experimentais

- —— Curva simulada CNF (4 sub. alfa e 1 sub.beta)

1E4

Intensity (a.u.)

1E-5 o

Figura 5. (A) Sobreposi¢do da curva de SAXS (linha preta) com a curva de SAXS calculada a partir do modelo
estrutural do CNF formado por 4 subunidades alfa e uma subunidade beta (linha vermelha); (B) Modelo in silico da
subunidade beta do inibidor enddgeno gama de Protobothrops flavoviridis ap6s 50 ns de simulagdes de dinadmica
molecular; (C) Sobreposicdo do envelope protéico do CNF obtido por SAXS com o da modelo estrutural do CNF
formado por 4 subunidades alfa e uma subunidade beta. Dados realizados e refinados por colaboradores do nosso
laboratodrio (Fernandes ef al., 2015 — Comunicagdo pessoal)

Figura 6. Representacdo em cartoon do tetramero do inibidor gama CNF, verde, modelado com a subunidade ,
laranja.



10

1.3.Modelagem Molecular
1.3.1. Modos Normais

As andlises dos Modos Normais (NMA) ¢ uma técnica que visa calcular a flexibilidade e
as mudangas conformacionais em uma proteina (Floquet et al., 2009). Essas andlises sdo uteis,
pois as mudancas conformacionais de grande amplitude, ou seja, de baixa frequéncia, coincidem
com as diferencas encontradas nos resultados cristalograficos da mesma proteina (Mouawad e
Perahia, 1993). As mudangas baseadas em um modo normal sdo oscilagdes em torno de um
minimo de energia potencial, tais vibragdes descrevem um estado do sistema onde todas as
particulas estdo oscilando com a mesma frequéncia caracteristica (Batista et al., 2010). As trés
principais etapas das andlises dos Modos Normais sdo a minimizagdo, célculo da matriz

Hessiana e a diagonaliza¢do da mesma.

1.3.1.1. Minimizac¢ao energética
Necessitando da garantia de que a estrutura esteja em um minimo energético para,
consequentemente, realizar uma aproximag¢do harmonica, precisamos de um passo de
minimizagdo. Nesta etapa garantimos que ndo existirdo freqiiéncias negativas, das quais nao
possuem valor relativo aos movimentos vibracionais (Becker e Karplus, 2006).
1.3.1.2.  Calculo da Matriz Hessiana

Por se tratar de um problema de pequenas oscilagdes em torno de um minimo de energia,
a fun¢do potencial, V, é expandida em série de Taylor, equacdo 1, onde q; = \/EAxl-, Ax;é o
deslocamento da coordenada a partir da energia minima e m; ¢ a massa do atomo
correspondente. Os primeiros termos da expansdo sdo zero, até a primeira derivada, o termo
referente a segunda derivada ¢ ndo nulo e sdo assumidos para caracterizar a superficie de energia
uma vez que os termos de mais alta ordem sdo desconsiderados. Desta forma, os elementos da

matriz Hessiana, equagdo 2, sdo a segunda derivada do potencial em rela¢do as coordenadas. O
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tamanho desta matriz cresce com N2, onde N ¢ o numero de atomos (Mouawad e Perahia, 2006;

Becker e Karplus, 2006; Hayward et al., 2008).

1 92
|4 52137_1 9q;0q CILCI](I)
o%f o%f
m 0x10xy,
H(f) = : @
o%f o%f
laxnaxl ﬁ J

1.3.1.3. Diagonaliza¢cdo da Matriz Hessiana
A diagonalizagcdo da Hessiana conduz para 3N equacdes de movimento independentes
para cada coordenada normal. O padrdo de movimento, ou modo normal, ¢ completamente
descrito pelos autovetores e autovalores da Hessiana, onde os autovalores fornecem as
freqiiéncias e os autovetores os deslocamentos. Os seis primeiros modos sdo de movimentos de
rotagdo e de translacdo, dos quais possuem frequéncia zero, ou seja, somente modificam a
posicdo da estrutura, desta forma os modos “representativos” iniciam-se a partir do modo 7, ao
ponto em que quanto maior o modo, maior a sua frequéncia.
1.3.1.4. Exemplo de variacido ao longo de um Modo Normal
Para melhor representar as mudancas conformacionais de uma proteina por meio das
técnicas de analise dos modos normais, foram sobrepostas sete estruturas de uma PLA, acida
calculada no modo 10 com deslocamento de -0,7 até -1,3A. Estes movimentos podem ser
caracterizados pelo fator Debye-Waller (fator-B), correspondente a mobilidade local do residuo

em nivel atomico (figura 7).
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Figura 7. Representacdo em cartoon de uma Asp49-PLA, acida (Magro et al, 2004) com os vetores de
deslocamento do modo normal 27 do Charmm com variagdes de -3 até 3A com passo de 0,1 A.

1.3.2. Clusterizacao

Quando uma metodologia ¢ aplicada, independente de qual ela seja, e nos gera uma
quantidade grande de resultados, nos deparamos com a necessidade de agrupar resultados
proximos, tanto para evitar resultados redundantes como para facilitar as andlises. Esse
procedimento pode considerar alguns parametros para realizar o agrupamento, entre eles, o
agrupamento baseado no desvio médio quadratico dos dtomos, rmsd. Essa forma de andlise visa
agrupar os complexos de forma a comparar o desvio médio quadratico dos atomos desejados
com uma estrutura inicial. Para interpretar esses agrupamentos, os diferentes programas que
realizam esses procedimentos dispdem de uma variedade de fungdes, entre elas esta a funcao
g cluster no modo gromos do programa gromacs (Hess et al., 2008), que agrupa as solugodes
colocando-as em posigdes proximas conforme os valores de rmsd, seleciona os membros com o

numero maximo de vizinhos e entdo formaliza os clusters (Van Gunsteren ef al.,1998)
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1.3.3. Docking Molecular

Essa categoria de analise nos permite estudar e prever interfaces de interagao
receptor/ligante, descobrir novos sitios de interagdo dos compostos, entender melhor sua
funcionalidade, entre outros beneficios em nivel molecular (Trott e Olson, 2010; Pita ez al. 2008;
Bachar ef al, 1993). Ao passar dos anos, os programas que realizam andlises de docking
molecular foram mais amplamente utilizados e desenvolvidos para sistemas onde o receptor era
o grande composto, no nosso caso as proteinas responsaveis pelos efeitos toxicos dos venenos de
serpentes, PLA,, e os ligantes eram estruturas menores ¢ mais simples. A flexibilidade, que ¢
esperada nos sistemas bioldgicos e por conseqiiéncia nos sistemas computacionais, era mais facil
de ser calculada e estudada, ja que, quanto menor a estrutura, menos conformagoes ela tera e
mais facil sera esse calculo (Teague, 2003). Além disso, os poucos programas que realizam as
analises de docking molecular utilizando duas ou mais macromoléculas, raramente dispoem de
recursos para prever as flexibilidades das moléculas. Esse recurso quando encontrado, realiza
mudangas conformacionais de baixa amplitude, das quais podem ser pouco relevantes quando
comparadas com as possiveis conformagdes que as proteinas assumem e quais modificagdes
esperam-se observar.

1.3.4. Dinamica Molecular

As simulagdes de dinamica molecular tém sido empregadas para analisar sistemas
biologicos a nivel atomico. Tais andlises visam aplicar as leis de Newton para analisar a
evolucdo temporal do sistema, resultando em andlises em torno das propriedades estaticas,
dinamicas, estruturais e termodinamicas.

Para as anélises de dindmica molecular teremos as coordenadas dos dtomos das proteinas,
ou seja, teremos as interagdes do sistema, nos dando informagdes a cerca da energia potencial do

sistema. Com essas informagdes conseguimos extrair valores de for¢a e por consequéncia a
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aceleracdo, devido ao fato de que a forga ¢ o gradiente negativo da energia potencial, onde cada
componente do gradiente i, i = 1, ...3N, ¢ dado por:

VE(X); = 0E(X)/0a; 3)
onde a; ¢ a componente x, y € z de cada atomo. Integrando essa fungdo, conseguimos obter uma

sequéncia de pares de posicdo e velocidade, {X™, V"}, para n inteiros que sdo representados por
n= t/ At bara o intervalo de tempo At. Utilizando esses dados pode-se calcular o deslocamento

e esse quando atingido, tem o valor do potencial recalculado, assim como a forga, posi¢cdo e

velocidade (Schlick, 2010).

1.4. Novo protocolo de docking proteina/proteina proposto
Utilizando as metodologias computacionais citadas, além de outros recursos computacionais
como programacao em Shell script, esse trabalho propde um novo protocolo para suprir algumas
das limitagdes computacionais observadas nos programas que realizam as analises de docking
molecular, tais como flexibilidade das moléculas, agrupamento de resultados e anélises
dinamicas. Tal protocolo possui como passos principais a predicao de algumas das possiveis
conformagdes estruturais das moléculas envolvidas por técnicas de NMA, exclusdo das
estruturas preditas que estao fora do corte da energia de restricdo, analises de docking molecular
entre receptor e ligante, agrupamento dos resultados préoximos, analise dos complexos gerados,
simulacao de dinamica com os melhores resultados.
O protocolo de docking elaborado além de considerar possiveis conformacgdes flexiveis
das moléculas, agrupamento dos resultados e andlises das estruturas, também nos informara

dados acerca da estabilidade, energia e termodinamica do complexo.
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2. OBJETIVOS

e Elaborar um novo protocolo de docking flexivel envolvendo duas ou mais proteinas.

e Aplicar o protocolo para estudar as interagdes entre duas PLA; presentes nos venenos de
serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus contra os seus respectivos inibidores

plasmaticos.
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3. MATERIAL E METODOS

Partindo da limitagdo citada dos programas de docking molecular e visando a elaboragao
de um novo protocolo que envolvesse macromoléculas e suas possibilidades conformacionais,
em colaboracao com o Laboratorio de Biologia Computacional e Bioinformatica da UFABC que
tem como coordenador o Prof. Dr. Luis Paulo Barbour Scott, foi desenvolvida uma sequéncia de
scripts que sugerem um novo protocolo. Essa nova metodologia computacional proposta tem
como arquivos de entrada as coordenadas estruturais da proteina receptora e da proteina ligante e
gera como resultados os sistemas complexados dessas duas estruturas considerando suas
possiveis conformacdes e flexibilidades. Para facilitar as andlises dos dados, tais resultados
estardo agrupados considerando o posicionamento das proteinas.

O novo protocolo desenvolvido e citado esta representado no topico a seguir.
3.1.Protocolo de docking proposto
3.1.1. Fluxograma do protocolo desenvolvido

Um fluxograma foi realizado para ilustrar o novo protocolo proposto de docking

Proteina/Proteina (figura 8).



[ Preparagéo dos arquivos de entrada ]

[ Estruturas geradas ao longo dos Modos ]

Selegdo
Critério MMFP

Clusterizagdo
Gromacs
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[ Centrais de cada cluster ]
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Ligante

[ Docking de todas estruturas do receptor contra todas estruturas do ligante ]
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\/

[ Estruturas Selecionadas ]
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Figura 8. Fluxograma do novo protocolo desenvolvido.
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3.1.2. Estruturas geradas ao longo dos modos normais

Tendo as estruturas do receptor e do ligante disponiveis, o primeiro passo do novo
protocolo foi o célculo das estruturas ao longo dos modos normais e os seus devidos
deslocamentos seguindo os passos de minimizagao energética, calculo da matriz Hessiana e a
diagonaliza¢do da mesma, como demonstrado na introducao.

3.1.2.1. Parametros das analises dos Modos Normais

Para a realizagdo das nossas analises, consideramos os calculos dos padrdes de vibragao,
modos, de 7 a 67, variando de -3 a 3A com passo de 0,1A. Para calcular as estruturas ao longo
dos modos utilizamos o software Charmm (Brooks et al., 1983), sendo que os inputs foram
gerados no servidor www.charmm-gui.org (Kim ez al., 2008).

3.1.3. Selecao — Critério MMFP (Potencial Médio de Campo Misto)

Ao calcular as estruturas ao longo dos modos normais, inevitavelmente, pode-se dizer
que algumas estruturas serdo energeticamente desfavoraveis, pois computacionalmente
conseguimos realizar algumas modificagdes que seriam invidveis e impossiveis biologicamente
(figura 9). Nele pode-se observar uma perda de estrutura secundaria, hélices-alfa e folhas betas, e
uma tor¢do incomum de uma hélice-alfa. Por isso, um primeiro passo de selecdao das estruturas
foi adicionado. Tal passo elimina as estruturas fora do limite estabelecido baseado nos célculos
energéticos, energia de restri¢do, que em outras palavras poderia ser descrito pelo quio possivel
¢ o deslocamento da estrutura até uma dada conformacado. Para o calculo foi utilizado a funcao
de MMFP, potencial médio de campo misto, do software Charmm com o parametro mmfpcut,

que fornece os valores de corte para a sele¢do, em 0,8(Brooks et al., 1983).
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Figura 9. Representac@o em cartoon de uma estrutura calculada da PLA, acida que foi rejeitada pelo critério MMFP
de selecgdo.

3.1.4. Clusterizacao

Para agrupar estruturas semelhantes, selecionamos o modo gromos da fungdo g cluster
do programa gromacs (Hess et al., 2008). Ap6s o agrupamento, selecionamos a estrutura central
de cada cluster, abrangendo todos os clusters, pois como cada cluster contém estruturas
parecidas, se selecionarmos a estrutura central teremos considerado a média daquele grupo,
estatisticamente, a melhor representante do grupo, desconsiderando os casos de borda.

3.1.5. Docking — Receptor/Ligante

Tendo as estruturas geradas ao longo dos modos normais e selecionadas pela fungao
MMFP, utilizamos o programa Hex, v.8.0.0, para realizar as predigdes dos complexos entre os
receptores e os ligantes. As configuragdes da execugdo dos experimentos utilizando o Hex foram
deixadas na configuracao padrao, exceto o modo do docking que foi configurado para considerar
as propriedades eletrostaticas e geométricas das moléculas. Ambas as moléculas foram
consideradas como um todo como local de interagdo, ndo havendo casos onde regides das

proteinas foram descartadas para realizar os experimentos.
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Utilizando as estruturas selecionadas, tanto do receptor, PLA;s, quanto dos ligantes PLIs,
realizamos experimentos de docking utilizando todas as estruturas do receptor contra todas
estruturas do ligante.

3.1.6. Novo passo de clusterizacio

Uma nova etapa de clusterizagdo foi adicionada para, novamente, agruparmos os
resultados proximos. O protocolo usado foi 0 mesmo que o passo de clusterizagdo anterior.

3.1.7. Refinamento dos resultados

Para o refinamento dos resultados foi adotada uma série de softwares e servidores para
nos selecionar os melhores resultados. Dos softwares utilizados, o foco central foram as analises
acerca das informacgdes estereoquimicas, interagdes entre proteinas, energéticas, conformacionais
e de estabilidade. Os programas utilizados foram: LigPlot (Wallace et al., 1995), PISA (Krissinel
et al., 2005), Protein Interaction Calculator — PIC (Tina et al., 2007), Prosa (Wiederstein et al.,
2007) e Binana (Durrant et al., 2011).

3.1.8. Dinamica Molecular

Utilizando os complexos protéicos gerados pelos passos anteriores, foram realizadas
dinamicas moleculares. Para a realizacdo das dindmicas moleculares foi adotado o programa
gromacs v.5.0.5 (Berendsen et al, 1995, Hess et al, 2008) seguindo os seguintes passos:

- Solvatacdo do complexo utilizando uma caixa cubica de moléculas de agua.

- Neutralizacdo ionica do sistema, além da troca de 5% da quantidade de moléculas de

agua por quantidades iguais de ions de calcio e de sodio.

- Minimizacao de energia do sistema pela metodologia steepest descent

- Simulacdo de dindmica molecular curta, 1 ns, com restri¢do de posicionamento (PRMD)

com o objetivo de relaxar o sistema de forma gradual.

- Simulacdo de dindmica molecular longa, 100 ns, com as posi¢des livres.
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Todas as simula¢des de dindmica molecular foram realizadas em uma caixa periddica
cubica de solvente sob temperatura (298 K) e pressdao (1,0 bar) constantes (Berendsen et al,
1984).

3.1.9. Recursos computacionais disponiveis

Para realizar os calculos computacionais das etapas das andlises dos modos normais e a
execugao do novo protocolo de docking, foram utilizados um cl/uster computacional e trés
computadores da Faculdade Federal do ABC. Seguem as configuragoes:

Cluster — Universidade Federal do ABC

- 12 nds de processamento, cada um com dois processadores Intel série 5600
-24gigabytes de memodria RAM
- 7 GPU’s nvidia modelo tesla 1060
- 8 GPU’s nvidia modelo fermi 2050
Computador — Universidade Federal do ABC

- Processador Core i7 e 16 gigabytes de memoéria RAM

Para realizar as etapas de dindmica molecular, foram utilizados computadores da
Universidade Estadual Paulista e o GridUNESP, seguem as configuracdes:

GridUNESP
- 256 servidores SUN X4150

- 2048 cores de processamento (Intel Xeon 2.83 GHZ) e 4096 gigabytes de memoria RAM
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4. RESULTADOS

Nos topicos a seguir estdo apresentados os resultados e discussdes sobre as analises de
docking e dinamica molecular. As analises foram realizadas com o novo protocolo de docking
utilizando as estruturas da PLA; 4acida complexada com o inibidor plasmatico de PLA; tipo a,
aBaltMIP, e as estruturas da crotoxina B, CB, complexada com a CNF. Para melhor anélise dos
resultados, os complexos gerados pelo novo protocolo de docking e as estruturas que foram
submetidas a simulacdes de dindmica molecular foram adicionadas ao CD em anexo ao trabalho,

apresentado na se¢ao “Material complementar”.

4.1.Fosfolipase A, acida/aPLI

Ao final das analises dos modos normais (NMA) e selecdo pelo critério de restrigao
energética obtivemos 24 estruturas da PLA, e 86 estruturas do inibidor tipo a, aBaltMIP,
resultando em 20.640 execugdes com 10 solucdes de dockings em cada e separadas em 228
clusters. Filtrando os resultados de docking baseado na energia do complexo, ligagdes de
hidrogénio entre receptor/ligante, acomodacdo do ligante entre outros parametros, pode-se
observar uma predominancia de algumas regides de interagdo entre o receptor ¢ o ligante. As
regides de interagdo observadas no inibidor tipo alfa foram as seguintes: Poro central superior,

regides envolvendo os residuos tirosina 144 e regides em torno do N-terminal (figura 10).
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Figura 10. Representacdo das regides observadas de interagdo das PLIo com as PLA, acidas. Em ciano esta
representada a regido N-terminal, em azul as tirosinas 144 ¢ em vermelho o poro central da PLIa.
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Quadrol. Representagdo geral dos resultados obtidos e selecionados para representar o complexo BthaA-I/PLIa. As
imagens foram realizadas com a PLIo na mesma posigao, tal representacdo foi realizada para facilitar a observagao
da diferenca entre os complexos. PLIa representado em cartoon verde, PLA, em cartoon amarelo. Em vermelho esta
representado o poro central, em azul os Y144 e em ciano a regido do N-terminal. A superficie eletrostatica ¢
representada pelas cargas negativas em vermelho e as cargas positivas em azul. Figuras geradas do sofiware PyMol.

Complexo

1
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4.1.1. Complexo 1

A teoria mais consistente ¢ que a interagao entre as PLA; 4cidas e a PLIa deva ocorrer
pelo poro central (Santos-Filho, 2011) (figura 10). O primeiro complexo analisado foi escolhido
considerando o poro central como local de interagdo e as quantidades de interagdes entre

receptor e ligante (figuras 11 e 12) (tabela 2).

Figura 11. Representagdo em cartoon do complexo PLA, acida(Amarelo)/PLIa(Verde). Complexo 1.
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Figura 12. Representacdo da superficie eletrostatica da PLIa e a PLA, acida em cartoon amarelo.A superficie
eletrostatica é representada pelas cargas negativas em vermelho e as cargas positivas em azul.

Tabela 2. Ligacdes de hidrogénio entre cadeias principais e cadeias laterais, estas estdo localizadas mais
externamente, do complexo PLIo/PLA,. As cadeias A, B e C sao referentes as cadeias do PLIa e a cadeia D ao

monomero da PLA, Dados gerados pelo servidor online PIC (Tina et al., 2007). Dados do complexo 1.

RECEPTOR

LIGANTE

POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO DISTANCIA(A)

88
88
20
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36
36
36
36
36
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43
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131
131
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Apo6s a simulagdao de dinamica molecular utilizando o complexo 1, pode-se observar uma
mudanca da quantidade de regides de interacdo entra as proteinas (tabela3). Comparando as
estruturas antes e depois da dindmica molecular, podemos um ganho de interacdes entre as
moléculas, além do posicionamento da fosfolipase, que apos a dindmica molecular, se aproximou
do inibidor, fortalecendo as interacdes (tabela 3). Ao analisar o complexo ao longo da dinamica,
pode-se observar uma estabilidade do complexo por ferramentas como a analise do grafico de
rmsd, desvio médio quadratico, calculado utilizando o posicionamento da cadeia principal do
complexo antes e apds a dinamica molecular, além do alinhamento entre os dois sistemas (figura

13) e a flutuacao média de cada residuo (figura 14).

Tabela 3. Ligacdes de hidrogénio entre cadeias principais e cadeias laterais do complexo PLIo/PLA,. As cadeias
A,B e C sdo referentes as cadeias do PLIa e a cadeia D ao monomero da PLA, Dados gerados pelo servidor PIC
(Tina et al., 2007). Dados do complexo 1 apds a simulagdo de dindmica molecular.

RECEPTOR LIGANTE
POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO DISTANCIA(A)
54 A ILE N 4 D GLN OE1 2,99
55 A LYS NZ 1 D SER o) 3,34
91 A ASN ND2 18 D VAL o) 3,37
91 A ASN ND2 18 D VAL o) 3,37
91 A ASN ODl1 18 D VAL o) 3,39
91 A ASN OD1 18 D VAL o) 3,39
91 A ASN N 20 D GLN OEl 2,75
92 A LYS N 20 D GLN OEl 3,26
33 C THR N 101 D ASP ODl1 2,74
33 C THR N 107 D TYR OH 3,31
34 C VAL N 107 D TYR OH 2,97
51 C ASN ND2 37 B ALA o) 3,09
51 C ASN ND2 37 B ALA 0] 3,09
89 C ARG NE 117 D GLU 0] 2,94
89 C ARG NH2 117 D GLU o) 3,03
89 C ARG NH2 117 D GLU o) 3,03
4 D GLN NE2 52 A LYS o) 2,70
4 D GLN NE2 52 A LYS o) 2,70
20 D GLN N 91 A ASN ODl1 2,65
97 D ARG NE 62 A GLN o) 3,24
97 D ARG NH1 62 A GLN o) 2,88
97 D ARG NH1 62 A GLN o) 2,88
101 D ASP ODl1 31 C PHE o) 3,32
101 D ASP OD1 31 C PHE o) 3,32
102 D THR 0Gl 31 C ALA 0] 3,36
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Figura 13. Grafico representando o rmsd do complexo 1 ao longo da dindmica molecular de 100ns.
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Figura 14. Grafico representando a flutuagdo média quadratica de cada residuo do complexo 1 ao longo da
dindmica molecular de 100ns. A contagem dos residuos ¢ seqiiencial, sendo os residuos de 1 a 147 cadeia A, 148 a
294 cadeia B € 295 a 441 a cadeia C do inibidor tipo alfa, e os residuos de 442 a 563 sdo referentes a fosfolipase.



33

4.1.2. Complexo 2
Analisando a teoria do poro central, podemos evidencid-la analisando os resultados dos
experimentos de docking que convergiram para essa regido. Abaixo esta representado o

complexo 2 com suas ligacdes de hidrogénio (tabela 4)e posicionamento da PLAacida (figuras

15 e 16).

Figura 15. Representagdo em cartoon do complexo PLA,acida (Amarelo)/PLIa(Verde). Complexo 2.



34

Figura 16. Representacdo da superficie eletrostatica da PLIa e a PLA, acida em carfoon amarelo.A superficie
eletrostatica ¢ representada pelas cargas negativas em vermelho e as cargas positivas em azul.

Tabela 4. Ligagoes de hidrogénio entre cadeias principais ¢ cadeias laterais, estas estdo localizadas mais
externamente, do complexo PLIo/PLA,. As cadeias A,B e C sdo referentes as cadeias do PLIa ¢ a cadeia D ao
mondémero da PLA, Dados gerados pelo servidor online PIC (Tina et al., 2007).

RECEPTOR LIGANTE

POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO DISTANCIA(A)

42 B ASN ND2 50 D CYS (0] 3,02
42 B ASN ND2 50 D CYS (0] 3,02
44 B SER oG 57 D LYS (0] 2,42
85 B ASN ND2 52 D TYR (0] 3,39
85 B ASN ND2 52 D TYR (0] 3,39
85 B ASN OD1 52 D TYR (0] 3,17
85 B ASN OD1 52 D TYR (0] 3,17
53 C GLU OE2 43 D ARG (0] 2,77
53 C GLU OE2 43 D ARG (0] 2,77
56 C ASN ND2 100 D ARG (0] 3,28
56 C ASN ND2 100 D ARG (0] 3,28
91 C ASN ND2 40 D ALA (0] 3,09
91 C ASN ND2 40 D ALA (0] 3,09
136 C ASN OD1 101 D VAL (0] 3,13
136 C ASN OD1 101 D VAL (0] 3,13
46 D PHE N 53 C GLU OE2 3,39
47 D VAL N 53 C GLU OE1 2,90
53 D GLY N 85 B ASN OD1 2,53
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4.1.3. Complexo 3

Ainda analisando a teoria do poro central, observamos que alguns clusters apontaram a
regido do poro central como local de interagao, além de uma expansdo do poro positivo devido a
movimentagdo dos residuos que o formam. Abaixo estd representado o complexo 3 que foi
selecionado como representativo dos clusters que apontavam o poro expandido (figuras 17 e 18).

As suas ligacdes de hidrogénio estdo demonstradas na tabela 5.

N\ e~
ARG

Figura 17. Representacdo em cartoon do complexo PLA, (Amarelo)/PLIa(Verde). Complexo 3.



Figura 18. Representacdo da superficie eletrostatica da PLIo e a PLA; acida em cartoon amarelo. A superficie

eletrostatica ¢ representada pelas cargas negativas em vermelho e as cargas positivas em azul.

Tabela 5. Ligacdes de hidrogénio entre cadeias principais e cadeias laterais, estas estdo localizadas mais
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externamente, do complexo PLIo/PLAjacida. As cadeias A, B e C sdo referentes as cadeias do PLIa e a cadeia D ao

monomero da PLA, Dados gerados pelo servidor online PIC (Tina et al., 2007)

3,84
2,90
3,36
3,40

RECEPTOR LIGANTE
POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO DISTANCIA(A)
126 B GLY N 51 D CYS
51 D CYS SG 125 B HIS
59 D THR 0Gl1 107 B TRP
100 D ARG NH1 81 B LYS
100 D ARG NH1 81 B LYS

wnn
coool

3,40

Seguindo a literatura que aponta diferentes locais de interacao entre o receptor e o ligante

(tabela 1), Okumura 2005 aponta que os residuos tirosinal44 das PLIa (figura 19) seriam

importantes para a interagdo com as PLA; dcidas, pois quando no trabalho citado realizou-se uma

mutagdo sitio dirigida ao residuo, a proteina ndo conseguiu se ligar ao alvo. Nao podemos

desconsiderar o fato de que essa mudanca de afinidade pode ocorrer pela reorganizacao
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conformacional da regido devido a troca do residuo, e ndo especificamente que o citado residuo

participa da interagdo ¢ a mudanga da afinidade quimica do local.

Figura 19. Representagdo em cartoon da PLIo e em sticks roxos cada um dos Y-144 de cada cadeia.

4.1.4. Complexo 4

Analisando os resultados de docking que apontaram uma regido hidrofobica, alfa hélices
localizadas no N-terminal, residuos de 1 a 37, da PLIa como local de interagao, pode-se observar
que a maioria das solugdes continha o residuo Y-144 na interface de interagdo. Abaixo esta
representado o resultado que obteve a melhor combinagdo entre os valores de energia, ligagdes
de hidrogénio (tabela 6), posicionamento da PLA; &cida (figuras 20), e posicionamento da PLA;

acida na superficie eletrostatica do PLIa (figura 21).
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Figura 20. Representacdo em cartoon do complexo PLA, acida(Amarelo)/PLIoa(Verde). Em sticks azul estdo
representados os residuos Y-144 de cada cadeia da PLIa. Complexo 4.

Figura 21. Representacdo da interacdo entre a PLA, acida em amarelo e a representacdo da superficie eletrostatica
da PLIa. A superficie eletrostatica é representada pelas cargas negativas em vermelho e as cargas positivas em azul.



39

Tabela 6. Ligacoes de hidrogénio entre cadeias principais e cadeias laterais, estas estdo localizadas mais
externamente, do complexo PLIo/PLA, acida. As cadeias A,B e C sdo referentes as cadeias do PLIa e a cadeia D ao
mondémero da PLA, Dados gerados pelo servidor online PIC (Tina et al., 2007).

RECEPTOR LIGANTE
POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO DISTANCIA(A)
100 B ASP OD1 108 D ASP 0] 2,73
100 B ASP OD1 108 D ASP ) 2,73
36 D GLN OE1 45 A GLU 0] 3,30
36 D GLN OEl 45 A GLU ) 3,30
109 D ASN OD1 99 B GLY 0] 2,51
109 D ASN OD1 99 B GLY ) 2,51
129 D LYS NZ 45 A GLU 0] 2,79

4.1.5. Complexo 5

Continuando com as analises utilizando as estruturas onde a PLA, &cida ficou
posicionada na por¢do N-terminal do inibidor, alfa hélices, podemos observar um grupo de
resultados, complexos 5 e 6, que apontaram uma mudanga conformacional nas alfas hélices,
onde ela, agora, interage com a proteina, aumentando as interacdes com a regido de contato
(tabela 7).

Abaixo estdo representados os resultados sobre o complexo 5 (figuras 22 e 23 e tabela 7).

Figura 22. Representagdo em cartoon do complexo PLA, 4cida (Amarelo)/PLIo(Verde). Complexo 5
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Figura 23. Representacdo da interacdo entre a superficie eletrostatica da PLIo e a PLA, acida (Amarelo). A
superficie eletrostatica é representada pelas cargas negativas em vermelho e as cargas positivas em azul.

Tabela 7. Ligacdes de hidrogénio entre a PLIa, cadeias A, B e C, e a PLA, acida, D, do complexo 5. Dados gerados
pelo servidor online PIC (Tina et al., 2007).

RECEPTOR LIGANTE
POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO DISTANCIA(A)
77 C GLU OE2 50 D CYS (0] 2,52
77 C GLU OE2 50 D CYS (0] 2,52
144 C TYR OH 39 D ASP (0] 3,27
50 D CYS SG 78 C ASN (0] 3,28
51 D CYS N 77 C GLU OE2 3,27
127 D GLN NE2 22 B ARG 6] 2,90
127 D GLN NE2 22 B ARG (0] 2,90
127 D GLN OE1 22 B ARG 6] 2,74
127 D GLN OEl1 22 B ARG (0] 2,74
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Apo6s as analises da dinamica molecular utilizando o complexo 5 pode-se observar uma
maior interagdo entre as proteinas. Tal fato pode ser observado pelo aumento da quantidade de
ligacdes de hidrogénio (tabela 8) e a mudanga de posicao da fosfolipase em comparagdo ao
inibidor. O grafico de rmsd entre as cadeias principais demonstra a estabilidade do complexo ao
longo da dinamica (figura 24).

Tabela 8. Ligagoes de hidrogénio entre a PLIa, cadeias A, B e C, e a PLA; acida, D, do complexo 5 apos a dindmica
molecular. Dados gerados pelo servidor online PIC (Tina et al., 2007).

RECEPTOR LIGANTE
POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO DISTANCIA
28 B ARG NE 109 D PHE o) 3.27
28 B ARG NH2 109 D PHE o) 2.75
28 B ARG NH2 109 D PHE 0] 2.75
28 B ARG NE 112 D TYR o) 3.21
28 B ARG NE 111 D GLY o) 3.20
44 C SER N 120 D GLU OE2 3.12
45 C GLU N 120 D GLU OE2 2.93
46 C ARG N 120 D GLU OE2 3.47
46 C ARG NH1 120 D GLU 0] 3.05
6 C ARG NH1 120 D GLU o) 3.05
6 C ARG NH1 121 D PRO o) 2.94
46 C ARG NH1 121 D PRO o) 2.94
45 C GLN OEl 121 D PRO o) 3.39
45 C GLN OE1 121 D PRO o) 3.39
79 C GLN NE2 122 D PRO o) 3.41
79 C GLN NE2 121 D PRO o) 3.41
114 D ASN ND2 22 B ARG o) 3.23
114 D ASN ND2 22 B ARG o) 3.23
116 D GLN OEl 22 B ARG o) 3.18
116 D GLN OE1 22 B ARG 0 3.18
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Figura 24. Grafico representando o rmsd do complexo 5 ao longo da dindmica molecular de 100ns.
4.1.6. Complexo 6

Abaixo estdo representados os resultados sobre o complexo 6 (figuras 25 e 26 e tabela 9).
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Figura 26. Interacdo da PLA, acida, cartoon amarelo, com a superficie ecletrostatica do trimero da PLIa do
complexo 6. A superficie eletrostatica € representada pelas cargas negativas em vermelho e as cargas positivas em
azul.
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Tabela 9. Ligacdes de hidrogénio entre a PLIa, cadeias A, B e C, e a PLA, acida, D, do complexo 6. Dados gerados
pelo servidor online PIC (Tina et al., 2007).

RECEPTOR LIGANTE
POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO DISTANCIA(A)
12 A SER N 34 D GLN OEl 3,40
2 B GLU OE2 33 D GLY 0] 2,87
2 B GLU OE2 33 D GLY 0] 2,87
70 C HIS ND1 90 D PRO O 3,00
70 C HIS NE2 90 D PRO 0] 3,40
100 D ARG NHI1 66 C GLN O 2,97
100 D ARG NH1 66 C GLN 0] 2,97

4.2.Crotoxina B, CB/CNF (Crotalus Neutralization Factor)

Ao final das andlises dos modos normais e selecao das estruturas pelo critério de restrigao
energética, obtivemos 56 estruturas da CB e 76 estruturas da CNF. A realizagdo dos
experimentos de docking molecular gerou 42.560 rodadas, com 10 complexos em cada,
agrupados em 124 clusters. Filtrando os resultados de docking baseado na energia do complexo,
ligacdes de hidrogénio entre receptor/ligante, acomodacao do ligante entre outros parametros,

foram escolhidas 4 solugdes como resultados representativos (quadro 2).

Quadro 2. Representacgdo geral dos resultados obtidos e selecionados para representar o complexo CNF/CB. As
imagens foram realizadas com a CNF na mesma posigdo, tal representagao foi realizada para facilitar a observagao
da diferenca entre os complexos. CNF representada em cartoon verde, roxo, amarelo e azul, a subunidade f em
salmdo e aCBem cartoon cinza.

Complexo Figura representativa
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Primeiramente, os resultados com maiores quantidades de ligagdo de hidrogénio entre

receptor e ligante foram selecionados, tais resultados estdo representados pelos complexos 7 e 8.
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4.2.1. Complexo 7
O primeiro complexo selecionado baseado nas quantidades de ligacdes de hidrogénio

entre as cadeias laterais e principais estd representado pelo complexo 7 (figura 27 e 28 e tabela

10).

Figura 27. Representagdo em cartoon do complexo 7. Em cinza esta representado a CB, em preto o ion de calcio,
em sticks azul a H48, residuo importante da via catalitica das PLA,, e em amarelo, verde, roxo, azul e salmio as 4
cadeias do CNF e a subunidade f, respectivamente.
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Figura 28. Representagdo da ancoragem da CB na superficie eletrostatica da CNF. Em carfoon cinza esta
representado a CB, em preto o ion de célcio, em sticks azul a H48, residuo importante da via catalitica das PLA,. A
superficie eletrostatica ¢ representada pelas cargas negativas em vermelho e as cargas positivas em azul.

Tabela 10. Ligacdes de hidrogénio entre as cadeias principais e laterais realizadas pela CNF, cadeias de AaE,ea
CB, cadeia F. Dados do complexo 7. As analises foram geradas pelo servidor online PIC (Tina et al., 2007).

RECEPTOR LIGANTE
POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO DISTANCIA(A)
58 F ASN ND2 120 B THR o) 3,48
58 F ASN ND2 120 B THR o) 3,48
58 F ASN ND2 148 B SER o) 3,23
58 F ASN ND2 148 B SER o) 3,23
62 F ASP OD1 148 B SER o) 2,81
62 F ASP OD1 148 B SER o) 2,81

4.2.2. Complexo 8
O segundo complexo selecionado baseado nas quantidades de ligacdes de hidrogénio

entre as cadeias laterais e principais esta representado pelo complexo 8 (figuras 29 e 30 e tabela

11).
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Figura 29. Representagdo em cartoon do segundo complexo CNF/CB selecionado pelas quantidades de ligagdes de
hidrogénio. As cores das representacdes seguem o padrdo da figura 27.

Figura 30. Representacdo da ancoragem da CB na superficie eletrostatica da CNF. Em cartoon cinza esta
representado a CB, em preto o ion de calcio, em sticks azul a H48, residuo importante da via catalitica das PLA,.A
superficie eletrostatica é representada pelas cargas negativas em vermelho e as cargas positivas em azul.
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Tabela 11. Ligagdes de hidrogénio entre as cadeias principais e laterais realizadas pela CNF, cadeiasde A aE, e a
CB, cadeia F. Dados do complexo 8. As analises foram geradas pelo servidor online PIC (Tina ef al., 2007).

RECEPTOR LIGANTE
POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO POSICAO CADEIA RESIDUO ATOMO DISTANCIA(A)
31 E THR N 103 F TYR OH 3,13
36 E MET N 40 F THR 0Gl1 2,65
38 F ASP OD2 36 E MET 0] 3,39
38 F ASP OD2 36 E MET O 3,39
40 F THR 0Gl1 35 E THR (0] 3,24
40 F THR 0Gl1 36 E MET 0] 2,53
103 F TYR OH 30 E GLU o) 2,55
106 F GLY N 18 D GLU OE2 3,29
107 F TYR N 7 D HIS NDI 2,42
107 F TYR N 7 D HIS NE2 3,22
107 F TYR N 18 D GLU OEl 2,61

Foram selecionadas duas estruturas em que os mondmeros da CNF apresentavam uma
maior distancia entre si, possibilitando um acesso interno a CB, regido onde a PLA; realizaria o

maximo de interagdes com a CNF.

4.2.3. Complexo 9
A primeira estrutura selecionada visando escolher complexos em que os mondmeros da

CNF estavam mais distantes estd representada pelo complexo 9 (figura 31 e 32)
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Figura 31. Representagdo em cartoon do segundo complexo CNF/CB selecionado pelas quantidades de ligagdes de
hidrogénio. As cores das representacdes seguem o padrdo da figura 27.

Figura 32. Representacdo da ancoragem da CB na superficie eletrostatica da CNF. Em cartoon cinza esta
representado a CB, em preto o ion de calcio, em sticks azul a H48, residuo importante da via catalitica das PLA,.A
superficie eletrostatica é representada pelas cargas negativas em vermelho e as cargas positivas em azul.
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4.2.4. Complexo 10
Seguindo a proposta de interagdo interna da CNF com a CB, outra estrutura foi

selecionada e esta representada pelo complexo 10 (figuras 33e 34).

Figura 33. Representagdo em cartoon do segundo complexo CNF/CB selecionado pelas quantidades de ligagdes de
hidrogénio. As cores das representagdes seguem o padrio da figura 30.

Figura 34. Representagdo da ancoragem da CB na superficie eletrostatica da CNF. Em cartoon cinza esta
representado a CB, em preto o ion de calcio, em sticks azul a H48, residuo importante da via catalitica das PLA,. A
superficie eletrostatica é representada pelas cargas negativas em vermelho e as cargas positivas em azul.
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4.3.Discussao
4.3.1. PLA,/PLI

Os complexos 1, 2 e 3 apresentaram alta interagcdo da PLA, com o poro central do
inibidor tipo alfa. Analisando as interagdes com as superficies eletrostaticas, pode-se observar
também que as PLA; &cidas dos complexos 1, 2 e 3 interagiram em uma regido mais positiva do
inibidor, fato esperado (Santos-Filho ef al., 2011) e predominante no poro central (figura 35).
Além disso, houve uma reprodutibilidade dos residuos envolvidos na interagao entre as
proteinas, residuos da regido Y35 - N91 do inibidor, tendo um ganho ainda maior apos a
simulagcdo de dinamica molecular no complexo 1. Observando essa reprodutibilidade da regiao
do inibidor e das quantidades de interagdes e afinidade e que apos a dinamica molecular do
complexo 1 a regido observada ¢ maximizada, ¢ possivel propor que esses residuos estejam
localizados em uma importante regido de interagdo com as PLA; 4cidas, além de que o complexo

1 ¢ a estrutura que, nesse trabalho, melhor representou a interacao PLA,/aPLI.

Figura 35. A Representacdo em cartoon e B superficie eletrostatica do inibidor PLIo, aBaltMIP, em conformacao
trimérica. C Superficie eletrostatica do poro central, sua possivel funcao foi descrito por Santos-Filho et al., 2011.A
superficie eletrostatica ¢ representada pelas cargas negativas em vermelho e as cargas positivas em azul.
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Outros grupos de resultados apontaram uma regido diferente do poro central como regiao
de interacao com as PLA; acidas, complexos 4, 5 ¢ 6. Essa regido esta localizada proxima ao N-
terminal, residuos de 1 a 37. Analisando na literatura trabalhos que corroborariam com essa
regido de interacdo, Okumura et al., 2005 aponta o residuo tirosina 144 como importante residuo
de interacdo entre as proteinas e Nobuhisa et al., 1998 aponta duas regides importantes de
interacdo, regides da leucina 137 a leucina 139 e fenilalanina 143 a fenilananina 145,
observamos que ambos realizaram mutagdes sitio dirigidas para chegar a conclusdo que apos
esses experimentos, os inibidores tipo o perderam afinidade com as PLA;, mas quando
analisamos mais a fundo esses dados, e levamos em conta que as mutagdes garantem uma maior
flexibilidade a essa regido, como por exemplo muta¢des com residuos de alanina, e que essas
regides estdo proximas ao poro central (figura 36), podemos propor que ndo necessariamente
esses residuos/regides participam da coordenagdo com as PLA;, mas que essa mutagdo poderia

desestruturar o poro central, ndo permitindo a sua interagdo com as proteinas.
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Figura 36. Representagdo em cartoon verde do inibidor tipo a utilizado com as regides descritas por Nobuhisa 1998
em bege e os residuos propostos por Okumura 2005 em azul.

Apoés as andlises e levando em conta questdes como a incerteza da participacdo de
residuos do N-terminal descritos por experimentos anteriores, tal incerteza comentada inclusive
nos trabalhos que apontam tais regides, concluimos que as interagdes entre as proteinas devam
ocorrer pelo poro central. Analisando a quantidade de ligagdes de hidrogénio e enovelamento da
PLA; dos complexos 1, 2 e 3, o complexo 1 foi escolhido como a melhor estrutura representativa
da interacdo entre PLA; 4cidas e a aBalMIP que o novo protocolo de docking gerou. As anélises
da dindmica molecular do complexo 1 mostraram uma relativa estabilidade do complexo e um

melhor posicionada da PLA; em relagdo ao inibidor.
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4.3.2. CB/CNF

Analisando os resultados acerca do complexo CB/CNF pode-se observar que as
moléculas da crotoxina B, em sua grande maioria, interagiram em regioes de interface entre os
mondmeros de CNF. Isso pode indicar que alguns residuos localizados nessa regido possam ser
importantes para a complexag¢ao da CNF com a CB.

Alguns clusters de resultados possibilitaram a visualizagao de uma conformacao diferente
das proteinas envolvidas, essa diferenca possibilitou a formulagdo de uma nova hipotese de
interacdo, propondo que a interagcdo das proteinas possa ser realizada pelos residuos internos da
CNF com a CB, tal posicionamento das proteinas geraria a condicdo com a maior quantidade de
interacdes entre as cadeias, ou pelo menos, o maior contato entre elas, retirando o acesso da CB
ao substrato. Isso se deve ao fato da superficie da molécula de CB, quando posicionada
internamente a CNF, estar em maior contato com a superficie do inibidor.

Os resultados envolvendo as estruturas da CB e da CNF foram menos conclusivos, ja que
encontramos uma menor quantidade de trabalhos envolvendo essas interagdes, dificultando a
andlise e a convergéncia dos resultados. Mas analisando os resultados acerca da melhoria da
estrutura da CNF, pode-se observar que os dados estavam de acordo com a literatura novamente.
Experimentos que isolaram a CNF mostraram que ela se apresentava como um composto
oligomérico de 4 a 8§ monomeros e resultados desenvolvidos por colaboradores do nosso
laboratério mostraram por meio de experimentos de DLS que a proteina apresentava um raio
hidrodindmico de 4.4 + 0,1 nm, medidas que coincidem com o modelo tetramérico proposto
(figura 37) (Forte-Dias et al.. 1994). Como citado anteriormente, os melhores modelos refinados
utilizando os dados de SAXS apontaram uma conformacao tetramérica da CNF contendo uma

subunidade B (Forte-Dias, 2014).
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Figura 37. Medida do maior raio, 43,7A ou 4,37nm, do tetrimero da CNF, representacio em cartoon verde, roxo,
amarelo e azul, na presenga da subunidade B em salmao.
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CONCLUSAO
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5. CONCLUSAO

Durante as anélises utilizando o novo protocolo de docking, pode-se observar que o
mesmo funcionou como esperado, gerando bons resultados. Para concluir isso, foram analisados
alguns passos e como o protocolo os desenvolveu. A selecdo das estruturas pelo critério de
restri¢ao energética foi realizada de forma funcional, ao ponto em que estruturas energeticamente
acessiveis nao foram excluidas e estruturas energeticamente desfavoraveis nao foram
consideradas. Todos os passos de clusterizagao apos os ajustes de corte de rmsd agruparam
somente resultados proximos, ndo possibilitando clusters em que se encontraram estruturas
muito divergentes, facilitando as andlises. O passo em que se utiliza o software Hex, docking
molecular, pode-se observar que quando os resultados estavam convergindo para um mesmo
local de interacdo ou nao estavam sendo relevantes as diferengas entre as tentativas, 0 mesmo
parava os calculos e nos geravam as solucgoes realizadas com as energias respectivas. Analisando
esses pontos podemos concluir que a metodologia desenvolvida e proposta funcionou como
esperada. Alguns desses resultados convergiram com os dados encontrados na literatura,
reforgando o bom desempenho do protocolo.

Pensando em uma metodologia mais eficiente e solida, experimentos de validagdo estao
sendo planejados para testar o protocolo. Planeja-se utilizar como resultado referéncia um
complexo proteina/proteina conhecido e para testar a metodologia, utilizar como arquivos de

entrada as proteinas do complexo conhecido em sua forma nativa.
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MATERIAL COMPLEMENTAR

Em anexo, esse trabalho contém um CD com os 11 complexos gerados pelo novo
protocolo de docking molecular proposto. Além disso, contém as estruturas dos inibidores
plasmaticos, CNF e aBaltMIP, as estruturas das PLA; anteriores as andlises, acida e CB ¢ os

resultados das dindmicas moleculares.
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