AYA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u ne sp " 40LI0 DE MESQUITA FILHO”

Raphael Vinicius Rodrigues Dias

Avaliacado computacional de mecanismos de
guinases e proteinas relacionadas

Séao José do Rio Preto
2018



Raphael Vinicius Rodrigues Dias

Avaliacdo computacional de mecanismos de quinases e
proteinas relacionadas

Dissertagdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em
Biofisica Molecular, junto ao programa de Pos-
Graduag¢do em Biofisica Molecular, do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Sao José do Rio Preto

Financiadora: FAPESP — Processo 2016/08753-6

Orientador: Prof. Dr. Leandro Cristante de Oliveira

Co-orientador: Prof. Dr. Fernando Alves de Melo

Sao José do Rio Preto
2018



Dias, Raphael Vinicius Rodrigues.
Avaliagdao computacional de mecanismos de quinases e proteinas
relacionadas / Raphael Vinicius Rodrigues Dias. -- So José do Rio Preto, 2018
100 f. :il.

Orientador: Leandro Cristante de Oliveira

Coorientador: Fernando Alves de Melo

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas

1. Biologia molecular. 2. Biofisica. 3. Fosfotransferases. 4. Dinamica
molecular. 5. Proteinas — Analise. 6. Conformacgao de proteina alfa-hélice.
7. Simulagdo de docking molecular. . Universidade Estadual Paulista "Julio
de Mesquita Filho". Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas.

II. Titulo.
CDU-577.3

Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca do IBILCE
UNESP - Campus de Sao José do Rio Preto




Raphael Vinicius Rodrigues Dias

Avaliacdo computacional de mecanismos de quinases e
proteinas relacionadas

Dissertagdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em
Biofisica Molecular, junto ao programa de Pds-
Graduacdo em Biofisica Molecular, do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Sao José do Rio Preto

Financiadora: FAPESP — Processo 2016/08753-6

Comissao Examinadora

Prof. Dr. Leandro Cristante de Oliveira
Unesp - Sdo José do Rio Preto — SP
Orientador

Profa. Dra. Ana Carolina Migliorini Figueira
Lnbio — Campinas — SP

Prof. Dr. Jorge Chahine
Unesp — S&o Jose do Rio Preto — SP

Sao0 José do Rio Preto
26 de abril de 2018
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E isso que significa viver, ndo é mesmo?

- Grovyle
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Resumo

A proteina Carboxyl-terminal Src Kinase, Csk, é uma proteina tirosina quinase com
fungdo de reguladora essencial para as proteinas da familia das Src quinases (SFKs). Seu
mal funcionamento regulatdrio tem sido reportado como responsavel por diversas
moléstias como: deformagdes na fase de desenvolvimento embrionario, manifestagao
de canceres de mama, préstata, pancreas, leucemia, linfoma e célon. A CSK apresenta
uma alta homologia sequencial com as SFKs, mas com disposi¢des distintas de seus
dominios. Outro diferencial é a auséncia de uma porc¢do terminal contendo uma tirosina
que possa ser fosforilada, elemento fundamental para os demais membros das SFKs que
podem se autofosforilar. Curiosamente, sua estrutura cristalografica apresenta
conformacgdes distintas classificadas como formas ativa e inativa sendo o objetivo
principal desse trabalho, modelar as transi¢cdes e avaliar os seus possiveis mecanismos
fazendo um link de como mudancas conformacionais entre essas duas conformacgdes
estdo relacionadas com a a¢do da proteina quinase Csk baseando-se em experimentos
in vitro. Complementarmente, a proteina adaptadora Grb2 relacionada com regulacoes
de proteinas pertencente ao universo das quinases como a FGFR2, também ¢é alvo do
estudo. O conjunto quinase mais proteina adaptadora desempenham um importante
papel na transmissdao de sinal em cascatas de sinalizagdes envolvidas em processos
celulares fundamentais como proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose. Dessa
maneira, Grb2 é um alvo em potencial para o estudo de interagdes com pequenas
moléculas de interesse bioldgico por seus efeitos anticarcinogénicos como a Cumarina
1,2-Benzopirona e Morina (2’,3,4’,5,7-pentahidroxiflavona). Experimentos in vitro
comprovam a interagao entre a proteina adaptadora Grb2 e o ligante Cumarina e
Morina, sendo neste trabalho avaliado a determinacdo espacial e o conjunto de

interacdes entre os complexos formados.

Palavras-chave: Quinases. C-terminal Src. Csk. Modelos baseados em estruturas.
Mudancgas conformacionais. Growth Factor Receptor Bound Two. Grb2. Cumarina.

Morina. SFKs.



Abstract

The Carboxyl-terminal Src Kinase (Csk) is a protein that plays an essential role for the
down-regulation of Src kinase family proteins (SFKs). When Csk presents malfunction on
its regulation action, several diseases can occurs, like deformations during the fetal
develop, mama, prostate, pancreas, colon cancers, as well leukemia and lymphomas.
Csk presents a high sequence homology with other SFK members, but without a similar
arrangement of domains. Yet, the Csk lacks a tyrosine tail, so it cannot auto-
phosphorylate, but it can phosphorylate their family members. Surprisingly, the
crystallography structure of Csk presents two distinct conformations classified as active
and inactive. The main objective of this work is to construct a model to evaluate
transitions and possible mechanisms involving Csk, making a link between
conformational changes and its action. On the other hand, the adaptor protein Growth
factor Receptor-Bound protein 2 (Grb2) is related to the universe of protein regulators
linked to the proteins kinase as the Fibroblast Growth Factor Receptor 2 (FGFR2), being
an important target for study. The set kinase and adaptor proteins is important for
signaling processes involving cell proliferation, differentiation and apoptosis. Thus, Grb2
is an potential aim for the evaluation of interactions with small anticarcinogen molecules
as 1,2-benzopyrone Coumarin and 2',3,4',5,7-pentahydroxyflavon Morin. In vitro essays
verified the interaction between the Grb2-coumarin and Grb2-morin complexes. Thus,
the second part of this work investigate the spatial location for the docking of the

Coumarin and Morin into Grb2 and evaluate their interactions.

Keywords: Kinases. C-terminal Src. Csk. Structure Based Model. Conformational

Changes. Growth Factor Receptor Bound Protein 2. Grb2. Coumarin. Morin. SFKs.
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Capitulo 1

Mudancas
Conformacionais

da proteina Csk



1.1 Introducao

Grande parte do funcionamento dos processos bioldgicos em organismos vivos
depende de macromoléculas conhecidas como proteinas. Essas macromoléculas sdo
consideradas as mais abundantes, sendo encontradas em todas as células de um
organismo. Dessa forma, as proteinas sdo consideradas vitais para os seres vivos em
geral, devido as diversas fungdes desempenhadas (Nelson & Cox, 2014).

Comumente formadas por 20 diferentes tipos de aminodcidos, com excec¢des de
alguns organismos que podem apresentar 22 diferentes tipos de aminodcidos
(Cavalcanti & Landweber, 2003), combinados e ligados covalentemente por ligacdes
peptidicas, as proteinas sdo divididas em quatro diferentes niveis estruturais. A
estrutura primdria é composta por uma sequéncia de aminoacidos formadores da
cadeia polipeptidica. As estruturas secunddrias sao estruturas regulares como a-hélices
e folhas B a partir de dobras e padrdes especificos na cadeia polipeptidica. A estrutura
tercidria consiste no arranjo espacial de todos os atomos da proteina, levando em
consideracdo também a geometria de cada estrutura secunddria formada. E ainda,
guando a proteina possui mais de uma unidade polipeptidica, elas se arranjam em uma
geometria especifica formando a sua estrutura quaterndria. (Branden & Tooze, 1999;
Nelson & Cox, 2014).

A organizacao de cada um de seus niveis estruturais proporciona a proteina
diferentes graus de flexibilidade dependentes do seu tamanho e tipo de ligacdes,
podendo ocorrer mudancas conformacionais acessando diferentes estados quando em
solucdo. Essas diferentes organizacbes de estrutura estdo intimamente relacionadas
com a sua fungao bioldgica, como por exemplo em motores bioldgicos, nos quais a
energia liberada pela quebra da adenosina trifosfato (ATP) é convertida em trabalho
mecanico, realizando movimentos e dando origem a sua fung¢do biolégica (Ronconni,
2011).

Para interagir com uma molécula qualquer, em geral a proteina deve ser capaz
de mudar a sua conformacdo. Tal mudanca pode ser minima, envolvendo o movimento
de atomos de um ou mais residuos, ou brusca, envolvendo o movimento de dominios

inteiros de uma estrutura multimérica. Um exemplo de estruturas proteicas com alta
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flexibilidade, com suas fun¢Ges associadas com suas diversas conformacdes estruturais
sao as proteinas tirosinas quinases.

As proteinas tirosina quinases (PTKs) sdo um grupo de enzimas que catalisam a
fosforilagcao de outras proteinas por meio da transferéncia de um grupo fosfato de ATP
ou, em alguns casos excepcionais, de GTP, para residuos de tirosina. A fosforilagdo
destes residuos ocorre devido a estimulos extracelulares ou intracelulares, que
fornecem um mecanismo altamente eficiente para o controle da atividade de proteinas.
(Hubbard & Till, 2000)

As PTKs podem ser divididas em duas familias: as proteinas tirosinas quinases
receptoras (RTKs, do inglés Receptor Tyrosine Kinases) como por exemplo, os receptores
de crescimento derivados de plaqueta PDGFR (platelet-derived growth factor receptor)
e a familia de fatores de crescimento do fibroblasto FGF (fibroblast growth factor), e
proteinas tirosinas quinases ndo receptoras (NRTKs, do inglés Non-Receptor Tyrosine
Kinases), como as proteinas Src, Jak, Abl, Fak, Fps, Syk, Btk e Csk. (Hubbard & Till, 2000)

A primeira PTK descoberta foi a Src, uma das proteinas que constitui a subfamilia
de quinases “Src Family Kinases” (SFKs), que em geral atuam no controle do crescimento
e diferenciacdo celular (Chong et al., 2006). SFKs é um grupo composto por nove
enzimas, Src, Fyn, Yes, Lck, Hck, Fgr, Lyn, Blk, e Yrk que regulam uma ampla gama de
eventos celulares, incluindo crescimento celular, divisao, diferenciacao, sobrevivéncia e
apoptose, além de fungbes especializadas, como respostas imunes, adesdo celular,
movimento celular e endocitose (Hunter & Cooper, 1985; Thomas & Brugge, 1997).

A familia das SFKs contém um ou mais sitios de acilagdo amino-terminal,
necessarios para a localizacdo na membrana, um dominio homodlogo Src 3 (SH3), que
reconhece ligantes ricos em prolina, um dominio homdlogo Src 2 (SH2), que reconhece
ligantes ricos em fosfotirosina, e um dominio catalitico propriamente dito como dominio
quinase subdividido em N-lébulo e C-lébulo (Howell & Cooper, 1994; Koegl, Robert,
Bergman, Alitalot, & Courtneidge, 1994)

O dominio quinase das SFKs contém dois residuos criticos para sua regulagado: a
Tirosina Y416, encontrada no sitio ativo e que sofre autofosforilacdo para a ativacdo da
quinase, e o residuo de Tirosina Y527, encontrado em sua cauda C-terminal, que quando

fosforilado por outras PTKs, causa rearranjos conformacionais, fazendo com que as SFKs
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passem de uma conformagdo estendida e ativa, para uma conformac¢do fechada e

inativa, ilustrado na figura 1.

Figura 1 - Organizacdo e Mecanismo de regulacdo das SFKs. (A) C-Src apresenta uma
regido Unica contendo o sitio de acilagdo amino-terminal, necessario para a localizagdo na
membrana e os residuos de fosforilagdo no dominio quinase e cauda C-terminal que modulam
sua atividade, sendo esses Tyr-416 (YA) e Tyr-527 (YT) respectivamente. (B) A proteina de
membrana Cbp/PAG1 recebe sinais extracelulares ocasionando fosforilacdo da sua Tyr-314 por
proteinas da familia SKFs e induz o recrutamento da proteina Csk para membrana. Essa
interacdo ocorre através do dominio SH2 de Csk com a regido da Tirosina 314 ja fosforilada em
Cbp. Csk apds recrutada fosforila a Tirosina 527 da cauda C-terminal das SKFs, causando
mudancas conformacionais, passando de uma conformacdo aberta e ativa para sua

conformacgdo fechada e inativa.

A) (Ya) @
SRC SH3 ——  SH2 K | Ka
Acido Graxo
CSK SH3 —— SH2
B)
Cbp/PAGI

Membrana Plasmatica

ﬂ

Csk Ativa

SFK Ativa

Csk Inativa

Fonte: adaptado de (Masato Okada, 2012).
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SFKs estdo usualmente presentes em seu estado inativo, com sua tirosina Y527
fosforilada interagindo com o dominio SH2. Essa fosforilagdo é rigorosamente
controlada por outra PTK, a Carboxyl-terminal Src Kinase, popularmente conhecida
como Csk (Okada et al., 1991; Nada et al., 1993). Csk é uma PTK citoplasmatica
constituida por um dominio SH3, um SH2 e um dominio Quinase dividido em N-Lébulo

e C-Lébulo.

Suas estruturas cristalograficas resolvidas por Ogawa e colaboradores (Sakai et
al., 2002) consiste em 6 cadeias contidas em uma Unica célula unitaria, e que podem ser
divididas em 2 conformagbes distintas, apresentadas na Figura 2. Em uma das
conformacbes o dominio SH2 de Csk se encontra préximo ao dominio quinase,
formando uma configuracdo mais compacta e sugerida como sua forma ativa. Na
segunda conformacdo, o dominio SH2 é rotacionado resultando em uma conformacao
estendida, sendo essa sugerida como sua forma inativa. Além do dominio SH2, a
primeira hélice do dominio quinase (Hélice aC), colorida em laranja na figura 2, tem uma
pequena deformacdo em sua primeira volta de hélice, evidenciando uma mudanca
conformacional entre as estruturas cristalograficas.

A perda de fungdo de Csk implica em uma ativagao constitutiva das SFKs,
acompanhada de moléstias como defeitos no desenvolvimento embrionario e
manifestacdo de canceres de mama, préstata, pancreas, leucemia, linfoma e célon
(Nada et al., 1993).

Apesar da identidade estrutural com as SFKs, como mostrado na figura 1A, Csk
carece de sitios de acilagdo amino-terminal, de um sitio de autofosforilacdo e de uma
tirosina reguladora na regido C-terminal, caracteristicas essenciais para a funcdo das
SFKs e que conferem a Csk um arranjo estrutural distinto das demais SFKs. A frente de
todas essas diferencas, Csk é capaz de fosforilar a Tirosina-527 presente na regido C-
terminal dos membros da familia das SFKs, todavia ndo sofre autofosforilagdo (Chong et
al., 2006). Portanto, o seu mecanismo regulador difere das SFKs e vem sendo alvo de

diferentes estudos.
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Figura 2 - Estruturas cristalograficas da proteina Csk. Segundo Ogawa e colaboradores (Sakai et
al.,, 2002), as duas conformagdes da proteina Csk resolvidas cristalograficamente estdo
intimamente ligadas com suas fun¢des, sendo sua forma mais compacta a molécula ativa e que
realiza suas fungdes biolégicas, e inativa sem funcdes bioldgicas quando na sua forma estendida.
Suas estruturas compacta e estendida estdo representadas em (A) e (B) respectivamente,
coloridas por seus dominios, Loop Catalitico, Loop de ativacdo e com destaque para a regidao de
estrutura secundaria Hélice aC, evidenciando que as mudancas conformacionais nao ocorre
somente com o movimento do dominio SH2. Em (C) é representado a sobreposicdo das cadeias

B e C, coloridas em azul e cinza respectivamente.

Quinase
N-Lobulo

LOO[Z,) Loop
| Quinase Catalitico P~ = de ativacio
C-Lobulo

Fonte: Figura elaborada pelo autor.
PDBid: 1K9A, cadeias Be C.

6|Pagina



Estudos envolvendo o dominio SH2 de Csk mostram a relevancia deste dominio
para a atividade de Csk; interagdes entre fosfotirosinas de algumas moléculas com este
dominio podem aumentar a catalise de Csk, como por exemplo, a proteina de ligacdo de
Csk, Cbp/PAG (no inglés, Csk Binding protein) (Tanaka et al., 2013), a qual recruta Csk
para a membrana em regiGes estratégicas, possibilitando essa a atuar diretamente
sobre as quinases da familia Src (Davidson, Bakinowski, Thomas, Horejsi, & Veillette,
2003). AvaliacGes detalhadas de mutagénese mostram também que a quebra de suas
interagdes com o N-lébulo, reduz significativamente a atividade catalitica de Csk,
implicando em regula¢des descontroladas em SFKs (Huang, Wang, Brown, & Sun, 2009;
Sondhi & Cole, 1999; Sun & Budde, 1999).

Ainda relacionado com o dominio SH2, estudos mostraram que a sua delecdo
reduz a atividade catalitica de Csk (isto é, kcat/Km) por 30 vezes (X. Lin, Ayrapetov, Lee,
Parang, & Sun, 2005). No dominio SH2 da Csk, encontra-se uma ligacdo dissulfeto que
nao estd presente em outros dominios SH2 conhecidos. Estudos de RMN mostram que
a ligacdo dissulfeto acessivel ao solvente no dominio SH2 isolado é altamente estavel e
longe do pequeno lobo do dominio da quinase. Entretanto, a quebra dessa ligacdo
produz efeitos em outras regiées da proteina, em especial no lI6bulo N-terminal do
dominio Quinase onde encontra-se a hélice aC, afetando a funcdo catalitica de Csk
evidenciando novamente a importancia da comunicag¢ao interdominios e destacando o
envolvimento da hélice aC com a atividade proteica (Mills et al., 2007).

O dominio SH3 também apresenta relacdo com a atividade da Csk, sendo que
sua remocao diminuiu sua atividade em 11 vezes (X. Lin, Ayrapetov, Lee, Parang, & Sun,
2005). Também, mutagdes nos residuos E13A e D34A pertencentes ao dominio SH3 e
que fazem interagdes interdominios, resultando na reducdo da atividade de Csk,
evidenciando a importancia da comunicacdo entre os diferentes dominios da proteina
(Barkho et al., 2015).

E possivel também associar a atividade da proteina Csk com sua interagdo com
outras moléculas devido a sua identidade estrutural com as SFKs, como é o caso da
Staurosporine (Lamers, Antson, Hubbard, Scott, & Williams, 1999; Meggio et al., 1995).
Essa molécula interage com algumas das proteinas da familia das SFKs préxima a regiao
da hélice aC, afetando sua atividade. A molécula Staurosporine (antibiético AM-2282 ou

STS) é um produto natural originalmente isolado em 1977 da bactéria Streptomyces
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Staurosporeus (Omura et al., 1977). Sua principal atividade bioldgica é a inibicdo das
proteinas quinases impossibilitando a ligagdo de um ATP. Isto é possivel pois hd uma
forte afinidade entre a Staurosporine e Quinase no local de ligacdo do ATP (Karaman et
al., 2008). A analise estrutural das interagdes entre diferentes quinases e a molécula de
Staurosporine mostram que o bolsdo de ligacdo é preservado devido aos dtomos da
cadeia principal conservados em suas posi¢cdes relativas, contribuindo para a
promiscuidade da molécula (Boggon et al., 2012; Kinoshita, Matsubara, Ishiguro, Okita,
& Tada, 2006; Schiering et al., 2003).

Estudos recentes apresentados por Jamros e colaboradores (Jamros et al., 2010,
2012) indicam que em solugdo existe um equilibrio entre conformacgdes estendidas e
colapsadas da Csk, sugerindo que as existéncias desses ensembles sejam fundamentais
para sua dindmica de acdo. Ainda, na presenca dos nucleotideos AMP-PNP (um andlogo
do ATP ndo hidrolisdvel) ou ADP existe um deslocamento desse equilibrio, sempre
exigindo a combinacdo de 2 ou mais estruturas representativas para a reconstrucdo
adequada dos dados de espalhamento de raios-X a baixo angulo. Complementarmente,
foi reportado a importancia dessas moléculas no processo de regulacdo reversa,
permitindo a fosforilagdo da proteina de ligagdo Cbp/PAG ou a c-Src pela Csk (Jamros et
al., 2012). A avaliacdo dos efeitos causados por estas diferentes regides da Csk sugere
gque os estudos dos mecanismos da transicdo s3ao muito importantes para o
entendimento da fun¢do da Csk.

Essas descobertas sobre o comportamento cinético da Csk em solucdo sugerem
uma dindmica cooperativa entre os dominios assim como a relagao das transi¢des pelos
diferentes ensembles possiveis com a sua capacidade de ativar o dominio C-terminal de
tirosina quinase. Portanto, identificar regides responsaveis por facilitar ou limitar as
transicdes indicariam um ponto de partida para o desenho racional de novas drogas que
atuam para manter a acdo desejavel da Csk no organismo, oferecendo possiveis

solucdes de tratamento para as doencas ja mencionadas.
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1.2 Motivacao e Objetivos

A proteina Carboxyl-terminal Src Kinase, Csk, € uma proteina tirosina quinase
com func¢do de reguladora essencial das proteinas quinases da familia das SFKs. A Csk
atua fosforilando um residuo de tirosina (Tyr-Y527) presente na regidao C-terminal de
SFKs, induzindo mudancas conformacionais e inibindo sua atividade proteica. Apesar de
sua homologia estrutural com as SFKs, a Csk carece de regides e residuos importantes
para a regulacdo de SFKs, diferindo quanto ao seu mecanismo regulador e que vem
sendo alvo de diversos estudos.

Os resultados cristalograficos mostram diferentes conformacgées estruturais nas
células unitarias, apontando para o pressuposto de que haviam dois estados, um ativo
e outro inativo. Contudo, diversos trabalhos experimentais, por exemplo empregando
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), delecdo de regides ou dominios, muta¢do de
residuos de aminodcidos e interacdo com outras moléculas evidenciam a comunicacao
interdominios e a extrema importancia da cinética da Csk, indicando uma relacdo com
sua funcdo. Aqui questiona-se a hipdtese da atividade da Csk depender de todo seu
mecanismo de transicdo, ao invés da tradicional abordagem relativa a dois estados
exclusivamente, sendo este o objetivo principal.

Os desafios secundarios ao objetivo principal, foi explorar regides que
restringem a livre ocorréncia de transicdes, como os mecanismos fisicos de cracking e
back-tracking, por exemplo. Essas andlises possibilitam o entendimento da
intercomunicacdo entre os dominios e da atuacdo de diferentes ligantes nos efeitos
alostéricos ja conhecidos para Csk. Além disso, estas analises sdo um ponto de partida
para a identificacdo, desenvolvimento e modelagem de compostos quimicos que
venham interagir em regides especificas identificadas de modo desejavel, controlando

assim a regulacdo negativa da Csk sobre os outros membros das SFKs.
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1.3 Fundamentacao Tedrica

13.1 Enovelamento de proteinas

Na década de 60, Anfinsen por meio de experimentos fisico-quimicos, sugeriu
gue conhecendo a sequéncia de aminodcidos, seria possivel determinar o estado
funcional de uma proteina (estado nativo), sendo esse, o minimo global da energia livre
(Anfinsen, 1973; Anfinsen, Haber, Sela, & White, 1961). O experimento realizado por
Anfinsen consiste na desnaturagdao da Ribonuclease Pancredtica Bovina A modificando
as condicbes fisioldgicas pela adicdo de ureia ao sistema e controlando a sua
desnaturacao por meio da contagem de 4 pontes dissulfeto presentes na estrutura
nativa da proteina. O resultado mostrou que a proteina depois de desenovelada, desde
que colocadas em sua condicdo fisiolédgica novamente, espontaneamente voltava a se
enovelar. Anfinsen estabelece assim sua “Hipdtese Termodinamica” afirmando que as
proteinas em seu estado nativo e condicdes fisioldgicas normais, estd em seu estado de
minima Energia Livre, e que essa conformacao é, portanto, estabelecida apenas por
interacGes Inter atdbmicas (Anfinsen, 1973). Isso significa que toda a informacado para a
proteina alcangar seu estado funcional esta codificada na sequéncia de aminodcidos,
ndo requerendo outros sistemas bioldgicos acessdrios para o enovelamento.

Em 1968, Cyrus Levinthal questionou sobre o tempo necessario para uma
proteina alcancar a sua estrutura nativa e funcional, considerando que ela tivesse que
acessar todas as suas conformacgdes possiveis. O problema pode ser exemplificado com
a seguinte suposicdo: se o processo de enovelamento de proteinas percorre caminhos
aleatodrios, e se pelo menos um Picosegundo fosse gasto para acessar uma conformacao,
o tempo necessario para o enovelamento de uma proteina com cem aminoacidos e duas
conformacdes (caso mais simples), para cada ligacdo peptidica, seria da ordem de 108
segundos, tempo comparavel com a idade do universo, o que ficou conhecido como o
Paradoxo de Levinthal. Levinthal concluiu entdo que para que o enovelamento de uma
proteina ocorresse em tempo habil seria necessario um caminho determinado, definido
por um “pathway” (Zwanzig, Szabo, & Bagchi, 1992).

Passados quase 50 anos de trabalho e com a associa¢do de diversas teorias como

a de spin-glass e de superficie de energia (do inglés, Energy Landscape) (Chan & Dill,
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1989), foi possivel entender o que conhecemos hoje como “Teoria de enovelamento de
proteinas” e “Funil de enovelamento”. Esses avangos foram desenvolvidos durante a
década de 80 por Peter Leopold et Al. (Chan & Dill, 1989; Taketomi, Ueda, & Go, 1975)
que introduziu o conceito de funil de energia como consequéncia dos avangos de outros
pesquisadores (Dill & Chan, 1997; Karplus, S”ali, & Shakhnovich, 1995). Nessa teoria,
entende-se a existéncia de um balango entre entropia configuracional e energia do
sistema, que direciona a proteina para o seu minimo de energia livre. Assim, o processo
de enovelamento da proteina pode assumir diferentes rotas, sendo um tratamento
estatistico baseado nos principios da termodinamica e fisica estatistica (Dill & Chan,
1997).

Conceitualmente, a superficie de energia é representada por uma forma
afunilada como mostrado na Figura 3, onde encontra-se os valores de energia no eixo
das ordenadas com valores crescentes para cima, e valores de entropia no eixo das
abcissas, com valores crescentes para as laterais, tendo, portanto, em seu topo o
ensemble da proteina desenovelada e no fundo do funil o ensemble da conformacgao
enovelada. A proteina é entdo direcionada para seu estado nativo através de rotas que
minimizam a energia livre.

Nessa superficie de energia podem existir minimos locais de energia
representados por pequenos po¢os no funil, os quais podem “armadilhar” a proteina ao
longo do processo de enovelamento. Essas armadilhas sdo conhecidas como a
rugosidade do sistema e estdo relacionadas com o tempo de enovelamento e
acessibilidade da proteina ao estado nativo, sendo importante para essa avaliacao a
relacdo Tf/Tg (temperatura de enovelamento dividido por temperatura de glass ou do
estado vitrio). Ressaltando que o comportamento cinético e termodindamico do
enovelamento é influenciado pelo relevo da superficie de energia. Nos casos em que as
superficies sdo irregulares (ou rugosas) ha uma grande competicdo entre as interagées
favoraveis e desfavoraveis da proteina, sendo as intera¢des desfavoraveis chamadas de
“frustracdo” (J. D. Bryngelson, Onuchic, Socci, & Wolynes, 1995; Leopold, Montal, &
Onuchic, 1992). De acordo com o principio da minima frustracdo, introduzido por
Bryngelson e Wolynes no estudo de heteropolimeros aleatérios (J. D. D. Bryngelson &

Wolynes, 1987; J. D. Bryngelson et al., 1995), proteinas sdo sistemas otimizados, sendo

11|Pagina



gue uma interacao é dita frustrada quando ela ndo é localmente satisfeita em termos

de sua energia.

Figura 3 - Perfil de energia livre em funcdo de uma coordenada de reacdo Q. O funil de energia
tem em seu topo estruturas de proteinas desenoveladas, estabelecendo essa regido como sendo
de alta entropia e alta energia. Sua forma afunilada representa as diferentes rotas de energia
para a estrutura nativa, sendo o “bico” do funil uma regidao de minima energia. Os parametros
apresentados na imagem sdo: Q, = Conformacgao desenovelada. Qrs = Conformacgdo no estado
de transicdo, Qr = Conformacdo enovelada e F(Q) a energia livre em func¢do da coordenada de

reagao Q.

A

F(‘Q) [K;T]

Fonte: adaptada de (Wang et al., 2012).

As frustracGes de uma proteina podem ser classificadas como energéticas ou
topoldgicas (Clementi, Nymeyer, & Onuchic, 2000). A frustracdo energética é associada
com a sequéncia de aminoacidos que compdem a proteina e com a energia de
interacGes entre esses aminodcidos, na qual todas as interacdes energeticamente
favoraveis ndao podem ser satisfeitas (Dill & Chan, 1997). As frustracdes geométricas ou
topoldgicas estao relacionadas com o empacotamento ou estruturas secundarias, nas

quais por exempl,0 mudancas conformacionais entre microestados exijam
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desenovelamento de pequenas regides da proteina (Clementi et al., 2000; Nelson &
Onuchic, 1998; Onuchic, Socci, Luthey-Schulten, & Wolynes, 1996), processo também
conhecido também como cracking, ou ainda quebra de contatos favoraveis ao longo do
enovelamento, conhecido como back-tracking.

Estudos computacionais do processo de enovelamento exigem modelos
simplificados porque, quase sempre, demandam um alto custo computacional. Tais
modelos geralmente sdo representacdes bdsicas das proteinas envolvendo um ndmero
reduzido de parametros. Uma linha computacional sugere trabalhos tedricos utilizando
modelos minimalistas de rede plana ou cubicas, evoluindo essas ideias para modelos
fora da rede apelidados como modelos G6 (Taketomi et al., 1975). Esses modelos,
conhecidos hoje como modelos baseados em estrutura, tem a energia potencial minima
ajustada para o estado nativo da proteina, sendo considerado que residuos préximos

sempre interagem atrativamente, na sua modelagem mais simples.

132 Mudangas conformacionais em proteinas

A teoria de superficie do relevo de energia foi apoiada em hipdteses para
elucidar o problema do enovelamento de proteinas, isto é, dizem respeito ao caminho
realizado pela proteina para sair de um estado desenovelado e alcancar o seu estado
nativo. Essa modelagem de dois estados, todavia consideram que a proteina tem 1 Unico
estado enovelado, por exemplo a proteina em sua conformacao cristalografica. Todavia,
existem proteinas que apresentam um regime de transi¢des entre uma ou mais
conformagdes representativas em solugao. Nesses casos mudangas conformacionais
podem ocorrer, como é o caso da proteina quinase Csk.

Ideias do modelo, com a mesma ideia do funil de energia, podem ser
aproveitadas por meio de adaptacdes que permitam o acesso entre dois ou mais funis,
indicando minimos de energias iguais para estruturas diferentes (Whitford, Miyashita,
Levy, & Onuchic, 2007), cada um representando um ensemble estavel da proteina, como
ilustrado na figura 4. A construcdo desse modelo requer duas estruturas estaveis ja
conhecidas da mesma proteina. Perturbacdes graduais sdo adicionadas na topologia de

uma dessas estruturas até se ter o equilibrio, onde os minimos de energia entre os dois
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ensembles estaveis se igualam, permitindo assim a ocorréncia de transicGes

conformacionais durante simulagdes computacionais.

Figura 4 - Esbogo bidimensional da energia livre F(Q) em fungdo de Q. A linha vertical em Qrransicio
marca a regidao de barreira de energia que corresponde a transicdo de um dos estados estaveis
da proteina (Qestapo1) para o outro estado estavel (Qestapoz). Os minimos de energia livre foram
modelados para o mesmo valor, indicando iguais probabilidades de cada estado ser acessado

durante dindmicas moleculares, proporcionando um equilibrio dos diferentes estados da

proteina.
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Fonte: Elaborada pelo Autor.
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1.4 Modelos e métodos
141 Mudangas conformacionais em proteinas

Proteinas s3ao macromoléculas complexas que requerem um tratamento
adequado para o entendimento de seu funcionamento e de processos bioldgicos em
que elas estejam envolvidas. Modelagens ricas em detalhes muitas vezes ndao atendem
os recursos disponiveis para a avaliacdo de aspectos globais devido ao alto custo
computacional envolvido. Uma abordagem promissora nessa situacdo é o emprego de
modelos simplificados que capturem propriedades gerais do sistema, possibilitando que
simulagdes computacionais ocorram em um tempo razodvel e com resultados capazes
de promover o calculo de propriedades termodinamicas de interesse. Vale salientar que
outros modelos simplificados podem ser utilizados, como a analise de modos normais
(modelo de rede eldstica), com menor custos computacionais, todavia com perda de
informacdo relevante ao longo do processo.

Modelos baseados em estrutura (Structure Based Models, SBM), sdo construcdes
em que a energia potencial do sistema de interesse é determinada exclusivamente pelas
propriedades geométricas da conformacao fornecida. Eles apresentam um bom acordo
com os resultados experimentais de ¢-values (Naganathan & Munoz, 2010) e RMN (Mills
et al., 2007) para a descricdo do processo de enovelamento de proteinas e de transicées
conformacionais, quando analisados em relacdo a valores medidos no estado de
transicdo, em relacdo ao estado enovelado e desenovelado (Clementi, Jennings, &
Onuchic, 2001; Lindberg et al., 2002).

Existem varias representacdes possiveis empregando modelos baseados em
estrutura, dependendo da forma como os atomos sdo selecionados. Aqui, foi
empregado um modelo baseado em estrutura em que os residuos de aminodcidos
foram representados apenas pelos seus carbonos a.

A captura de propriedades geométricas foi realizada pela funcdo energia
potencial, construida empregando informaces contidas na estrutura cristalografica
fornecida, conforme ja mencionado. A energia potencial das novas conformacdes (I) foi

determinada em relacdo a sua conformacdo nativa (I'o), sendo dada por:
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(eq. 1)

Na expressdao, o primeiro termo é um potencial harmoOnico que representa a
ligagdo entre dois carbonos a adjacentes e r representa a distancia entre dois carbonos
a ligados covalentemente. O segundo termo da expressdo é um potencial harmoénico
angular formado por trés Carbonos a consecutivos, onde 8 é o angulo formado por trés
residuos i, i+1 e i+2 da estrutura nativa. Estes dois primeiros termos modelam
propriedades intrinsecas da quimica organica, isto é, sdo propriedades geométricas que
independem da estrutura nativa. O terceiro termo refere-se a tor¢ao realizada na
cadeia, onde ¢ é o angulo diedro formado por quatro carbonos consecutivos. O quarto
termo representa as interacfes (de curto alcance definidas por um mapa de contatos)
de Lennard-Jones (potencial 12-10)?, onde oj é o valor da distancia entre os carbonos
nativos i e j e rj é a distancia entre dois &tomos quaisquer. O quinto e ultimo termo
contabiliza a repulsdo entre os contatos que nao estao presentes na estrutura nativa da
proteina, sendo equivalente a parte repulsiva do potencial de LJ, exceto por tratar os
residuos que ndo estdo contemplados no mapa de contato. A aproximag¢do maxima
entre os carbonos alfa caracteriza o volume ocupado por um aminodcido que é de onc =

4 A. (Clementi et al., 2000)

1 O Potencial 10-12 é usado porque as distancias de contatos nativas oij sdo maiores no modelo Ca. Assim
esse potencial nesse tipo de modelagem aumenta a especificidade, reproduzindo uma reacgéo entre dois

estados, conforme proposto na figura 4.
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As constantes €, €8, €p , € Enc Sa0 0s pré-fatores energéticos com valores de
100, 20, 1 e 1 respectivamente, e sdao dados em unidade de gc, que é a energia de
interagdo entre 1 par de contatos, apresentando um valor de 1 kcal/mol
aproximadamente (Clementi et al., 2000). Estes parametros podem ser ajustados com
certa flexibilidade (Oliveira, Schug, & Onuchic, 2008) devido a robustez do modelo. Os
parametros ro, 8o, o e djj sdo os valores obtidos da estrutura nativa.

O valor de djj foi obtido por meio do calculo do mapa de contatos, para realizar
esse calculo foi utilizado o servidor SMOG@ctbp (Noel et al., 2016) com o algoritmo
Shadow Contact Map (SCM) (Noel, Whitford, & Onuchic, 2012), que consiste em uma
abordagem de raio de corte com a vantagem de associar um filtro de sele¢do dos
contatos removendo efeitos blindagem. O método pode ser compreendido supondo
uma fonte de luz imaginaria localizada no centro de um dado atomo i, todos os atomos
ao seu redor e dentro do raio de corte que nao tenha sombra provenientes de outros
atomos a sua frente e que barrem a luz, sdo considerados contatos, como mostrado na

Figura 5.

Figura 5 - Mapa de Contatos Shadow. O atomo de referéncia considerado como sendo uma fonte
de luz estd destacado pela letrai. Todo os &tomos dentro do raio de corte e que ndo tem sombra
de outros dtomos projetados em si, sdo considerados como contatos. Na representacdo, o

atomo j é definido como contato e o k é definido como ndo contato.

Em Contato

Raio de corte

Fonte: Imagem adaptada de (Noel et al., 2012).
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142 Coordenadas de reagao

Coordenada de reagdao é um parametro fenomenoldgico necessdrio para a
descricao e identificacdo da mudanca conformacional por meio de uma grandeza fisica
relacionada. Se adequadamente escolhida, ela é capaz de descrever a dinamica dessas
mudangas em fun¢ao de parametros fisicos do sistema. A coordenada escolhida sera
responsavel pela boa descricdo dos processos de interesse envolvidos e dos parametros
calculados durante as analises. Atualmente existe uma grande discussao entre quais
seriam as coordenadas de reagdao mais adequadas para cada caso no estudo de
proteinas, assim foram escolhidos os parametros mais comuns da literatura como ponto
de partida.

Um dos parametros utilizado para a avaliagdo de mudangas conformacionais na
proteina Csk foi a distancia entre dois dominios ou residuos da proteina. Essa
coordenada descreve o qudo distante esta o centro de massa no caso de dominios, ou
o qudo distante estdo os residuos durante as simula¢des. Uma vez que o dominio SH2
sofre o deslocamento proposto entre as diferentes estruturas (Figura 2) e o dominio
quinase C-terminal ndao sofre deslocamentos, a distancia entre esses dois grupos foi
utilizada como parametro diferenciando os dois ensembles da proteina.

Outro parametro utilizado como coordenada de reacdo para a avaliacdo de
transicdes na Csk, foi a Raiz do Desvio Quadratico Médio (RMSD). Essa medida refere-se
ao quanto as posi¢des atdbmicas de uma determinada estrutura esta se desviando de

uma estrutura de referéncia e é calculada por meio da equagdo 2.

RMSD = \/%Z’i"zl [(xf — xl-)2 + (yr — yi)2 + (zr — zi)z] (eq. 2)

Onde N é o numero total de &tomos no sistema, x, y e z refere-se ao sistema de
coordenadas espaciais utilizado, e os indices f e i representam as coordenadas finais e
as coordenadas de referéncia (ou iniciais), respectivamente. Vale ressaltar ainda que
este parametro pode ser utilizado tanto com a proteina completa, quanto com dominios

ou regides especificas, como por exemplo hélices alfa e folhas betas.
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Diedros da proteina também podem ser empregados como coordenadas de
reagdo para avaliagdes local mostrando o comportamento de regides especificas e seus
mecanismos, indicando se a regido é importante ou ndo para que ocorra mudancas

conformacionais.

1.43 Detalhes das SimulagGes

As informacgdes estruturais da proteina Csk foram retiradas do banco de dados
Protein Data Bank (PDB) (Bernstein et al., 1977) utilizando o cddigo de acesso 1K9A:B
para a estrutura compacta e 1K9A:C para estrutura aberta, nas quais encontram-se as
informacdes referentes as coordenadas espaciais de cada atomo. Com a estrutura
nativa, foi realizado a montagem do mapa de contato utilizando o servidor SMOG@ctbp
(Noel et al., 2016) com o algoritmo Shadow Contact Map (Noel et al., 2012), obtendo
assim o arquivo de topologia contendo todas as informacdes de contatos com seus
parametros energéticos (angulos e diedros) e de estrutura a ser utilizado durante as
simulagdes.

As simulagdes foram conduzidas utilizando pacote de programas GROMACS,
versdo 4.5.7 (Pronk et al., 2013), utilizando um integrador estocastico e o acoplamento
térmico de Berendsen (Lemak & Balabaev, 1994). Ao todo foram realizados 1x10° passos
de simulacdo com um intervalo de tempo dt de 0.0005 ps totalizando um tempo de
simulacdo de 500ns. As coordenadas espaciais e de energia foram salvas a cada 4000
passos, com um total de 250000 frames. Por se tratar da versao Ca de SBM esse tempo

é pelo menos 4 vezes superior ao tempo real (Karplus et al., 1995).
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1.5 Resultados e discussoes

1.5.1  Construcao de um Potencial Equiprovavel.

Os resultados cristalograficos (PDBid 1K9A) (Sakai et al., 2002) e de SAXS (Jamros
et al., 2010) indicam que a proteina Csk apresenta mais de uma conformacdo nativa
possivel, especialmente pelos resultados em solugdao em que é mostrado um equilibrio
entre conformacodes. Esse equilibrio é dado como importante para sua funcdo e foi
verificado seu deslocamento na presenca de AMP-PNP e ADP (Barkho et al., 2015;
Jamros et al., 2012).

Quando foram realizadas simula¢des empregando os modelos baseados em
estruturas partindo de qualgquer uma das duas diferentes conformacées, 1K9A:B
(conformagdo mais compacta) e 1K9A:C (conformagdo mais aberta), os resultados
mostram que as estruturas oscilam em torno das suas conformacdes iniciais mesmo com
o aumento de temperatura. Ou seja, as informacles cristalogréficas ndo foram
suficientes para que, durante as simulagcdes computacionais, partindo de umas das
estruturas, esta alcance a outra, como mostrado na Figura 6.

Essa é uma importante verificagdo para confirmar que as transi¢des nao
acontecem naturalmente utilizando quaisquer uma das conformac¢es como ponto de
partida, mesmo com o aumento da temperatura. Assim, foram necessarias adequagdes
na energia potencial do sistema para que as transicdes pudessem ocorrer livremente, o
que foi obtido pela inclusdao de contatos e ajustes nas intensidades das interagdes. Esse

novo potencial é denominado dual-Go ou potencial com estados equiprovaveis.
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Figura 6 - Avaliacdo de transicGes sem um potencial equiprovavel. Simulagdes com os modelos
baseados em estrutura da proteina Csk partindo das conformagdes fechada (PDB id: 1K9A:B) e
aberta (PDB id: 1K9A:C) da proteina obtida por cristalografia sdo realizadas em diferentes
temperaturas. Nota-se que, utilizando como parametro de avalia¢do a distancia entre o dominio
SH2 e o dominio Quinase C-terminal, as simula¢des que partem da estrutura aberta, permanece
em torno de sua estrutura inicial e ndo realizam transi¢cdes para a outra forma. O mesmo ocorre
para as simulagdes que partem da conformacdo fechada. Todo o processo foi realizado partindo
de uma temperatura de 60 em unidade reduzidas? até a temperatura de 130 em unidades
reduzidas pelo fato de que nessa faixa ndo ocorre o desenovelamento proteico. Essas
temperaturas correspondem ao intervalo entre a temperatura de “congelamento” (glass

temperature) e de fusdo (melting temperature).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para a constru¢dao do potencial dual-Go, a estrutura da proteina Csk de
conformacdo extensa (cadeia C, PDB 1k9A) foi adotada como estrutura de referéncia.
Os contatos exclusivos da estrutura fechada (cadeia B, PDB 1k9A) foram identificados e
as distancias entre esses atomos foram calculadas utilizando os arquivos de

coordenadas das duas diferentes conformacgdes. Os contatos em que as distancias

2 No pacote utilizado para dindmica molecular, Gromacs, kB = 0,00831451 e n3o 1. Assim, para ter uma
temperatura reduzida de 1, vocé deve usar uma temperatura de 1 / 0,00831451 = 120,2717.
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mudaram em 50% ou mais, considerando as duas conformacdes (Quic na figura 7), foram
dados como contatos de interesse e provdveis responsaveis pelas transicdes. Esses
contatos foram inseridos no arquivo de topologia da estrutura de referéncia,
constituindo assim um novo arquivo de topologia formado por todos os contatos da
conformacdo aberta mais os contatos de interesse da conformacao fechada.

Os novos contatos adicionados ao arquivo de topologia influenciaram na energia
total do sistema, exigindo entdo um ajuste para o modelo. Esses ajustes foram realizados
multiplicando os valores do pré-fator de energia de contato (coeficiente ecda eq 1) por
uma constante n igual a 2,1 para todos os contatos que foram adicionados. Para
determinar o valor ideal de n como 2,1, foram realizados diversos testes com diversos
valores de n e para cada um destes foram realizadas simulagdes computacionais
contemplando diferentes valores de temperaturas. O resultado ideal é aquele em que
as duas estruturas do cristal de Csk sdo acessadas com igual frequéncia ou tempo de
permanéncia nas populacdes, dentre as temperaturas de congelamento e
desenovelamento.

Para analisar os resultados de cada uma das simulacdes, foram utilizadas as
coordenadas de reagdes: distancia entre o dominio SH2 ao |6bulo C-terminal do dominio
guinase, RMSDg da proteina completa (considerando todos os dtomos e tendo como
estrutura referencial a conformacdo fechada) e o RMSD da hélice aC (destacada em
laranja na figura 2), necessaria para avaliacOes locais de transicGes, uma vez que em
experimentos futuros como delecdo de dominios, o RMSD da proteina completa foi
alterado, invalidando-o como coordenada de reacao.

Para confirmar se essas coordenadas foram suficientes para descrever o
caminho da transicdo entre os dois estados e garantir uma descricao mais completa do
mecanismo foi utilizado, entdo, o Método dos Histogramas (Weighted Histograms
Analysis Method, WHAM) (Kumar, Rosenberg, Bouzida, Swendsen, & Kollman, 1992)
[Apéndice A] bidimensional e tridimensional, o qual utiliza fundamentos da fisica
estatistica, como peso estatistico e densidade de estados para calcular os perfis de

Energia Livre mostrados na Figura 8.

22| Pagina



Figura 7 - Identificagdo de contatos exclusivos de uma conformagdo. Os pontos da figura
representam os contatos entre residuos da estrutura cristalografica fechada. No eixo das
abcissas, é representado as distancias entre esses residuos utilizando como referéncia a proteina
em sua forma fechada. No eixo das ordenadas, as mesmas distancias sao calculadas utilizando
como referéncia a proteina em sua conformacao aberta. Os destaques em vermelho sdo os
residuos em que sofrem uma variagdo significativa (1.5x) entre as duas estruturas e que devem
ser os contatos causadores de mudancgas conformacionais. Esses contatos foram selecionados

como contatos de interesse e adicionados no arquivo da estrutura aberta.
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Figura 8 - Avaliagdo energética das mudancgas conformacionais. A superficie de energia mostra
uma correlagdo entre as coordenadas de reacdo RMSD e distdncia entre o dominio SH2 e o
I6bulo C-terminal (Q) com as mudancas conformacionais, permitindo a identificacdo dos
ensembles fechado e aberto da proteina. Para o calculo do RMSD, foi utilizado a estrutura
compacta (cadeia B - PDB 1K9A) como referéncia de estrutura inicial. Em (a) sdo utilizadas como
coordenadas de reagdo a distancia entre o dominio SH2 com Lébulo C-terminal (Q) e o RMSD da
proteina completa, correlacionando duas coordenadas globais em que utilizam a proteina
completa. Em (b) é utilizado também a distancia entre o dominio SH2 com Lébulo C-terminal (Q)
e o RMSD da Hélice aC, correlacionando uma coordenada global com uma local. Os perfis de
energia livre sdo calculados pelo WHAM e as imagens sao montadas utilizando o software

GnuPlot (Janert, 2008).
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O modelo construido possibilitou entdo uma analise detalhada das transicGes
conformacionais entre os dois estados da proteina durante as dinamicas moleculares.
Os perfis de energia livre mostram que as coordenadas de reacdo sao suficientes para
diferenciar os dois estados de minima energia de Csk, assim como identificar o caminho
(linha de mais baixa energia) entre esses.

A partir desse modelo, novas hipdéteses sobre o mecanismo podem ser
apontadas, permitindo sua viabilidade por experimentos in silico e, confrontando com
resultados ja obtidos in vitro. Nossa hipdtese inicial consiste em relacionar as transi¢des
com a atividade da Csk, sugerindo que o funcionamento da regulacdo depende de uma

acdo dinamica, em contraste com a ideia de uma conformacao ativa e outra inativa.

1.5.2 Explorando a regido da hélice aC.

Uma regido bastante promissora nos estudos envolvendo a proteina Csk é a
hélice aC. Essa regido sofre efeitos quimicos e conformacionais quando é alterado uma
outra regido da proteina, no caso o dominio SH2. (Mills et al., 2007). Outro fator que
comprova a importancia da regido sao as diferencas estruturais apresentadas em seus
resultados cristalograficos, indicando que a regido pode apresentar algum tipo de
mecanismo durante as transicdes, seja facilitando ou dificultando o acesso das
diferentes conformacdes da proteina em solugao.

A hélice contempla 19 residuos (225 até 243) e para uma avaliacdo completa dos
possiveis mecanismos da regido, esses residuos foram divididos em 16 diferentes
grupos, formando os respectivos diedros. Os angulos diedrais durante as dinamicas
moleculares foram utilizados como coordenadas de reacdo para verificar se ha algum
mecanismo envolvendo esses grupos, como por exemplo cracking com contatos entre
alguns residuos quebrados, relaxando a estrutura inicial e facilitando a transicao,
slidding ocorrendo apenas o rearranjo estrutural da proteina, sem quebra de interacdes
gue também facilitam as mudancas conformacionais, ou entdo, back-tracking
desfazendo e refazendo as estruturas durante a mudanca conformacional.

Dentre os 15 diferentes diedros analisados, quatro deles mostraram diferentes
comportamentos em seus perfis de energia livre, como mostrado na Figura 9. Os dois

primeiros diedros formado pelos residuos 228 a 231 e 229 a 232, apresentados na Figura
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9a e 9b respectivamente, mostram que durante as transicdes conformacionais, hd uma
correlagdo de movimentos, isto é, a medida em que o dominio SH2 se desloca de um
estado para o outro, os diedros rotaciona juntos, indicando ser uma regidao promissora

para receber algum tipo de mudan¢a em que as transi¢des conformacionais sejam

afetadas.

Figura 9 - Mecanismos envolvendo a Hélice-aC. Perfil energético relacionando os movimentos
globais da proteina utilizando a coordenada Q (Distancia do dominio SH2 ao Lébulo Kinase C-
terminal), com movimentos locais (angulos diedrais). (A) O perfil mostra uma correlagcdo de
movimentos entre Q e os angulos diedrais. (B) semelhante ao comportamento de A, com
variacdo nos valores da barreira energética, mostrando entdo que para essas modificacdes, a
transicdo entre os estados é mais facil devido aos valores de energias mais baixos quando
comparados a (A). (C) e (D) O perfil indica os mesmos valores angulares para os dois estados

conformacionais, com pequenas variagdes angulares nos estados de transigdo.
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Os diedros correspondentes aos residuos 230 a 233 e 232 a 235 mostrados na
Figura 9c e 9d respectivamente mostraram que pequenas variagdes angulares nos
diedros dessas regides podem acontecer nos estados de transicao. Esse resultado indica
que alteragdes nesses pequenos movimentos podem ser correlacionados com o
aumento de barreira energética, dificultando a passagem de um estado para outro.

Com a regido alvo ja fragmentada em pequenos residuos que podem ser
responsaveis pelas transi¢des conformacionais, mudangas energéticas no pré-fator €,
(eq. 1) foram realizadas no arquivo de topologia da proteina Csk, de modo a enrijecer a
regido. Essas pequenas regides que formam os diedros foram alteradas em seus pré-
fatores energéticos €4, multiplicando esses termos por uma constante X=5, dificultando
seus movimentos durante as simulagdes computacionais.

Ainfluéncia desses mecanismos para as mudancas conformacionais foram entao
verificadas a partir dos perfis de energia livre, fazendo uma comparacao direta com os
resultados obtidos para a proteina em seu estado nativo (Figura 8) e podem ser vistos
na Figura 10. Vale ressaltar que quaisquer simula¢gdes com mudancas energéticas devem
ser ajustadas para adequar a populacdo de conformacdes. Valores de temperaturas
maiores ou menores nesta modelagem nao devem ser entendidas como uma mudanga
na termoestabilidade da proteina, assim a alteracdo da energia total do sistema deve
ser tdo somente compensada pelo novo ajuste da temperatura, sendo importante

avaliar inclusive a frequéncia das transicdes.

27 |Pagina



Figura 10. AlteragGes energéticas em regides alvo. Mudangas nos pré-fatores energéticos nos
diedros sdo realizadas, inviabilizando movimentos locais. (A) Perfil energético da proteina sem
modificagdo para comparacdo. (B) e (C) restricGes nos movimentos dessa regido fazem com que
haja uma predominancia do estado aberto, sendo energeticamente desfavoravel para a
proteina acessar o estado fechado, reduzindo consideravelmente o nimero de transices e
indicando que os movimentos dessa regido sdo de extrema importancia para a ocorréncia de
mudancas conformacionais. (D) e (E) O perfil de energia altera-se de modo a aumentar a barreira
energética entre os dois estados da proteina, com acesso aos dois diferentes ensembles, porém
com um numero menor de transi¢cdes. (F) Restricdes da regido por completa mostra que a

proteina perde os movimentos globais, acessando apenas uma conformacao.
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Os resultados mostram que os movimentos da hélice aC estdo correlacionados
com as transicdes globais da proteina, sendo esses necessarios para o acesso nas duas
diferentes conformacgdes. Ainda, apresentam mecanismos que podem auxiliar nas
transicdes conformacionais, apresentando uma dindmica no movimento apenas em
estados de transicao e com mesmos valores angulares nos dois estados nativos.

Por fim, analisando os resultados como um todo e sabendo da impossibilidade
de se enrijecer regiGes em proteinas reais sem mutagao ou adi¢cdo de outra molécula, o
modelo nos permite reconhecer e mapear regides da proteina em que fdrmacos
poderiam atuar restringindo seus movimentos. Por consequéncia, o regime de flutuacao
da regido seria modificado, dificultando ou inibindo a proteina de fazer as transi¢Oes
conformacionais, e possivelmente afetando sua atividade. Vale salientar ainda que, a
regido da hélice aC, ja foi mencionada em alguns estudos como (Mills et al., 2007) e
(Barkho et al., 2015), mostrando estar correlacionada com movimentos globais dos

dominios proteico e suas propriedades fisico-quimicas (pontes dissulfetos por exemplo).

1.5.3 Delecdes de dominios.

Resultados in vitro mostram que os movimentos do dominio SH2 estdo
relacionados com movimentos do dominio SH3, explicitando entdo que, para a transicdo
de estados sdo necessdrios os dois dominios trabalhando em conjunto (Barkho et al.,
2015). Incluso a esses resultados, a delecdo do dominio SH3 da proteina Csk exibe uma
reducdo na atividade catalitica de Csk (Barkho et al., 2015), evidenciando a necessidade
da comunicacdo entre os dominios para sua funcionalidade.

Uma primeira verificagdo da sensibilidade do modelo, assim como uma primeira
verificacdo da hipotese levantada de que a atividade estd associada as transicoes
conformacionais de Csk, utilizou o modelo de estados equiprovaveis, deletando o
dominio SH3 completo junto com o linker SH3-SH2 dos arquivos de topologia. Essa
primeira analise mostrou uma conformacdo estavel quando deletado o dominio SH3, e
indicou que o modelo utilizado tem sensibilidade o suficiente para detectar a
necessidade de interacdo cooperativa entre os dominios SH2 e SH3 para uma mudanca

conformacional completa, como mostrado na literatura. (Barkho et al., 2015).
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Figura 11. Delecdo dos dominios SH3 e SH2. (A) llustragdo das dele¢des. Em azul estd

representado a proteina Csk sem o dominio SH3 e em vermelho sem o SH3 e SH2. Em roxo é

destacado a regido da hélice aC. (B) Perfil energético relacionando os movimentos da hélice

(RMSD aC) com o movimento do dominio Q. A coordenada Q mostra que ndo ha mais variagoes

de distancia entre os dominios SH2 e Quinase C-terminal quando deletado o dominio SH3, ainda

que a coordenada RMSD aC ndo seja afetada quanto a mudancas entre os dois estados. (C)

llustragdo em uma dimensao do perfil energético das dele¢des, sendo nesse avaliado apenas a

coordenada RMSD aC, uma vez que sem o SH2 perde-se a coordenada de distancias Q. O

movimento da hélice é afetado energeticamente para a dele¢do de SH3. J4 para dele¢do de SH2,

ndo ha mais transicdes conformacionais da hélice.
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O resultado de dele¢do do dominio SH3 ilustrado por seu perfil energético na
Figura 10b, mostra que a coordenada de reagao global Q foi afetada, restringindo a
movimentacdo de SH2 em relacdo ao dominio quinase C-terminal, mostrando entdo a
importancia do dominio SH3 para a estabilidade da conformacdo aberta de Csk.

Apesar dos efeitos sobre os deslocamentos de SH2, a delecdo do dominio SH3
mostrou que a transicdo conformacional nao foi totalmente desfeita. A coordenada de
reacao local RMSD da Hélice aC tem seu perfil energético alterado, provocando apenas
um aumento no custo energético, evidenciando que seus efeitos de mudancas
conformacionais estdao diretamente relacionados com o dominio SH2. Este resultado
corrobora com experimentos in vitro (Mills et al., 2007), os quais mostram que uma
Unica ponte dissulfeto no dominio SH2 de Csk afeta o I6bulo N-terminal, em especifico
a Hélice aC.

O segundo teste de delecdo, retirando os dominios SH3 e SH2 por completo,
mostrou que a coordenada RMSD da hélice aC foi alterada, de modo a ndo acessar o
estado fechado da proteina, ficando confinado apenas no estado aberto.

Por fim, a juncdo dos resultados considerando ambas as coordenadas de reacées
e ambas as dele¢Ges, indicam que a atividade da proteina deve estar relacionada com a
transicdo conformacional como um todo, ou seja, a proteina ndo deve ser totalmente
funcional se tiver apenas o deslocamento do dominio SH2 sem as mudancas

conformacionais da Hélice aC e vice-versa.

1.5.4 DelegOes de contatos interdominios.

Uma vez que as delecGes dos dominios interferem nos regimes de transi¢coes
conformacionais, uma segunda analise contemplando os dominios de Csk é avaliar como
seus contatos interferem no regime de transicbes, minimizando os efeitos da
modelagem computacional e buscando uma possivel modulacdo entre os dominios.
Foram realizadas entdao dindmicas moleculares com modelos baseados em estrutura,
utilizando arquivos de topologia em que todos os contatos interdominios de SH3 com o
resto da proteina sao retirados. As dindmicas também foram realizadas para a topologia

sem os contatos interdominios SH2 com o resto da proteina.
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Os resultados mostram que os efeitos de retirar o dominio SH3 e retirar seus
contatos sdo diferentes. Quando o dominio completo é deletado, mesmo que com a
energética do movimento afetada, a hélice aC ainda acessa os dois diferentes estados,
como visto na sessdo anterior. Entretanto, quando sdo retirados os seus contatos com
o resto da proteina, ndo ha mais transicdo da regidao de hélice aC como visto na Figura
12d. A restricdo dos movimentos da hélice aC deve ser explicada pelo fator estérico
imposto pelo dominio SH3. Quando sao retirados seus contatos, SH3 restringe as
mudancas conformacionais na hélice aC, ao mesmo tempo em que causa os efeitos

entrépicos ao permitir um maior nimero de estados para o dominio SH2.

J4 a delecdo dos contatos interdominios de SH2 apresentada na Figura 12b,
indicaram que sua movimentag¢do para as transi¢cdes conformacionais dependem dos
contatos interdominios. Uma vez que esses contatos foram deletados, a movimentacao
de SH2 acontece apenas por efeitos térmicos em torno de uma das conformagdes. Os
efeitos da delecdo de contatos do dominio SH2 para com a hélice aC, mostram que seus
contatos sdo importantes para as mudancas conformacionais locais, sendo que suas

delecbes causam novamente um confinamento da hélice aC no estado aberto de Csk.

Estes efeitos de restricdo de movimentos e confinamento em apenas um estado,
indicam que deve existir uma modulagao do dominio SH3 com o SH2 e vice-versa e de
ambos para com o resto da proteina, para o completo funcionamento da proteina. As
correlagdes garantem um equilibrio nas transicées conformacionais, tanto em aspectos
globais como o deslocamento do dominio SH2, quanto a aspectos locais, como as

guebras de pequenas estruturas secundarias
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Figura 12 - Deleg¢des de contatos interdominios. (a) perfil energético das mudangas
conformacionais sem alteracdes. (b) Perfil energético das trajetérias sem os contatos do
dominio SH2 com os demais residuos. Neste é mostrado que hd mudancas conformacionais,
mais a desestabilizacdo de movimento faz com que os estados de transicao entre conformacgao
aberta e fechada seja o novo minimo de energia. (c) Perfil energético das trajetorias sem os
contatos do dominio SH3 com os demais residuos. A coordenada de distancia Q e de desvio
RMSDg mostra a perda de transicdo entre os dois estados conformacionais e um acesso a
diversos novos estados ndo vistos até entdo, evidenciando os efeitos entrépicos e restricdo de
transi¢coes conformacionais. (d) perfil 2D mostrando que em ambos os casos, ndo ha mudangas

estruturais da hélice aC.
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1.5.5 Modelagem de um ligante.

Como ja mencionado nesse trabalho, a molécula Staurosporine interage com
algumas das proteinas da familia das SKFs (Lamers et al., 1999; Meggio et al., 1995).
Aproveitando-se da homologia estrutural, a interacdo do ligante foi modelada, em uma
primeira aproximacgao, utilizando-se pequenos contatos interproteicos, simulando o
efeito do ligante entre os residuos. Essa modelagem aproximada foi realizada devido ao
fato de que o modelo Ca ndo contabilizaria as possiveis interagdes eletrostaticas entre

o ligante e as cadeias laterais da proteina, assim como os efeitos hidrofdbicos.

O ligante foi modelado em uma regidao do dominio Quinase N-terminal, como
mostrado na Figura 13a. Sua presenca afeta diretamente o regime de transi¢des entre
os estados. O custo energético para a transicdo conformacional aumenta em
aproximadamente 2.3kT, afetando na dinamica de transi¢des, elevando o tempo para
sua ocorréncia, e possivelmente, na atividade da proteina, como visto na Figura 13b e
13c. Ainda que de maneira basica, esse resultado contribui para a confirmacdo de que
as transi¢cées conformacionais da proteina ocorrem devido a uma rede de interacdes
interdominios e de efeitos alostéricos, e que quando correlacionados, mostram que
perturbacdo em um dominio completo, ou até mesmo em pequenos grupos de residuos,

causam um efeito global, afetando o regime de mudancgas conformacionais.

Por fim, a hipdétese de que a atividade esta relacionada com a transicao, também
foi reforcada pela investigacdo na presenca do ligante. O fato de que a molécula
modelada interfere diretamente na atividade de outras moléculas homologas a Csk, nos
leva a pensar que esta pode alterar também a atividade de Csk, fazendo uma relagao

direta com a diminui¢do de transi¢des conformacionais de Csk, como visto na Figura 13.
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Figura 13 - Modelagem de um possivel ligante em Csk. (A) Representagdo da modelagem do
ligante no dominio quinase N-lébulo. (B) Perfil energético do tipo selvagem e da proteina com o
ligante. Os valores de energia indicam um aumento de aproximadamente 2.3kT na barreira de
energia. (C). Na esquerda, o perfil energético da proteina sem alteracGes é mostrado para
comparacdo com o resultado da direita, onde é mostrado o perfil energético da proteina com o
ligante. Os valores da escala de energia sdo alterados devido ao aumento da barreira energética,

se fazendo necessdrio para visualizagao dos minimos de energia e do estado de transigao.
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1.6 ConclusoOes

Foi proposto neste trabalho a avaliagdo das mudangas conformacionais da
proteina C-terminal Src Quinase (Csk) e seus mecanismos, contribuindo assim para a
elucidacdo de seu mecanismo de regulacdo, que difere de proteinas estruturalmente
homdlogas salvo alguns residuos. Em uma primeira etapa, um modelo foi construido,
empregando caracteristicas minimalistas que utilizam de propriedades gerais do
sistema para calculos de simulacdes computacionais. As trajetérias das simulacdes
permitiram o cdlculo de propriedades termodinamicas de interesse devido ao amplo
espaco conformacional acessado.

Resultados experimentais da literatura foram utilizados para validagdo do
modelo e verificacdo de sua sensibilidade. Uma vez que nao é possivel medir atividade
in silico, junto a esses testes de validacdo do modelo, a hipétese que provocou a
realizacdo deste trabalho acerca de que transicdes conformacionais estdo diretamente
relacionadas a atividade da proteina foi se consolidando.

Experimentos in vitro mostram que o dominio SH3 da proteina tem seus
movimentos correlacionados com o dominio SH2, e que sua delecdo promove a
diminuicdo de atividade da proteina (Barkho et al., 2015). Em nosso modelo, a dele¢do
do dominio SH3 mostrou a desestabilizacdo do dominio SH2, corroborando com os
resultados de correlagdo dos dominios. Paralelamente a validagdo do modelo, a delecao
acarretou em uma diminuigdo no regime de transigdes, fortificando a hipdétese principal
do trabalho.

Outro alvo de estudos ja elucidados in vitro, é a delecdo do dominio SH2, que
resulta na diminuicdo quase que por completa da atividade proteica. Esse teste, também
realizado em nosso modelo, mostrou que as transi¢cdes conformacionais, quando
verificadas por meio de uma coordenada local, sdo reduzidas quase que por completas,
reforcando a hipdtese de perda atividade com a delecdo de dominio.

Outra regido de interesse, com resultados ja consolidados de sua importancia
para proteina Csk (Mills et al., 2007) é a hélice aC, regido de extrema importancia para
a comunicacdo dominio SH2 com a regido N-terminal do dominio Quinase. Uma analise

detalhada dessa regidao mostra quatro grupos de residuos responsaveis por mecanismos
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como o desenovelamento local e tor¢des que facilitam a transicdo conformacional.
Restricdes na flexibilidade desses grupos foram realizadas e mostraram que esses
influenciam diretamente no regime de mudangas conformacionais, dificultando as
transicOes. Posto que a restricdo de flexibilidade envolvendo movimentos diedrais sem
adicdo de outras macromoléculas ndo seja possivel in vitro, os resultados obtidos
motivam novos experimentos, como o desenho racional de farmacos que possam
interagir nessa regido, alterando o regime de transicdo de Csk e promovendo uma perda
de atividade como proposto nesse trabalho.

Por fim, os resultados obtidos apontam para um modelo simplificado, porém
robusto, corroborando com resultados experimentais, permitindo diversos tipos de
analises e gerando novas informacdes a respeito da atividade da proteina assim como
seu mecanismo regulador, mesmo que com hipdteses que precisam ser

experimentalmente validadas.
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Capitulo 2

Interacao entre a
proteina Grb2 e as
Moléculas Cumarina e
Morina



2.1Introducao

Funcdes desempenhadas por uma proteina e, consequentemente, muitos dos
processos bioldgicos relacionados a elas dependem de interagdes altamente especificas
que ocorrem entre duas ou mais moléculas (Nelson & Cox, 2014). Dessa forma, muitos
estudos sdo realizados para tentar compreender o principio de reconhecimento e
interacao de uma proteina com diversas outras moléculas e macromoléculas.

Diversos sdo os papéis biolégicos desempenhados por esse tipo de interacao,
podendo-se citar as interagdes que ocorrem entre hormoénios e receptores; substratos
e enzimas; antigenos e anticorpos; transportadores e solutos; acidos nucleicos e
ribossomos; entre outros (Dunn, 2010; Kessel & Ben-Tal, 2010). Portanto, o
reconhecimento molecular entre duas ou mais moléculas é de extrema importancia para
os sistemas biolégicos e é um processo controlado por interagdes ndo-covalentes
especificas (Gellman, 1997). Ainda, interacOes entre proteina e ligante sdo fundamentais
para quase todos os processos que ocorrem nos organismos vivos (Dunn, 2010).

As diversas fungdes desempenhadas por proteinas sdo, em grande parte,
dependentes de sitios especificos de ligacdo para outras moléculas. Essas moléculas se
ligam a proteina receptora através de uma complementariedade molecular que
geralmente ocorre de forma a obter uma conformacdo que seja energeticamente
favoravel (Du, Xing, at al., 2016).

Neste trabalho, o foco foi investigar as intera¢des da proteina Growth Factor
Receptor-Bound Protein 2 (Grb2) e as moléculas de Cumarina 1,2-Benzopirona e Morina
(2’,3,4',5,7-pentahidroxiflavona), ambos com interesses bioldgicos que serdo discutidos
nas proximas secdes, fazendo uma ponte entre dados experimentais de interagao ja
validados experimentalmente, e tedricos, de modo a afunilar cada processo realizado,
utilizando trocas de informag¢Ges como os tipos de interacdes e residuos que fazem parte

da interacdo.
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2.1.1 Sinalizac¢do celular & proteina FGFR2

Organismos multicelulares podem ser considerados como sendo sociedades
extremamente complexas, na qual cada individuo (célula) possui fungdes especificas e
dinamicas, visando o bem do organismo como um todo. Para que estas funcdes possam
ser desempenhadas adequadamente, cada um dos individuos recebem e emitem uma
grande variedade de informacdes, desde o contato até sinalizadores quimicos
sintetizados por outras células vizinhas.

A transducao dos sinais ou sinalizacdo celular, é, portanto, um evento-chave na
resposta da célula a alteragdes no seu ambiente extracelular. Em eucariotos, essas
sinalizacdes envolvem proteinas receptoras que se encontram na membrana celular e
encarregam-se de receber o sinal proveniente do meio extracelular, traduzir para o meio
intracelular e, assim, propaga-lo por meio de outras proteinas sinalizadoras encontradas
no citosol até o nucleo. Os sinais extracelulares propriamente ditos, sdo interacdes de
ligantes como hormonios, citocinas, fatores de crescimento entre outros, com a regiao
extracelular das proteinas receptoras. (Abbas, Lichtman & Pillai, 2015).

As proteinas receptoras encontradas na membrana celular sdo divididas de
acordo com o seu mecanismo de transducdo de sinal, podendo ser proteinas receptoras
acopladas a canais i0Gnicos, as receptoras acopladas a proteina G e as proteinas
receptoras associadas a enzimas (Nelson & Cox, 2014; Voet, 2013). Dentre as divisGes,
as proteinas receptoras que se encontram associadas a enzimas sdo geralmente
guinases, e se apresentam como proteinas a-hélice transmembranica com um sitio de
interacdo com o ligante na porc¢do extracelular e o sitio catalitico na regido intracelular,
como é o caso da proteina receptora de fatores de crescimento tirosina quinase
(Fibroblast growth factor receptor 2 - FGFR2) representada na Figura 13. (Voet, Voet &
Pratt, 2014; Rang & Dale, 2012).

FGFR2 é uma Proteina Tirosina Quinase Receptora, e sua estrutura é formada
por uma regido extracelular onde encontra-se o receptor de fator de crescimento, na
regido intracelular logo abaixo da membrana plasmatica, encontra-se a regido justa
membrana, enquanto que subsequentemente o dominio quinase pode ser verificado.
Nos ultimos quinze residuos da regido C-terminal de FGFR2 encontra-se o motivo PxxP

(sendo P representado pelo residuo prolina e o duplo x por qualquer outro residuo). Este
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motivo é importante para o recrutamento de outras proteinas que fazem o
reconhecimento do motivo, proporcionando sinalizagGes celulares (Belov, Mohammadi,

& Manuscript, 2012).

Figura 14 - Representagdo estrutural da proteina receptora tirosina quinase. A proteina FGFR2 é
composta uma regido extracelular, onde encontra-se o Receptor de fator de crescimento, uma
regido transmembranica, uma regido intracelular, que consiste de uma regido justa membrana
e de um dominio citoplasmatico de tirosina quinase com uma sequéncia polipeptidica
complementar de 58 aminoacidos contendo motifs PxxP responsdvel pela sua ligacdao a outras

macromoléculas.
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Fonte: adaptado de (Rang & Dale, 2012)

Essa proteina é responsavel pela transducdo de sinais extracelulares que dao
inicio a vias de sinalizagdo, como, por exemplo, a MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinases) envolvida em processos celulares fundamentais como proliferacdo celular,
diferenciacdo e apoptose (Dhillon, Hagan, Rath, & Kolch, 2007). Problemas em sua
funcionalidade pode acarretar em uma variedade de displasias humanas como o cancer
e a ma-formacao fetal, bem como no desenvolvimento esquelético, devido a transducdo

de sinal aberrante (Ahmed et al., 2013).
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Para o funcionamento e principalmente para a especificidade das vias de
sinalizacdo, proteinas de ancoragem ou adaptadoras, capazes de formar
transitoriamente complexos proteicos, sdo fundamentais. As interacdes entre proteinas
envolvidas na transducdo de sinal com as proteinas adaptadoras, sdo geralmente
mediadas por dominios compactos, com os N e C terminais préximos, como por
exemplos os dominios SH2 (Src homology domain 2) e SH3 (Src homology domain 3),
possibilitando a interacdo sem interferir muito em suas estruturas. Estes dominios sdo
encontrados nas mais diversas proteinas, como por exemplo quinases, fosfatases,
fatores de transcri¢do e proteinas do citoesqueleto (Cheng et al., 1998). Uma importante
proteina adaptadora que interage com a via mediada pela proteina receptora FGFR2 é

a Grb2 (Growth Factor Receptor-bound 2), a qual foi alvo de nossos estudos.

2.1.2 Growth Factor Receptor-bound 2 - GRB2.

A Grb2 é uma proteina adaptadora citosdlica, ubiquamente expressa em
eucariotos. Contendo 217 aminoacidos e massa molecular de 25 kDa, é constituida por
um dominio SH2 ligado em dois dominios SH3, (Maignan et al., 1995), como pode ser
visualizado na Figura 15. E uma proteina essencial para a transducdo de sinais
intracelulares através de interagdes com outras proteinas em regides contendo
fosfotirosina quando (interacdo com o dominio SH2) ou sequéncias ricas em prolinas
(interacdo com os dominios SH3). Essas especificidade de interagdes fazem de Grb2 uma
proteina adaptadora envolvida em processos complexos como a morfogénese epitelial,
angiogénese e vasculogénese, além de estar relacionada com a prevencao de tumores

e metastases (Giubellino, Burke, & Bottaro, 2008).
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Figura 15 - Proteina Grb2 em sua forma dimérica. Estrutura tridimensional da proteina Grb2 em
sua forma dimérica retirada PDB (PDBid 1GRI). (A) A proteina Grb2 esta colorida diferenciando
seus trés dominios em cada monémero. Sao destacados também os 5 residuos de triptofanos
em vermelho, residuos estes utilizados nas préximas secdes como parametro para as avaliacoes
computacionais. (B) Grb2 colorida por seus dois monémeros, mostrando que a interface dos
mondémeros para a formacao do dimero se faz através de residuos dos dominios SH3 C-terminal
e SH2. (C) Superficie molecular colorida para diferenciar os monémeros de Grb2. A utilizacdo de
sua forma dimérica se explica pelo fato de que os experimentos in vitro de interagdo foram

realizados utilizando supostamente dimeros.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A literatura sugere que a Grb2 estd em um constante equilibrio entre suas formas
dimérica e monomérica, sendo cada uma delas associada a diferentes func¢ées (Ahmed
et al., 2015). Estudos recentes mostraram que a interacdo da proteina adaptadora Grb2

com a proteina quinase FGFR2 ocorre na auséncia de estimulos extracelulares (C. C. Lin
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et al.,, 2012). Este mecanismo esta representado na Figura 16, onde FGFR2 sofre

fosforilagdo antes de estimulo extracelular que resulta em um chamado “nivel de

III

fosforilacdo basal” que ndo é capaz de ativar uma via de sinalizacdo, mas sim, um estado

fosforilado e ndo sinalizante. Ainda, neste estado Grb2 é capaz de ligar-se via dominio
C-SH3 na regidao C terminal de FGFR2 formando um complexo basal FGFR2-Grb2.
Quando fatores de crescimento se ligam na porc¢do extracelular de FGFR2, mudancgas
conformacionais e fosforilagcdes sdo induzidas, levando Grb2 a se dissociar de FGFR2

(Ahmed et al., 2013).

Figura 16 - Representagdo do mecanismo de regulagdo da proteina quinase FGFR2 através da
proteina adaptadora Grb2. A proteina FGFR2 é representada mimeticamente por barras
representando sua regido citoplasmatica e com seu dominio quinase representado pela elipse
colorida em ciano. (A) A proteina Grb2 dimérica interage com FGFR2 através dos seus dominios
SH3 C-terminais, formando um heterotetrdmero na proporgdo 2:2; (B) Fatores de crescimento
representados pelas elipses em azul escuro ligam-se na porc¢do extracelular de FGFR2, induzindo
mudancas conformacionais em FGFR2 e a fosforilagdo de Grb2; (C) uma vez fosforilada, Grb2 se
dissocia do dominio quinase por repulsdes eletrostaticas e FGFR2 encontra-se livre para recrutar

proteinas do citosol para iniciar cascatas de sinalizacdes.
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Fonte: Adaptado de (C. C. Lin et al., 2012) por Karoline Sanches.

Apds a dissociacao, outras proteinas do citosol podem ser recrutadas por FGFR2

dando inicio a complexos de sinalizagdo primarios, como os da via MAPK, até que ocorra
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a desfosforilacdo de Grb2 mediada pela fosfatase SHP2 e o complexo Grb2-FGFR2 seja
restabelecido, voltando ao seu estado ocioso. (C. C. Lin et al., 2012).

Este ciclo envolvendo fosforilacdo e desfosforilagdo entre Grb2 e FGFR2
proporciona a regulacdo da atividade quinase da proteina FGFR2. Uma vez que fatores
de crescimento se ligam na receptora FGFR2 esta torna-se ativa para recrutar proteinas
e iniciar cascatas de sinalizagdo que, na auséncia de regula¢dao, podem causar danos no
organismo como o crescimento celular descontrolado, podendo ocasionar o
desenvolvimento de tumores (Ahmed et al., 2013).

Nesse contexto, Grb2 é promovida de uma simples adaptadora para um
importante regulador de processos envolvendo FGFR2 (Ahmed et al., 2013), tornando-
se entdo um alvo potencial para o estudo de interagdes com moléculas de interesse
farmacéutico que possam intervir em processos de sinalizacdo celular descontrolada,

gue levam ao desenvolvimento tumoral.

2.1.3 A molécula de Cumarina

Cumarinas (do francés Coumarou) sao membros da familia dos compostos
benzopirenos, que consistem em um anel benzeno junto a uma pirona (Mirunalini e
Krishnaveni, 2011). Atualmente, ja foram isoladas mais de 3.400 cumarinas sendo que
seu sistema de anéis constitui uma estrutura util na sintese de compostos heterociclicos
e farmacos (Audisio et al., 2010). A classificagcdo das Cumarinas ocorre de acordo com as
substituicdes nos anéis benzeno e pirano (Venugopala, Rashmi, & Odhav, 2013), e
podem ser classificadas em Cumarinas simples, furanocumarinas, piranocumarinas, e
biscumarinas como mostrado na Figura 16.

Sao classificadas como metabdlitos secundarios, ou seja, desempenham
importante papel na defesa dos vegetais (Montagner, 2007). Elas foram primeiramente
encontradas em sementes de Dipteryx odorata selvagem, uma darvore popularmente
conhecida como Cumaru, nativa no Brasil, Coldmbia, Peru e Guiana (Venugopala et al.,
2013). Essas moléculas sdo amplamente distribuidas nos frutos, sementes, raizes e
folhas de plantas, principalmente em angiospermas e dicotiledbneas como em

cenouras, aipo, salsa, chicéria e frutas como toranja (grapefruit). Podem ser
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encontradas também em o6leos de cassia (canela-chinesa), 6leo de casca de canela
(Caracelli et al., 2015; Montagner, 2007).

Durante os ultimos anos, a procura por medicamentos de origem vegetal tem
gerado um grande interesse dos pesquisadores nas Cumarinas e seus derivados devido
as suas potentes atividades farmacolégicas. Suas propriedades como moléculas
bioldgicas vao desde antibactericida, anti-inflamatdrio, anticoagulante, antitrombético,
vasodilatador até atividade anticancerigena comprovada (Marshall et al., 1994; Thakur,

Singla, & Jaitak, 2015).

Figura 17 - Classificagdo das moléculas de Cumarinas. As moléculas de Cumarina sdo classificadas
de acordo com as substituicdes dos anéis benzenos. Aqui sdo exemplificados os trés diferentes

tipos de Cumarinas com suas respectivas estruturas basicas.

Cumarina simples

5 4
6 N3 - Apresentam substituigBes nos
2 anéis benzeno e pirano;
7
giaegine
1,2 — benzopirona
Furanocumarinas
X .
/ - Apresentam anel furano junto a
estrutura de cumarina simples;
O o~ o
6,7 —furanocumarina
Piranocumarinas
~ S - Apresentam anel pirano junto a
estrutura de cumarina simples;

6,7 — piranocumarina

Fonte: adaptado de (Caracelli et al., 2015; Lacy, 2004)
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Os estudos utilizando Cumarinas tém aumentado uma vez que o seu
desempenho em atividades biolégicas é bastante amplo. Foi verificado por Mohler e
colaboradores (1994) a atividade anticarcinogénica da Cumarina em células prostaticas,
gue provocam a repressao de cancer em ratos (Marshall et al., 1994). Lépez-Gonzalez
(2004) verificou a eficdcia da Cumarina in vitro na indu¢do de apoptose de
adenocarcinoma pulmonar (Lopez-Gonzalez et al.,, 2004). A Cumarina também
apresentou atividade inibitéria semelhante ao efeito do tratamento quimioterdpico
tamoxifeno em cancer de mama (Musa, Cooperwood, & Khan, 2008). Estas, entre
outras, revelam o grande potencial da molécula Cumarina, o que torna seu estudo

fundamental em areas multidisciplinares.

2.1.4 A molécula de Morina

A Morina (2’,3,4',5,7-pentahidroxifavona) é um flavonol, subgrupo dos
flavonoides, isolado a partir de vdrias espécies vegetais, como, por exemplo, agrido,
laranja de osage (mesma familia das amoras), folhas de goiabeira e folhas de oliveira
(Pereira et al, 2015). Sua estrutura apresenta hidroxilas nas posi¢cdes 5 e 7 do anel
benzénico A e nas posicdes 2’ e 4 do anel benzénico B, além de uma hidroxila na posi¢ao

3 do anel pirona, de acordo com a composicdo basica de um flavonol da Figura 18a.
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Figura 18 — Classes e estruturas gerais dos flavonoides e flavonoide Morina. (a) estrutura geral dos
flavonoides onde o anel B é ligado ao carbono 2 do anel Pirona C. (b) isoflavonoides com o anel
B ligado ao carbono 3 do anel pirona. (c) neoflavonoides com o anel B ligado ao carbono 4 do
anel pirona. (d) O flavonoide Morina (2°,3,4’,5,7- pentahidroxiflavona) apresenta hidroxilas nas
posicdes 5 e 7 do anel benzénico A, nas posicdes 6’ e 4’ do anel benzénico B e na posi¢do 3 do
anel pirona. A numerag¢do de cada atomo, e as letras que representam os anéis em (A) sdo

igualmente representadas para (b) e (c).

OH

Fonte: adaptado de (Kawabata et al, 1999).

Estudos apontam que o flavonoide Morina, inibe a proliferacao celular em
diversos tipos de células carcinogénicas, inibindo o ciclo celular em tumores como
carcinoma oral e em hepatocarcinoma humanos. A Morina induz morte celular por
apoptose em linhagens de células de cancer de pulmao do tipo ndo pequenas (H460),
dependendo da concentracdo e tempo de tratamento, alterando a fun¢ao mitocondrial
(Pereira et al, 2015). Esse tipo de cancer é associado a atividade aberrante na via de
sinalizacdo MAPK, que tem sua regulacdao mediada pela proteina quinase receptora
FGFR2 e que por sua vez é regulada pela proteina adaptadora Grb2 estudada (Timsah et
al. 2015). Estima-se que 80 a 85% dos canceres de pulmao sao do tipo dessas células ndo
pequenas. E mostrado ainda que, Morina possui baixa toxicidade para o organismo,
tornando-a um agente em potencial de desenvolvimento de farmacos (Yazici et al, 2012)
(Said et al, 2014), porém mais testes devem ser realizados com o objetivo de elucidar as
vias de inducdo por apoptose promovida pela Morina nessa linhagem neoplasica

(Pereira et al, 2015).
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2.2 Motivacdes e Objetivos

A proteina Grb2 atua como reguladora da atividade quinase da proteina FGFR2,
além de sua funcdo de adaptadora, que é indispensavel em processos de sinalizagdo
celular. Dessa maneira, Grb2 é um alvo em potencial para o estudo de interacdes com
pequenas moléculas de interesse bioldgico que podem intervir em processos de
sinalizagdo celular descontrolada, que levam ao desenvolvimento tumoral.

Estudos revelam a ocorréncia de interacdo entre a proteina Grb2 e as moléculas
Cumarina e Morina, na qual a interagao predominante bem como uma pré modelagem
de como o ligante se liga ao sitio foram vistos experimentalmente. Sendo assim, torna-
se essencial uma abordagem computacional para verificagdo do sitio de intera¢do afim
de complementar a compreensao de seu mecanismo de interagao.

As moléculas Cumarina e Morina foram escolhidas por suas caracteristicas como:
propriedades farmacolégicas como antibactericida, anti-inflamatdrio, anticoagulante,
antitrombética, vasodilatador e atividade anticancerigena comprovada, além do baixo
custo e facil acesso. Uma vez que encontradas os sitios de interacdo para essas
estruturas de composicdes estruturais bdsicas, modificacbes em trabalhos futuros
podem ser realizados, de modo a aumentar a afinidade das moléculas dependendo do
objetivo a ser estudado.

Com base nas informagdes ja validadas experimentalmente, o objetivo do
trabalho foi caracterizar os possiveis sitios de interacdo da proteina Grb2 com as
moléculas de Cumarina e Morina, fazendo a jungao tedrico-experimental, por meio de
das técnicas computacionais de docking e dindmica molecular, baseando-se em
informagdes experimentais ja estabelecidas, tais como, espectros de fluorescéncia,
epitopos obtidos por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e perfis termodinamicos da
interacao.

Uma vez que ja é conhecida a ocorréncia da interagdo entre os ligantes, nao foi
realizado um tratamento inicial baseado em high throughput, testando a interacdo

outras moléculas por meio de banco de dados.
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2.3 Fundamentacao Tedrica

2.3.1 Resultados Experimentais

Experimentos de RMN-STD (Ressonancia Magnética Nuclear - Saturation
Transfer Difference) e espectroscopia de fluorescéncia foram previamente realizados
por colaboradores para a verificacdo de interacdo entre a proteina Grb2 e os ligantes
Cumarina e Morina. O STD consiste da diferenga de dois experimentos, o off-resonance
e o on-resonance. No primeiro experimento (on-resonance), os hidrogénios da proteina
sdo seletivamente saturados via pulsos de radiofrequéncia. Os pulsos de
radiofrequéncia sdo aplicados numa frequéncia a qual abrange somente os sinais da
proteina. Os hidrogénios saturados da proteina propagam a saturagdo para outros
hidrogénios via rede de interagdes dipolares intermolecular H-H (Angulo & Nieto, 2011;
Martins & Jocelyne, 2007; Meyer & Peters, 2003), por difusdo de spin. Este processo
esta relacionado com a massa molar da proteina, por isso quanto maior for o tamanho
da proteina, mais eficiente sera a difusdo de spin. Os ligantes que interagem com a
proteina recebem magnetizagdo, se dissociam e voltam para a solu¢ao, onde seu estado
saturado persiste devido ao pequeno tempo de relaxacdo longitudinal do mesmo
(Calabro et al., 2005; Fielding, 2007).

O segundo experimento off-resonance, é o experimento de referéncia, obtido a
partir de uma sequéncia de pulsos fora da regido espectral, onde n3ao ha sinal da
proteina nem do ligante. Os experimentos off-resonance e on-resonance sao subtraidos
e, com a diferenca dos dois experimentos tém-se apenas os sinais do ligante que
recebeu magnetizacdo da proteina, resultado da interacdao proteina-ligante. Quanto
maior esse sinal, mais especifica é a interacao (Angulo & Nieto, 2011).

Os resultados de RMN-STD apresentados na Figura 19 mostram que esta
ocorrendo interacdo entre a proteina Grb2 e os ligantes Cumarina e Morina. Durante o
experimento, o ligante interagiu com a proteina, recebendo saturacdo da mesma. Apds
a dissociacdo do complexo, devido a caracteristica moderada da interacdo, a
transferéncia de saturacdo pode ser observada através do espectro obtido. A regido do

ligante que esta mais proxima a proteina durante a interagdo é aquela cuja intensidade
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do espectro de diferenca é maior, concedendo assim informag¢des de como o ligante

deve estar encaixado na macromolécula.

Figura 19 - Experimento de STD. Espectros de off resonance (vermelho) e difference (azul)
evidenciando a transferéncia de saturacdo e consequentemente a interacdo existente entre as
moléculas Cumarina e Morina com a proteina Grb2. Os numeros sdo referentes ao
assinalamento dos hidrogénios da Cumarina e Morina respectivamente. As estruturas dos
ligantes encontram-se abaixo aos seus respectivos espectros e marcados com os assinalamentos
juntamente com as porcentagens referentes a proximidade de contato dos hidrogénios com a
proteina Grb2. Em (A) é representado o espectro e estrutura da molécula de Cumarina e em (B)

é representado o espectro e estrutura da molécula de Morina.
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Fonte: Experimentos realizados pelo grupo de Biofisica Molecular do professor Fernando Alves

de Melo, pelos alunos Karoline Sanches e Paulo Henrique da Silva.

Complementar ao experimento de RMN, que evidenciou as interacdes Proteina-
Ligante a espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada para caracterizar os parametros
termodinamicos da ligacdo. Devido ao fato de que a proteina Grb2 apresenta 5
triptofanos em seus monomeros, divididos entre seus trés dominios, esta técnica foi

realizada acompanhando a supressao da intensidade de fluorescéncia desses residuos
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(Menezes, Fedorov, Baleizdo, Valeur, & Berberan-Santos, 2013). Diversos tipos de
interagdes moleculares podem ocasionar a supressdo, dentre elas estdo as reagdes de
estado excitado, rearranjos moleculares, transferéncia de energia, formacdo de
complexos no estado fundamental e supressado colisional ou dinamica (Lakowicz, 2011).
Importantes informagdes sobre sistemas bioquimicos tém sido evidenciadas através da
supressao de fluorescéncia, principalmente sobre interagées moleculares, que resultam
na supressdo da intensidade de fluorescéncia dos fluoréforos presentes nas
macromoléculas.

Os resultados mostraram, através do espectro de emissao de fluorescéncia da
proteina Grb2 apresentado na Figura 20, que ocorreu a supressao na intensidade do
sinal de fluorescéncia com o aumento da concentracdo de Cumarina e Morina. Os
residuos de triptofano da proteina foram excitados em 290 nm e a emissdo de
fluorescéncia foi verificada entre 300 e 500 nm. A supressao na intensidade de emissao
de fluorescéncia indica que um ou mais residuos de triptofano pertencente a proteina
estd sendo afetado pela interagdo entre as moléculas, reduzindo assim o nimero de
sitios totais a apenas aqueles em que contém residuos de triptofanos.

A emissdo de fluorescéncia no comprimento de onda em 325nm com um
pequeno deslocamento durante a supressdo para 330nm para a interacdo Grb2 e
Cumarina, indicou que o residuo que sofre a supressao, no caso o triptofano, deve estar
localizado dentro de alguma cavidade e ndo exposto ao solvente, com seus graus de
liberdade intermediarios.

O experimento de fluorescéncia foi realizado em trés diferentes temperaturas
(290K, 295K e 300K) todavia esses dados ndo foram mostrados porqué os experimentos
computacionais foram realizados na temperatura intermediaria (295K). A utilizacdo das
trés temperaturas no experimento in vitro possibilitam um tratamento mais sofisticado
do espectro obtendo assim pardmetros como a constante de ligacdo Kg= 1,9.10° M- e
ndmero de ligantes por proteina n=1 para a Cumarina e Kg= 1,5 .10°> M-! com n=1 para

a Morina.
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Figura 20 - Espectro de emissdo de fluorescéncia da proteina Grb2. O primeiro espectro (cor preta)
¢é obtido na auséncia de ligantes (0 uM). Na presenca dos ligantes em diferentes concentracoes,
é visualizado a supressao da intensidade de fluorescéncia, indicando que esta ocorrendo a
interacdo entre a macromolécula e o ligante. Devido a excitacdo ser realizado em Aexc=290 nm,
o fluordforo suprimido é um ou mais triptofanos pertencentes a macromolécula. Na Esquerda,
0 espectro é referente & molécula de Cumarina na temperatura de 295 K. A direita, o espectro
é referente a molécula de Morina na temperatura de 295 K. A diferenca de medidas de
intensidades é devido ao aparelho utilizado para medida. Vale ressaltar ainda, que os
experimentos foram realizados em trés diferentes temperaturas (290K, 295K e 300K) no entanto

so estdao sendo mostrados os espectros obtidos a 295K.
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Fonte: Experimentos realizados pelo grupo de Biofisica Molecular do professor Fernando Alves

de Melo, pelos alunos Karoline Sanches e Paulo Henrique da Silva.

Os valores obtidos para a constante de associacao indicam que a intera¢do entre
a proteina Grb2 e os ligantes é moderada e com ordem de grandeza 10°M™ (Ding, Zhao,
Huang, Sun, & Zhang, 2009) onde um ligante interage com uma proteina, sendo a
proporgdo proteina-ligante de 1:1.

Uma vez que o interesse nas moléculas Cumarina e Morina sdo suas
propriedades farmacoldgicas é conveniente que a interacao seja moderada. Este tipo de
interacdo permite que a proteina Grb2 complexada com os ligantes encontrem
moléculas com maior especificidade dentro da célula, ocorrendo a dissociacao,

permitindo assim que os ligantes possam ser entregues em vias especificas no citosol.
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Por fim, os parametros termodinamicos de interesse como Entalpia, Entropia e
Energia Livre de Gibbs foram calculados através dos resultados obtidos por fluorescéncia
e sdo mostrados na Figura 21. A Energia livre de Gibbs pode ser associada a constante

de ligagdao por meio da Eq.3
AG = —RTIn(Kp) (Eq. 3)

Sendo R é a constante universal dos gases, T é a temperatura e K}, é a constante
de ligacdo. Para sistemas os quais a variacdo de entalpia ndo é significativa, a equacao

de van’t Hoff (Eq. 4) pode ser aplicada (Ladbury & Chowdhry, 1996)
— Rin(K,) = %” —AS (Eq. 4)

As contribuicGes entalpicas estdo associadas ao calor do sistema, a incluir
eventos endotérmicos e exotérmicos, formacdo de interacdes ndo covalentes entre
biomoléculas bem como o calor associado a outras formas de equilibrio ( Ladbury &
Chowdhry, 1996). J& as contribuicbes entropicas estdo associadas a mudancas
conformacionais, por exemplo, alteragcdes na distribuicdo de moléculas de dgua em
cavidades superficiais a partir de intera¢des biomoleculares. A contribuicdo entrépica é
dominante em muitas interagdes proteina-ligante, nas quais as moléculas de dgua sao
liberadas de cavidades hidrofébicas (Ladbury & Chowdhry, 1996). Em proteinas,
interagdes hidrofébicas ocorrem tipicamente entre aminodcidos como leucina,

isoleucina, alanina, valina e fenilalanina (Voet, Voet & Pratt, 2014).

54| Pagina



Figura 21 — Perfil termodinamico obtido por fluorescéncia. A) Perfil termodinamico para a
interacdo entre Grb2 e a molécula de Cumarina, as contribuicdes entrdpicas sao coloridas em
azul, entalpicas em verde e a energia livre de Gibbs em vermelho. B) Perfil termodinamico para
a interacdo entre Grb2 e a molécula de Morina, as contribui¢cdes entrdpicas sao coloridas em
vermelho, entalpicas em verde e a energia livre de Gibbs em azul. Os resultados aqui estdo
mostrados utilizando as trés temperaturas em que o experimento de fluorescéncia foi realizado.
a) 291K [295K) 2%9K  [mEmG | b) 291K 295 K 299K (mmmaG |

44 [ H
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Fonte: Experimentos realizados pelo grupo de Biofisica Molecular do professor Fernando Alves

de Melo, pelos alunos Karoline Sanches e Paulo Henrique da Silva.

Os resultados mostram que a energia livre de Gibbs obtida é negativa (AG<0)
indicando uma reagao espontanea para as interagdes. A maior contribuicao entrépica
revela que esta é mais favoravel ao sistema que as contribuicdes entalpicas. Este é o
padrdao esperado para o caso de interacdes com efeitos do tipo hidrofdbicos,
acarretando em mudancas conformacionais, expondo bolsGes hidrofébicos e liberando
moléculas de dgua da camada de solvatacdo para o meio, a fim de que as moléculas
sejam capazes de se ligar a proteina, escondendo-se do meio aquoso (Ladbury &
Chowdhry, 1996). Este processo faz com que a entropia do sistema aumente, ou seja,
esta contribuicdao termodinamica é favordvel para que as interagdes Grb2-Cumarina e

Grb2-Morina ocorra.

Baseado em todas essas informacgGes experimentais, os parametros para realizar
o docking molecular foram a presenca do triptofano no bolsdo de interacdo, a
predominancia de efeitos hidrofébicos na interacdo proteina-ligante e os epitopos de

interacdo que mostraram como os ligantes devem estar posicionados nos possiveis

bolsdes.
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2.3.2  Docking molecular.

Diversos substratos e inibidores, candidatos a novos farmacos, sao tipicamente
descobertos pela triagem in vitro. Apesar disso, este processo pode ser considerado
muito dispendioso quanto ao tempo e custo associados. Se uma estrutura
tridimensional do alvo em estudo encontra-se disponivel, a simulacdo através de
docking molecular pode ser uma ferramenta muito util no estudo e descoberta de novos
compostos que possam atuar como farmacos (Pierri, Parisi, & Porcelli, 2010). Assim, o
docking molecular é uma técnica computacional que visa identificar encaixes
tridimensional entre moléculas, como por exemplo interagdes proteina-proteina,
proteina-DNA ou proteina-ligante como é o caso deste trabalho.

Originalmente, o docking surge como uma ferramenta que calcula a forma
preferencial com que pequenos ligantes se acomodam em sitios especificos de
macromoléculas bioldgicas, estimando suas afinidades de ligacao (Yuriev, Agostino, &
Ramsland, 2011). Considerada como uma das metodologias pioneiras nos anos 80
(Kuntz, Blaney, Oatley, Langridge, & Ferrin, 1982), o sistema de docking molecular
proteina-ligante consiste de duas etapas: um algoritmo de busca conformacional
envolvendo os graus de liberdade do ligante (translacional, rotacional) e uma funcdo
score simplificada, atribuindo critérios fisicos como energias de interacdes que
classifique as provaveis posicGes espaciais para um composto ou mais provenientes de
uma biblioteca (Rognan, 2011).

Para resolver problemas envolvendo func¢des score simplificadas, alguns pacotes
de docking trazem fungbes rescore que utilizam abordagens mais completas para o
calculo de interacdo e energias, como o MM/GBSA (Molecular Dynamics, Generalized
Born and Solvent Acessibility) (Graves et al., 2008), que utiliza trajetérias de dinamica
molecular (apéndice B) com solvente implicito para calcular as estimativas da energia
de interacdo entre pequenos ligantes e alvos macromoleculares, como sera apresentado

na secdo destinada aos métodos computacionais para docking molecular.
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2.4 Modelos e métodos

2.4.1 Preparagao da macromolécula

Informagdes experimentais, conforme mencionado anteriormente, mostram
que ha uma interagdo entre a proteina Grb2 e os ligantes Cumarina e Morina, assim é
necessario que essas moléculas sejam preparadas computacionalmente para a
realizacdo do docking. Inicialmente, a estrutura tridimensional das moléculas de
Cumarina e Morina foram retiradas do banco de dados PubChem (Bolton, Wang,
Thiessen, & Bryant, 2008) com os cédigos CID 323 e 5281670 respectivamente.

Para o receptor, grande parte das estruturas foram resolvidas para
macromolécula em sua forma monomérica e em dominios especificos3, todavia os
resultados experimentais obtidos em colaboragao sdo realizados com a proteina em sua
forma dimérica, sem a evidéncia de interagdo em dominios especificos. Assim, foi
realizada uma busca por uma estrutura cristalografica na forma dimérica, evitando a
inviabilidade de uso imediato devido a obstrucdo de cavidades, indisponibilidade da
interface ou outras razdoes adversas. A estrutura utilizada durante o trabalho foi,
portanto, retirada do banco de dados Protein Data Bank (Bernstein et al., 1977)
utilizando o cédigo PDB 1GRI (Sakai et al., 2002), onde encontram-se as informacgdes
referentes as coordenadas espaciais de cada datomo com a proteina em sua forma
dimérica, viabilizando uma andlise completa das possiveis intera¢des, seja nos dominios

ja relatados na literatura ou em novas cavidades formadas apenas no dimero.

2.4.2 Docking Molecular (UCSF DOCK 6)

Para o calculo de docking molecular, o programa utilizado foi o UCSF Dock v 6.7
da Universidade de Sdo Francisco — Califérnia e seus programas acessorios (Lang et al.,
2009). Sua primeira abordagem simplista de campo de forcas, com complementos
sofisticados de calculos complexos, como a Energia Livre de interacdo pelo método

MM/GBSA foram decisivos para a escolha do programa, assim foi possivel obter

3 PDB das estruturas analisadas: 1BM2, 1BMB, 1CJ1, 1JYQ, 1TZE, 3MXC, 3N84, 30VE, 1GCQ, 1106, 2VVK
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resultados de excelente qualidade, melhores que alguns programas popularmente
utilizados. Sua praticidade nesses calculos permitem uma ampla amostragem de
conformacbes, podendo ser implementado fundamentacdes estatisticas para o
refinamento de resultados.

O DMS (Display Midas System) foi utilizado para o calculo da superficie molecular
do receptor com base no algoritmo desenvolvido por Richards e adaptado por Connolly
(Shoichet, Bodian, & Kuntzt, 1992), onde uma esfera do tamanho de uma molécula de
dgua com raio de 1.4 A é usada como referéncia para mapear a superficie de Van der
Waal da macromolécula. Além disso, o vetor normal de superficie em cada ponto foi
calculado.

O programa SPHGEN (Kuntz et al., 1982) foi utilizado para a criacdo do conjunto
de esferas (clusters) com base na superficie molecular gerada pelo DMS como mostrado
na Figura 22, o tamanho das esferas foi calculado de acordo com o tamanho do vetor
normal da superficie molecular e foram utilizadas nas préximas etapas como ponto de

ancoragem do ligante e centro da caixa para o cdlculo do GRID.

Figura 22 - SPHGEN, como calcular esferas. (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 ligagdo formado por cinco dtomos (roxo). As esferas em azul sdo geradas
usando pontos da superficie molecular (verde) com seus centros que se encontram ao longo dos

vetores normais da superficie.

Fonte: adaptado de dock.compbio.ucsf.edu/DOCK_6
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As esferas foram calculadas sobre toda a superficie molecular, produzindo
aproximadamente uma esfera por ponto vetor normal. As esferas podem estar contidas
externamente a superficie quando em cavidades do lado interior das proteinas, desde
que n3o tenha impedimentos estéricos. O Raio maximo de cada esfera foi de 4.0 A e o
minimo 1.4 A. Esta representacdo é, ent3o, filtrada para manter apenas a maior esfera
associada a cada atomo. O conjunto filtrado é agrupado e cada cluster resultante

representa uma possivel cavidade de interagao no receptor.

O programa Showbox foi usado para definir a localizacdo e o tamanho da caixa
onde foi calculado o GRID. A caixa foi construida automaticamente centralizada de
acordo com as cluster contendo as esferas selecionadas e nos permitiu a inclusdo de
margens extras em cada direcdo, para esse trabalho, foram adicionados 5A em cada
coordenada, tamanho suficiente para o ligante utilizado. O programa GRID é utilizado
para gerar os arquivos de grade com informacg&es necessarias para a primeira avaliagao
do score. A caixa construida através de Showbox foi entdo dividida em grades de 0.3A
cada uma contendo informacdes acerca de distancia dos residuos, necessario para evitar
colisdes e sobreposicbes de atomos do receptor com o ligante e as energia
coulombianas com informacgdes de cargas e distancias dos residuos proximos (Shoichet
et al., 1992). A funcdo de pontuacdo utilizada para esses calculos é denominada Grid
Score e baseia-se em parametros fisicos, determinados a partir de um campo de forca
simplificado que utiliza apenas o termo de interacao de Van der Waals combinado com

a componente eletrostatica como mostrado na equacao 5.

i=1 =1 a ..
J i Tij Drij

E =y yregmter (ﬂ — 204332 ﬁ) (eq. 5)

Cada termo é uma dupla somatéria sobre os dtomos i do ligante e os dtomos j

do receptor. Aj; e Bjj sdo parametros da repulsdao e da atragao de Van der Waals, rjj é a
distancia entre os atomosi e j, gi e g; sao as cargas pontuais dos atomosiej, D é a fungao
dielétrica e 332 é o fator que converte a energia eletrostatica em quilocalorias por mol.
A préxima etapa de “encaixe” foi conduzida pelo algoritmo de Anchor and Grow
(Ewing, Makino, Skillman, & Kuntz, 2001). Inicialmente, o ligante foi subdividido em
fragmentos rigidos compostos por residuos em que as ligagcdes adjacentes ndo possuem

59| Pagina



graus de rotatividade, e fragmentos flexiveis que ligam as estruturas rigidas e
apresentam graus de rotatividade. Vale ressaltar que esse esquema de classificacao é
uma aproximacao de primeira ordem da flexibilidade molecular, uma vez que alguma
quantidade de flexibilidade pode existir em anéis ndao aromaticos. O maior fragmento
rigido foi selecionado como “ancora” e utilizado para iniciar o encaixe do ligante no
receptor, os demais fragmentos foram entao “crescidos” e seus scores calculados, como
mostrado na Figura 23.

Devido a simplicidade do primeiro cdlculo, e ao alto nimero de possibilidades
(numero esse que depende do sitio e do ligante utilizado), esse processo foi repetido
2500 vezes, a fim de obter uma boa amostragem conformacional, podendo selecionar
as melhores conformacdes por meio de uma abordagem estatistica.

Adicionalmente foi utilizada a funcdo Amber Score (Graves et al., 2008), que
permite utilizar as configuracdes obtidas na primeira fase do processo e reclassifica-las,
utilizando uma dindmica molecular empregando o campo de forca do AMBER. Neste
processo os atomos distantes do local da ligagdo podem ser mantidos “congelados”,
diminuindo o custo computacional no calculo das energias desses dtomos.

As principais vantagens da fungcdo Amber Score é que tanto o ligante quanto o
sitio ativo do receptor podem ser flexiveis, permitindo que pequenos rearranjos
estruturais reproduzam o chamado “ajuste induzido” durante a realiza¢ao da pontuacao
assim como a possibilidade do cédlculo da energia livre de interacdo utilizando o método
MM/GBSA (Graves et al., 2008), que apesar das aproximacdes, pode ser utilizada como
parametro para comparacgdes tedricas-experimentais. A energia de interacao do Amber
Score foi calculada através da Equacdo 6 e sera pardmetro para escolha, junto com os
parametros experimentais, das melhores conformag¢des em cada bolso de interagao.
Cada termo de energia é obtido através do campo de forca do Amber, incluindo termos

de solvatacdo utilizando modelos continuos de solvatacdo? (Graves et al., 2008).

Einteragéo = Ecomplexo - (Eligante + Ereceptor) (Eq. 6)

4 Maiores informag&es sobre a fungdo Amber Score e cada termo de energia pode ser encontrado em
(http://dock.compbio.ucsf.edu/DOCK_6/tutorials/amber_score/amber_score.htm)
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Figura 23 - Algoritmo Anchor and Grow. Primeiro, a maior subestrutura rigida do ligante (a ancora)
é identificada e em seguida suas camadas flexiveis. Na segunda etapa, a ancora é rigidamente
orientada no sitio e por fim, no estagio de crescimento, as camadas flexiveis e as subunidades
rigidas menores do ligante sdo construidas sobre as melhores orientacdes em relacdo ao
receptor. Apds o crescimento completo, a estrutura com menor score é selecionada como o

melhor encaixe.
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Fonte: adaptado de (dock.compbio.ucsf.edu)

2.4.3 Dinamica Molecular do complexo Grb2 e ligantes.

Tendo em vista que dockings moleculares ndo contabilizam junto aos seus
calculos toda a flexibilidade do receptor nem as intera¢gdes com solventes, possiveis
apenas com o uso de solventes explicitos, € importante uma etapa de dinamica
molecular, verificando a validade do docking e proporcionando um ambiente onde as

moléculas podem se arranjar conformacionalmente dentro dos bolsées.
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Todas as etapas da dinamica molecular, desde a preparacdo do sistema até a
simulacao foram realizadas com o pacote de programas GROMACS, versao 4.5.7 (Pronk
et al.,, 2013) com os recursos computacionais do Grid Unesp. A necessidade de um
campo de forga e de um programa para parametrizagdo dos ligantes nos conduziu a
escolha do CHARMM?27 (MacKerell et al., 1998) incluido no pacote GROMACS, e
Swissparam (MacKerell et al., 1998), disponivel através do Web Server do grupo de

modelagem molecular SIB disponivel em (http.//www.swissparam.ch/). A otimizagdo

especifica do programa de parametrizacdo do Swissparam para o campo de forga
CHARMM foi o principal ponto para a sua escolha.

Os parametros de carga escolhidos para os residuos foram padrdes
(representacdo da carga mais provavel quando o residuo se encontra em pH fisiolégico).
Todas as simulacdes foram realizadas em caixas cubicas utilizando o modelo de agua
SPC Flexivel e condi¢des periddicas de contorno. Os sistemas foram neutralizados pela
substituicdo de algumas moléculas de dgua por ions de cloro (Cl") e sédio (Na*) que ao
todo ficaram em uma concentrag¢ao de 150 mM. Em geral, os sistemas foram compostos
de aproximadamente 26.000 atomos.

Antes da dinamica molecular, foram realizados 50000 passos de minimizacao de
energia pelo método steepest-descent com todos os dtomos flexiveis e 5000 passos de
minimiza¢do de energia pelo método dos gradientes conjugados. Apds os processos de
minimizacdo de energias, foram realizadas duas etapas de equilibracdo, uma MD de 100
ps com restricdo de posicGes para os atomos da proteina e do ligante, de modo que o
solvente ficasse livre para se ajustar de maneira correta, e uma outra MD de 100 ps sem
restricGes de posicdes para que o sistema se adaptasse as condi¢des termodindmicas
impostas (relaxacao).

As simulacoes de MD foram de 20 ns, tempo o suficiente para verificacdao das
interacdes entre Grb2 e os ligantes Cumarina e Morina, uma vez que os resultados de
RMN indicam que hd uma dindmica de encaixe e desencaixe do ligante devido a sua
interacdo moderada permitindo o calculo de saturagdo via STD. Foram utilizados passos
de integracdo de 2 fs, com temperatura e pressdo mantidas constantes,
respectivamente, utilizando v-rescale e Parrinello-Rahman com os valores de 295K e 1
atm, as coordenadas e as velocidades foram salvas a cada 10 ps e as interacles

eletrostaticas de longo alcance foram tratadas com o algoritmo PME-Switch.
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2.5 Resultados e discussoes.

De acordo com a metodologia aplicada neste trabalho, os experimentos in silico
desenvolvidos foram fundamentados em resultados in vitro, os quais caracterizaram a
interagao da proteina Grb2 em sua forma dimérica com os ligantes Cumarina e Morina,
mas nao dizem respeito ao dominio ou sitio de interacdo. Diante desse fator, para uma
total coeréncia de resultados, a estrutura utilizada deve conter a proteina em sua forma
dimérica.

No entanto, é de conhecimento geral que proteinas ndo sdo macromoléculas
rigidas. Suas estruturas em solucdo sdo flexiveis, podendo ter flutua¢cdes em suas
cadeias laterais e pequenas mudangas conformacionais em suas estruturas secunddrias
e terciarias, acessando diferentes conforma¢des quando em solucdo. Outros fatores
como ligantes e alteracdo do meio quimico podem também contribuir para a ocorréncia
de mudancas conformacionais.

O passo inicial foi, portanto, fazer uma dindmica molecular, permitindo a
hidratacdo e relaxacdo da proteina, rearranjando seus residuos e podendo expor
cavidades antes ndo vistas em sua estrutura cristalografica, fornecendo informacgdes
inclusive sobre flutuacdes de dominios como visto na Figura 24.

Uma verificagdo mais detalhada dos resultados de dinamica molecular mostra
gue as estruturas de Grb2 podem ser clusterizadas conforme a distribuicao de suas
conformacgdes. Ao todo, a trajetdria foi dividida em 89 clusters, sendo destacado na
Figura 25 os 3 clusters com maior numero de acessos.

O critério de selecdo da estrutura utilizada nas prdoximas etapas foi entdo a
acessibilidade da estrutura em solucdo durante a dinamica molecular. Toda essa
primeira avaliacdo se fez necessdria por ser um experimento de interagao in silico
inédito, sem um parametro inicial na literatura com ligantes de scaffold parecidos com
Cumarina e Morina ou até mesmo interacdes com a proteina Grb2 em sua forma

dimérica.
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Figura 24 - Andlise estrutural da proteina GRB2 em solugdo por dindamica molecular. (A)
Sobreposicdo de diferentes estruturas retiradas da dindmica molecular utilizando o PDBid 1GRI
sem ligantes. O dominio SH3 N-terminal destacado pelas flechas mostra-se com um maior grau
de flexibilidade quando comparado aos outros residuos. SH2 e SH3 C-terminal sdo dominios com
maior estabilidade em solugdao, com poucas variagGes estruturais. (B) RMSF da trajetéria, obtida
utilizando a ferramenta g_rmsf do pacote GROMACS (Pronk et al., 2013). Neste fica evidenciado

o alto grau de flexibilidade do dominio SH3 N-terminal.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 25 - Clusterizagdo das conformagdes estruturais de Grb2. A dindmica molecular da proteina
Grb2 é dividida em 89 clusters com critério de separacdo baseados em sua estrutura
conformacional. Por cores, estdo separados os 3 clusters com um maior nimero de acessos de
uma mesma estrutura, calculados utilizando g_cluster do pacote GROMACS (Pronk et al., 2013),
sendo em azul o maior com um total de 400 acessos, em verde a segunda estrutura mais
acessada com um total de 235, em vermelho o terceiro maior com 173 e os demais sao iguais

ou menores que 100 acessos. A simulacdao computacional teve um tempo de 20000 ps.
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2.5.1 Identificagdao de cavidades nos dominios para o docking
molecular

A estrutura tridimensional hidratada e relaxada permite a busca por possiveis
cavidades para o processo de docking molecular, o que foi realizado pelo programa
SPHGEN. Ao todo, foram geradas 39 diferentes regides, nomeadas por bolsdes de
interacao, espalhados por toda superficie molecular da proteina. Uma analise inicial
mostrou que destes 39 bolsGes, apenas 9 eram fisicamente aceitaveis, uma vez que os
parametros investigados foram a capacidade de receber o ligante, dado o tamanho do
cluster, e esferas definidas para a ancoragem.

Ainda, dentre esses 9 bolsbes fisicamente aceitdveis, os 4 maiores e principais
contemplam regides especificas dos dominios monoméricos, isto é, os dominios SH2 e
SH3s isolados, assim como as regides de interface proteina/proteina, como mostrado na
Figura 26. Os outros 5 sdo repeticdes de clusters em regides idénticas e espelhadas
devido ao efeito da dimerizacdo da proteina Grb2. Portanto os 4 maiores bolsdes foram
selecionados e utilizados para os processos de docking de dinamica molecular.

Na Figura 26, as esferas vermelhas estao localizadas no bolsao formado pela
interface de ligacdo mon6mero-mondémero, evidenciando a importancia da escolha do
PDB 1GRI, que contempla o dimero da proteina GRB2. As esferas rosas abrangem a
cavidade formada no dominio SH3 C-terminal, e em verde sdo representadas as esferas
gue ocupam as cavidades do dominio SH3 N-terminal, bolsdo esse que, apesar de largo,
ndo possui uma grande profundidade com bolsées bem pronunciados. No dominio SH2

se encontra o maior cluster, representado pelas esferas em laranja.
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Figura 26 - Possiveis cavidades para o docking do ligante. A busca por cavidade foi realizada por
meio do programa SPHGEN (Kuntz et al., 1982), sendo as maiores cavidades encontradas na
estrutura da proteina GBR2 apresentadas por esferas. Esferas de mesma cor compdem um
mesmo bolsdo, constituindo uma Unica regido onde foi realizado o docking molecular. Elas
também funcionam como pontos de ancoragem para o ligante na macromolécula durante o
processo de “anchor-and-grow”. Para facilitar a visualizacdo, os bolsdes assumem cores
referentes a regido da proteina, sendo em vermelho uma regido da interface monémero-
monomero, laranja o dominio SH2, verde o dominio SH3 N-terminal e em rosa o dominio SH3 C-
terminal. As superficies foram coloridas por seus mondémeros, sendo o monémero A colorida
em azul e o mondémero B colorido em cinza. Foi adicionado também a transparéncia na
superficie em D devido ao fato de que algumas esferas rosas se encontram internamente a

superficie molecular.
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Fonte: Elaborada pelo autor. PDBid 1GRI.
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As possiveis interagcdes foram calculadas utilizando o programa DOCKS,
utilizando um potencial simplificado (Eq. 4) para o calculo do GridScore e repetido 2500
vezes, sendo avaliadas 5.000 configuragdes em cada corrida de docking. Para cada
cluster foram obtidas um total de 2500 conformacdes, totalizando 10000 conformacgdes
separadas em 4 clusters para cada molécula.

Para um refinamento dos resultados, o campo de for¢ca Amber Score, incluido no
pacote DOCK®6 foi utilizado para o calculo das Energias de Interagao utilizando o método
MM/GBSA (Graves et al.,, 2008). Os resultados para cada bolsdo de interacdo sdo
ordenados considerando suas energias de interacdo e frequéncia de acesso as
estruturas durante o docking molecular.

Para a regido de interface mon6mero-monoémero, trés diferentes disposicoes
estruturas das moléculas de Cumarina e Morina foram encontradas, como mostrado nas
Figuras 27 e 28 respectivamente. Nessa regido, apesar da presenca de alguns residuos
de carater hidrofébicos, predomina-se os residuos de carater hidrofilicos expostos ao
solvente, como mostrados em 27b e 28b a partir da superficie molecular.

Préoximo a essa cavidade, ha um residuo de triptofano (W278) com distancias
médias para as 3 diferentes poses da molécula de Cumarina de 8A e da molécula de
Morina de 4.5A. Esses valores indicam que o parametro utilizado como residuo de
Triptofano corrobora com essa cavidade.

As disposicOes estruturais das trés diferentes poses de ambas as moléculas
também ndo sdo como as esperadas pelos resultados de STD-RMN (Figura 19), onde é
sugerido um encaixe do ligante em cavidades que os envolvem-se por completo seus
anéis, ficando com a ramificagdo para fora do bolso no caso da estrutura da Morina.

Esses resultados mostram entdo que, os melhores resultados de docking para a
bolsdo contido regido dimérica de Grb2, calculados utilizando o parametro
computacional Energia de interacdo, ndo corroboram com todos os parametros

experimentais obtidos por RMN e fluorescéncia.
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Figura 27 — Melhores conformacgdes do Docking da molécula de Cumarina no bolsdo contido na
interface dimérica. (A) A proteina Grb2 é colorida por suas estruturas secundarias, sendo verde
as folhas-B, laranja as a-hélices e coils em cinza. 2500 testes de docking foi realizado e as 3 poses
com menores valores de Energia de Interacdo e maiores frequéncias de acesso sdo mostradas.
(B) Superficie molecular de grb2 com destaque na regido onde o ligante foi ancorado. As cores
em destaque representam a hidrofobicidade dos residuos indo do azul para residuos hidrofilicos

para o laranja representando os residuos hidrofdbicos. (C) Valores das energias de interacdo

calculadas pelo Amber Score para cada pose de A.

Energia de Interagéo kJ/mol
(Amber Score)

| -17.0962

] -15.9688

]} -5.97559

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 28 — Melhores conformagdes do Docking da molécula de Morina no bolsdo contido na
interface dimérica. (A) A proteina Grb2 é colorida por suas estruturas secundarias, sendo verde
as folhas-B, laranja as a-hélices e coils em cinza. 2500 testes de docking foi realizado e as 3 poses
com menores valores de Energia de Interacdo e maiores frequéncias de acesso sdo mostradas.
(B) Superficie molecular de grb2 com destaque na regido onde o ligante foi ancorado. As cores
em destaque representam a hidrofobicidade dos residuos indo do azul para residuos hidrofilicos

para o laranja representando os residuos hidrofdbicos. (C) Valores das energias de interacao

calculadas pelo Amber Score para cada pose de A.
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Energia de Interagdo kJ/mol
(Amber Score)
I -22.0045
| -18.3361
]| -17.8121

Fonte: Elaborada pelo autor.
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O bolsdo contido no dominio SH2 de Grb2 apresenta o segundo melhor resultado
de energia de interagdo computacional para ambas as moléculas. Suas trés melhores
poses obtidas por docking sdo mostradas nas Figuras 29 e 30.

A analise desse bolso mostrou que ha predominancia de residuos hidrofdbicos,
proporcionando um ambiente propicio para receber interacdes com efeitos
hidrofébicos predominantes. Também estd presente nesse bolso um triptofano (W121)
com distancias médias das trés diferentes poses para a molécula de Cumarina de 3.3 A
e 3.8 A para Morina. Essas distancias caracterizam interaces de Vaan der Waals (VdW)
entre os ligantes e o residuo de triptofano. A disposicdo dos anéis aromaticos de W121
paralela aos anéis do ligantes também caracteriza possiveis interagdes do tipo stacking-
. Uma vez que possivelmente ocorre essas interacdes, os resultados de docking
concordam com o parametro experimental de que existia um triptofano no bolsdo, o qul
tinha seus movimentos alterados devido a presenca do ligante.

Contudo, os resultados dos epitopos do RMN ainda ndo estdo de total acordo
com os resultados de docking. O encaixe do ligantes no bolsdao calculados
computacionalmente ndo sdo como os sugeridos experimentalmente.

Ainda sobre o dominio SH2 da proteina GRB2, a literatura relata experimentos
realizados para analises termodinamicas e mutacionais da ligacdo do dominio SH2 de
Grb2 (McNemar et al., 1997). Dentre os resultados encontrados, um deles mostra a
hidrofobicidade do dominio SH2 de Grb2 e também cita o residuo de Triptofano W121
localizado no coil que da origem ao bolsdo hidrofébico, e que pode ser visualizado em
nosso resultado de docking. E descrito ainda que esse residuo n3o sé preenche a bolsa
como também direciona os ligantes para o sitio (Rahuel J, et al., 1996). Informacdes
essas a serem confirmadas na préxima etapa, onde sera realizado simulag¢des

computacionais utilizando o resultado do docking molecular.
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Figura 29 — Melhores conformagdes do Docking da molécula de Cumarina no bolsdo do dominio
SH2. (A) A proteina Grb2 é colorida por suas estruturas secundarias, sendo verde as folhas-j,
laranja as a-hélices e coils em cinza. 2500 testes de docking foi realizado e as 3 poses com
menores valores de Energia de Interacdo e maiores frequéncias de acesso sdo mostradas. (B)
Superficie molecular de grb2 com destaque na regido onde o ligante foi ancorado. As cores em
destaque representam a hidrofobicidade dos residuos indo do azul para residuos hidrofilicos

para o laranja representando os residuos hidrofdbicos. (C) Valores das energias de interacdo

calculadas pelo Amber Score para cada pose de A.

Energia de Interagédo kJ/mol
(Amber Score)
| -13.1030
Il -11.7238
[} -11.0511

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 30 —Melhores conformagdes do Docking da molécula de Morina no bolsdo do dominio SH2.
(A) A proteina Grb2 é colorida por suas estruturas secundarias, sendo verde as folhas-p, laranja
as a-hélices e coils em cinza. 2500 testes de docking foi realizado e as 3 poses com menores
valores de Energia de Interagdo e maiores frequéncias de acesso sdo mostradas. (B) Superficie
molecular de grb2 com destaque na regido onde o ligante foi ancorado. As cores em destaque
representam a hidrofobicidade dos residuos indo do azul para residuos hidrofilicos para o laranja
representando os residuos hidrofébicos. (C) Valores das energias de interacao calculadas pelo

Amber Score para cada pose de A.

a Energia de Interagdo kJ/mol
R (Amber Score)
; | -21.5483
] -16.6037
] -8,43187

Fonte: Elaborada pelo autor.
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O docking das ligantes no dominio SH3 N-terminal é mostrado nas Figuras 31 e
32. Em resultados anteriores (Figura 24), esse dominio se mostrou flexivel, mudando
conformacionalmente ao longo da dindmica molecular. Entretanto, na estrutura
utilizada para o docking molecular, existem bolsées com tamanhos suficientes para
receber os ligantes.

O resultado mostrou que essa regido tem uma distribuicdo de residuos
hidrofobicos e hidrofilicos por seus bolsdes, fazendo com que haja regides com
caracteristicas hidrofébicas predominantes e regiGes com caracteristicas hidrofilicas
predominantes em um mesmo bolsdo.

Diferente dos outros dois dockings ja relatados, as poses encontradas para o
docking do ligante Morina em SH3 N-terminal mostra uma Unica corrida de 2500 testes,
o encaixe em diferentes regides, e que, apesar da mudanca de regido, as energias de
interacdo calculadas sdo préximas.

As andlises de interacdo mostram novamente um residuo de triptofano (W36)
nas proximidades do bolsdo testado. A distancia média desse residuo para as trés
diferentes poses de Cumarina no bolso é de 7A, para a pose | da Morina é de 20A e para
a pose Il de 5A. Esse resultado mostra que, diferente do que aconteceu com W121 do
dominio SH2, W23 de SH3 N-terminal na conformacdo encontrada, ndo estaria
interagindo com o ligante. Entretanto, o fato de estar contido no bolsao, ndo invalida o
docking quando comparados com os parametros de fluorescéncia. Exceto a pose Il da
molécula de Morina, o qual mostra uma ancoragem em uma regidao do dominio em que
nado ha residuos de triptofanos, invalidando a conformacao.

Os epitopos dos resultados experimentais de RMN-STD utilizados também como
parametros para analise dos resultados, mais uma vez ndao corrobora com o docking
molecular. Devido a SH2 ter bolsdes poucos pronunciados e mais superficiais, ambas os

ligantes ndo encaixaram nas cavidades conforme o sugerido pelos experimentos.
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Figura 31 — Melhores conformag@es do Docking da molécula de Cumarina no bolsdo do dominio
SH3 N-terminal. (A) A proteina Grb2 é colorida por suas estruturas secundarias, sendo verde as
folhas-B, laranja as a-hélices e coils em cinza. 2500 testes de docking foi realizado e as 3 poses
com menores valores de Energia de Interacdo e maiores frequéncias de acesso sdo mostradas.
(B) Superficie molecular de grb2 com destaque na regido onde o ligante foi ancorado. As cores
em destaque representam a hidrofobicidade dos residuos indo do azul para residuos hidrofilicos
para o laranja representando os residuos hidrofdbicos. (C) Valores das energias de interagdo

calculadas pelo Amber Score para cada pose de A.

1] Lilell

Energia de Interagao kJ/mol
(Amber Score)

-11.1468
-11.0491
-6.84642

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 32 — Melhores conformagdes do Docking da molécula de Cumarina no bolsdo do dominio
SH3 N-terminal. (A) A proteina Grb2 é colorida por suas estruturas secundarias, sendo verde as
folhas-B, laranja as a-hélices e coils em cinza. 2500 testes de docking foi realizado e as 3 poses
com menores valores de Energia de Interacdo e maiores frequéncias de acesso sdo mostradas.
(B) Superficie molecular de grb2 com destaque na regido onde o ligante foi ancorado. As cores
em destaque representam a hidrofobicidade dos residuos indo do azul para residuos hidrofilicos
para o laranja representando os residuos hidrofdbicos. (C) Valores das energias de interacao

calculadas pelo Amber Score para cada pose de A.

Lilell

Energia de Interagao kJ/mol
(Amber Score)

-10.9701

-10.7253

-3.3952

Fonte: Elaborada pelo autor.
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O bolsdo do dominio SH3 C-terminal, apesar de ter mostrado esferas grandes o
suficiente para ancoragem dos ligantes, ndo teve sucesso na etapa de docking
molecular. As poucas conformacdes obtidas computacionalmente apresentaram
problemas estéricos com as outras regidoes de Grb2.

Por fim, os resultados de docking mostraram diferentes conformacdes dos
ligantes espalhadas pelos diferentes dominios. Ainda, cada dominio foi ranqueado
utilizando como parametro a Energia de Interacdo obtida por métodos computacionais,
resultando em trés diferentes conformagdes para a molécula de Cumarina e quatro para
a Morina. Quando utilizados os parametros experimentais, o esse nimero se reduz a 3
para Cumarina e 3 para Morina, pois em umas das poses encontradas no dominio SH3
N-terminal ndo havia um residuo de triptofano préximo. Vale ressaltar ainda que, cada
uma dessas conformacdes obtidas, ndo estdo totalmente em acordo com os resultados
experimentais, se fazendo necessario entdao uma préxima etapa de dinamica molecular

para verificar a dindmica dos ligantes nos bolsdes.

2.5.2 Dinamica Molecular.

Com os resultados de docking apresentados na sessdo anterior, a dinamica
molecular foi uma segunda etapa de avaliagdo de interag¢des, que possibilitou pequenas
mudancas conformacionais na estrutura de Grb2, verificando se a interacdo dos ligantes
com Grb2 permanece estdvel, ou se, simplesmente o ligante se dissocia do bolsao de
interacao.

Os tempos de simulagdo, da ordem de ns, foram devido aos tempos de
relaxamento captados pelos experimentos de RMN. Os tempos de interacdes e suas
intensidades médias, fizeram com que a dinamica de equilibrio da interagdo do ligante
seja a responsavel pela capitacdo de sinais. Vale ressaltar ainda que, os resultados
mostrados a partir dessa sessdo mostram apenas o dominio SH2 da proteina Grb2 para
uma melhor visualizacdo dos mecanismos e residuos pertencente as interagdes.

Os resultados mostraram que, surpreendentemente, todos os complexos
formados na etapa de docking permanecem por cerca de 10ns e sdo dissociados, com

os ligantes sendo repelidos dos seus respectivos sitios. Salvo o docking de ambos os
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ligantes no dominio SH2, que durante a dindmica molecular, induziram mudancas
conformacionais no dominio, expondo um bolso hidrofébico, o qual ambos os ligantes
se encaixaram.

Esse resultado é mostrado na Figura 33, em que a distancia entre o centro de
massa dos ligantes com o centro de massa da proteina Grb2 foi calculado, assim como
o RMSD ao longo da simulagdo. A diminui¢ao das distancias e o aumento do RMSD
mostraram que ambos os ligantes deixam o bolsdo em que estavam encaixados e

movem-se para essa nova cavidade.

Figura 33 - Dinamica molecular da interacdo dos ligantes com o dominio SH2. A distancia entre o
centro de massa dos ligantes Cumarina e Morina com o centro de massa do dominio SH2 da
proteina Grb2 é calculado. Seus valores indicam uma aproximacdo do ligante com a proteina,
mostrando que os ligantes se dissociam do sitio em que estava encaixado pelo docking
molecular e se associam a um novo bolsdo, induzido pela presenca desses. O RMSD do sistema
também é calculado para e sua variagcdo também mostra que hd pequenas mudancas
conformacionais até a estabilizacdo de seu novo valor. Os parametros calculados para o ligante

Cumarina estdo representados em azul e para a Morina em vermelho.

3 T L L]
® Cumarina 2 ‘
2.5+ @® Morina g,_z i
2 2 [~ 0.5 _
St A 9 5 10 15 20
_E ' l tempo (ns)
2 sk M| |
« Yl
o T ’\“‘
a | Y ‘
w"]vu‘lq 1y " ‘“‘f"“l" | ; .”" l'1 Wm
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0 1 1 1
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Tempo (ns)

Fonte: Elaborada pelo autor
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Para verificar as mudangas que os ligantes induziram no dominio SH2 da proteina

Grb2 durante a dinamica molecular, foi analisado a sobreposi¢ao de cadeias laterais e a

flutuacdo dos residuos, como mostrado nas Figura 34 e 35.

SH2 com a presenga da Cumarina. (A) O perfil de flutuagdo dos
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Figura 35 — Mudangas do dominio SH2 com a presenga da Morina. (A) O perfil de flutuagdo dos

residuos durante a dindmica molecular é calculado, mostrando os residuos que mais sofreram

alteracOes em suas cadeias laterais. Acompanhado do gréfico, a sobreposi¢cdo das estruturas

tram exatamente onde estdo localizados esses

amica mos

amica e apods a din

antes da din

residuos. Em cinza é representada a estrutura antes da dindmica e em azul apds a dindmica. (B)
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Os resultados mostraram que apesar de ser no mesmo sitio, causando mudanga
nos mesmos residuos, a superficie molecular é alterada de modo diferente, adaptando-
se aos respectivos ligantes. A Cumarina é responsavel por induzir a abertura de um
bolsdo hidrofébico grande o suficiente para envolve-la. Ja a Morina, induz mudancgas
gue expdem o bolsdo hidrofébico, porém ndo grande o suficiente para se encaixar
completamente.

A movimentagao dos ligantes para o novo bolsao no dominio SH2 de Grb2 esta
de acordo com todos os resultados experimentais obtidos até entdo, demonstrando os
possiveis efeitos hidrofébicos, uma vez que, para o encaixe do ligante na regido,
moléculas de dguas foram repelidas e aconteceram pequenas mudangas
conformacionais, contribuindo para o aumento do termo entrdépico do sistema.

O residuo de Triptofano (W121) também estava presente no novo bolsao, e que,
devido ainteragdo com o ligante, apresentou alteragdes conformacionais, corroborando
com os resultados de fluorescéncia, sendo também o responsavel pelo ancoramento do
ligante ao bolsao, assim como o esperado (Rahuel J, et al., 1996). Por fim, uma andlise
estrutural de como o ligante se encaixou no sitio, demonstrou que todos os resultados
concordam com os epitopos de intera¢do, calculados por RMN-STD.

Uma selecdo baseada em um campo de forca distinto ao do docking molecular
buscando convergéncia é entdo obtido por meio da ferramenta g_energy encontrada
no pacote do GROMACS (Pronk et al., 2013), sendo o critério de escolha a conformacao
com a menor energia de ligacdo de curto alcance durante a dindmica molecular,
considerada portanto a provavel conformacdao do complexo Grb2-ligantes, como
mostrado na Figura 36.

Entretanto, devido toda a parametrizacdao do ligante, aos campos de forgas
utilizados e o uso do solvente explicito, essa energia retirada da dindmica molecular ndo
deve ser comparada com os valores obtidos do docking molecular, fazendo-se
necessario entdo uma ultima etapa de re-docking, onde todos os processos do docking
sdo novamente realizados, levando em consideracdo agora a nova cavidade formada
durante a dindmica molecular, e permitindo a comparacao direta da energia de
interagdo calculada pelo método MM/GBSA com as energias encontradas no docking
inicial. Para esse processo, ligante e receptor sdo separados e preparados como descrito

nos métodos para docking molecular.
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Figura 36 — Conformagbes de menor energia retirada da dindmica molecular. (A) superficie
molecular do dominio SH2 de Grb2. A molécula Cumarina se encaixa no sitio exposto durante a
dindmica molecular, deixando seus residuos de oxigénios apontados para fora da cavidade e
seus carbonos para dentro. Os residuos préximos a molécula, com distancias menores que 4A,
sdo mostrados. (B) A molécula Morina interage no mesmo sitio hidrofébico, seu tamanho e o
jeito de se encaixar faz com essa tenha um maior nimero de residuos com distancias menores
que 5A. Ambas as superficies sdo coloridas de acordo com a hidrofobicidade do sitio, indo do

laranja para residuos hidrofdbicos até o azul, para residuos hidrofilicos.

Einteracao = -20.3203 kJ/mol

Fonte: Elaborada pelo autor

2.5.4 Avaliagao da interagao melhor ranqueada.
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Todas as melhores conformacdes para cada bolsdo analisado sdo mostradas nas

tabelas 1 e 2 para os ligantes Cumarina e Morina respectivamente, indicando todos os

parametros utilizados para o ranqueamento de cada uma dessas conformacdes.

Tabela 1 — Melhores conformagdes do ligante Cumarina em Grb2.

Dominio Pose Einteracio (kJ/mol) Tem Regido Epitopos de
triptofano Hidrofébica Interagdo
Interface dimérica I -17.0962 X X X
SH2 I -13.1030 N4 N4 X
SH2 *depois da dinamica Unica -20.6184 \/ \/ \/
SH3 N-terminal I -11.1468 N4 X X
Fonte: Elaborada pelo autor
Tabela 2 — Melhores conformagdes do ligante Morina em Grb2.
Dominio Pose Einteracso (kJ/mol) Tem Regido Epitopos de
triptofano Hidrofdbica Interagdo
Interface dimérica I -22.0045 v X X
SH2 I -21.6184 N4 N4 X
SH2 +depois da dinamica Unica -20.3203 v v v
SH3 N-terminal I -10.9701 v X X
SH3 N-terminal Il -10.7253 X N4 X

Fonte: Elaborada pelo autor

Com todos os resultados de possiveis intera¢bes ja definidos, o

ranqueamento baseado na energia calculada pelo programa de docking molecular e nos

parametros experimentais de fluorescéncia e RMN mostram que, a melhor interagao

acontece no dominio SH2 apds a dindmica molecular,

devido as mudancas

conformacionais induzidas pelos ligantes e o encaixe no novo bolsdo. Nesse bolsao,

todos os parametros experimentais corroboram com os dados computacionais e a

energia de interacdo, para o caso da Cumarina, também se mostrou como melhor

resultado. Para a Morina, apesar dessa energia ter o 3° melhor score, seus valores sdo

bem préximos aos dois melhores, ndo invalidando a selecdo baseada nos parametros

experimentais.
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Para essa regido de melhor Score, foi realizado a analise fisico-quimica dos
possiveis contatos entre os ligantes e Grb2, apresentado nas Figuras 37 e 38. Para isso,
utilizou-se os softwares LigPlot, PLIP e Maestro. Cada resultado individual foi verificado
manualmente de forma que o resultado geral é jungao de cada um desses resultados.

Para a molécula Cumarina, os efeitos hidrofébicos foram ocasionados por
residuos apolares, e com distancias menores que 5A, sendo esses duas valinas, duas
leucinas e uma valina. O residuo de triptofano também contribuiu para efeitos
hidrofdébicos além de seus anéis serem responsaveis pela interagdo stacking. O residuo
de histidina, devido a sua caracteristica de poder estar protonado ou desprotonado por
volta de pH 7, pode ocasionar em uma ponte salina entre os oxigénios de Cumarina e
seu grupo aromatico imidazol. A histidina ainda pode fazer uma interacdo stacking
devido a disposicdo de seu anel em paralelo com os anéis do ligante.

A Morina, apesar da semelhanca estrutural com Cumarina, tem diferengas nas
interacGes proteina ligante. Os residuos responsaveis por efeitos hidrofébicos sdo duas
leucinas, duas fenilalaninas, uma valina e uma isoleucina, todos esses com distancias
menores que 5 A. O residuo de triptofano mais uma vez participa da interacdo stacking,
devido a disposi¢do de seus anéis formando angulos especificos com os anéis da Morina.
A histidina pode apresentar uma interacdo de hidrogénio devido a sua proximidade com
o residuo de oxigénio do ligante, seu anel também pode ser responsavel pelo stacking
com os anéis de Morina. Por fim, uma interacdo de hidrogénio foi contabilizada entre o

atomo de oxigénio da lisina e o oxigénio da Morina.
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Figura 37 - InteragGes entre Cumarina e residuos do dominio SH2 de Grb2. A) As distancias entre
os residuos do dominio SH2 de Grb2 e o ligante foram calculas, tendo como ponto de referéncias
0s seus centros de massa, e sdo representadas pelas linhas pontilhadas. Os nimeros em
vermelho representam o ID da distancia, com seus valores podendo ser vistos em B. B) Tabela
de distancias, contendo o ID, o residuo e sua distancia com o ligante. As interacGes devido as

proximidades, cargas e disposi¢cOes sdo vistas na representacdo em 2D da interagao.

A)

ID | Residuos | Distancia (A)
: | wi21l 3.63 »
V140

2 F108 4.15 Cumarina

3 F101 5.60 o N CA

4 V99 4.86 [

5 V140 3.64

H135

6 1148 4.92 .

7 H135 4.28

8 L97 4.05 w ;

9 L120 3.75 L120

. . ~ Residuos da Proteina envolvidos em
® @ Ligagio do Ligante e efeitos hidrofébicos
@- --@ Ligagéo de Hidrogénio e comprimento ® Residuos do Ligante envolvidos
m-Stacking (perpendicular) em efeitos hidrofébicos

[y @ Ponte Salina

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 38 - Interagbes entre Morina e residuos do dominio SH2 de Grb2. A) As distancias entre os
residuos do dominio SH2 de Grb2 e o ligante foram calculas, tendo como ponto de referéncias
0s seus centros de massa, e sdo representadas pelas linhas pontilhadas. Os nimeros em
vermelho representam o ID da distancia, com seus valores podendo ser vistos em B. B) Tabela
de distancias, contendo o ID, o residuo e sua distancia com o ligante. As interacGes devido as

proximidades, cargas e disposi¢cOes sdo vistas na representacdo em 2D da interagao.

A)

ID | Residuos | Distancia (A)

1 w121 3.82

2 L120 4.91

3 1111 3.82

4 K109 8.3

5 197 4.37

6 F108 3.35

7 V99 5.62

8 F101 4.75

9 L148 6.24

10 1146 3.68

11 V140 3.84

12 H135 3.1
®—® Ligago doLigart e a2 "
@- --@® Ligagéo de Hidrogénio e comprimento @ Residuos do Ligante envolvidos

em efeitos hidrofébicos

w-Stacking (perpendicular)
@ 2 Ponte Salina

Fonte: Elaborada pelo autor
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2.6 Conclusoes

Neste trabalho foram avaliados os possiveis sitios de interagGes da proteina Grb2
com os ligantes Cumarina e Morina, utilizando o docking molecular e complementando
os resultados com dinamicas moleculares. Resultados experimentais como RMN e
fluorescéncia no estado estacionario foram utilizados para o refinamento em cada
processo realizado e para validacao dos resultados obtidos computacionalmente.

Os resultados inicias de docking molecular mostraram trés possiveis bolsdes de
interagao para a Cumarina e quatro para Morina. Para refinamento dos resultados e
uma melhor aproximagdo dos experimentos in vitro, foi realizado uma etapa de
dinamica molecular para cada resultado obtido do docking. Essas analises da dinamica
mostraram que, houve a indu¢do de um novo bolsdo hidrofébico no dominio SH2 devido
a presenca dos ligantes.

O ranqueamento final de todas as estruturas geradas para a interagdo proteina-
ligante gerou um total de 9 conformacgdes possiveis, sendo que, as melhores para ambos
os ligantes, foram no novo bolsdo formado durante a etapa da dindmica molecular. Para
essas estruturas, foi realizado uma analise fisico-quimica das interagdes moleculares,
evidenciando a predominancia de efeitos hidrofébicos no sitio, assim como possiveis
interacdes envolvendo carga e arranjo dos anéis aromaticos.

Essas indicacbes de interacdo no dominio SH2 podem estar relacionadas com
mecanismos como, (I) o bloqueio da sua interagdo com outras moléculas em vias de
sinalizagdo, uma vez que SH2 reconhece outros dominios que contenham fosfotirosinas,
() o equilibrio de Gbr2 entre suas formas dimérica e monomérica (Ahmed et al., 2015).
Tais mecanismos correlacionam-se com importantes efeitos fisioldgicos, podendo
intervir em moléstias como o desenvolvimento tumoral e ma formacdo fetal
ocasionados por cascatas de sinalizagdo nao reguladas.

A abordagem tedrica-experimental se mostrou indispensavel para a construcado
de ideias e novos experimentos de modo complementar, fornecendo uma visdo mais
ampla do problema abordado, condizente com a area de pesquisa interdisciplinar em

gue o estudo esta inserido.
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Apéndice A
WHAM - Weighted Histograms Analysis Method

O método dos multiplos histogramas ou WHAM (do inglés, The Weighted
Histogram Analysis Method) é uma generalizagdo do método do histograma simples
utilizado para o cdlculo de grandezas termodinamicas. No método do histograma
simples é utilizado apenas as simulagdes em uma Unica temperatura e montado um
histograma de energia que mede a probabilidade de cada uma das energias ocorrer em
uma certa temperatura. Para sistemas mais complexos, onde tem-se um maior nimero
de residuos, uma maior complexibilidade nos graus de liberdade e consequentemente
um espago conformacional maior, a simulagdo em uma Unica temperatura nao é
suficiente para acessar todas as conformacdes possiveis, precisando entdo do uso de
varios histogramas de simulacdes em diferentes temperaturas.

A fungdo probabilidade para as temperaturas T e T' sdo dadas pelas seguintes

equacodes:

_ QEQeFE

Pﬁ(Eﬁ Q) - EEQ(E,Q)E_'BE (Eq Al)
_ QEQeFE

PBI(EI Q) - ZEQ(E,Q)E_ﬁ’E (eq A2)

Onde B e B’ sdo 1/KsT e 1/KgT' respectivamente e E,Q a densidade de estados.

Dividindo a equacdo A.1 por A.2, temos:

_ Pp(EQeF P
Pﬁ’(EI Q) - ZEe_E(ﬁI_B) (eq A3)
Assim temos a estimativa da quantidade Pp (E,Q) a uma temperatura T’ a

partir de uma simulacdo feita a temperatura T. considerando que para um conjunto de
N simulagdes, temos a geragdo de varios histogramas H, (E, Q), a densidade de estados

é dada por:
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Q. (E,Q) = H,(E,Q)e Pn®Bn=E) (eq A.4)

Onde 9 = —%an é a energia livre do sistema, sendo Z a fung¢do de partigao.

Para um conjunto de varios histogramas H, retirados de diversas simulagbes em
diferentes temperaturas, a densidade de estado real Q(E, Q) é a média ponderada da

densidade obtida em cada simulacdo ., (E, Q)

-Q(E’ Q) = g:l pn-Qn(E' Q) (eq A-5)

Os pesos atribuidos p,, sao obtidos pela minimizagdo de erro de cada histograma
utilizado. A probabilidade do sistema assumir a configuracao (E,Q) na temperatura T é

entdo dada por:

— Zg:lHn(E!Q)eﬁnE
P(EI Q) - Zglen(E,Q)eﬁn(Bnﬁ—E) (eq A6)

Onde Cn representa o numero de configuracées na enésima simulagdo para uma
dada temperatura Tn,. O método é auto consistente, onde valores arbitrarios sdo
atribuidos para a energia livre () e partir deste encontra-se p, entao o caminho inverso
é realizado e o processo é repetido diversas vezes até a convergéncia. Com a
probabilidade definida, as grandezas termodinamicas do sistema sao calculadas, por

exemplo, podemos calcular a energia livre através da expressao:

e % =YP(E,Q) (eq. A.7)

Com a energia livre obtida, é necessario ainda sua normalizacdo pela
temperatura de transicdo, definida como sendo a temperatura onde se tem igual
populacdo dos ensembles, possibilitando assim a comparacdo direta de diferentes

construcgoes.
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Apéndice B

Dinamica Molecular

O conceito de Dinamica molecular classica (MD) foi inicialmente proposto por
Alder & Wainwright como um método o qual se estudam os movimentos em um sistema
de particulas por simulacdo. Seus elementos essenciais sdo o conhecimento do potencial
de interagdo entre as particulas e das equagdes de movimento cldssicos que governam
a dindmica dessas particulas. O potencial de interacdo deve incluir varios termos que
descrevem as interacdes entre atomos e moléculas. Na DM a forca Fi que atua sobre
cada particula i é calculada a partir da derivada da fungdo da energia potencial E(ri), que
descreve a interacdo entre as particulas, em relacdo a sua posicdo ri, sendoi=1,2,3...N,

contemplando todos os atomos do sistema a ser simulado.

__OE(r)

Fi - arl-

(eq. B.1)

A aceleracdo de cada dtomo é obtida dividindo a forca F, calculada pela sua massa

a; =—+ (eq. B.2)

Substituindo a aceleracdo calculada no algoritmo de Verlet se determina a

posicao das particulas em incrementos de tempo dt:

r;(t + 8t) = 2r;(t) — 1;(t — 8t) + a;(t)S5t? (eg. B.3)
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Apesar de a predicdo das novas posicoes no instante (t + 8t) sejam computadas
somente a partir das posi¢cdes nos instantes t, t — 6t e das forgas F; sobre cada particula
no instante t, as velocidades de cada atomo do sistema também s3o necessarias para o
calculo da energia cinética que, quando somada a energia potencial, da a energia total
do sistema. Elas sdo obtidas a partir do algoritmo de Verlet para a propagacdo das
velocidades:

_ (Ri(t+88)-1;(t-81))

vi(t) = o (eq. B.4)

No algoritmo de Leap-Frog a velocidade ¢é incluida explicitamente na
determinacdo das novas posi¢cdes e possui uma maior precisdo numérica sendo as
velocidades calculadas em (t + At/2) e as posi¢cdes em (t + At). Esse algoritmo introduz
pequenas modificagdes nas equagdes anteriores, de forma a reduzir as diferengas entre

grandes termos, quando as velocidades sdo calculadas

r(t+68t) =)+ v (t+7) 6t (eq. B.5)

v; (t + %) = (t + %) + a;(t)6t (eq. B.6)

Durante a simulacdo de dindmica molecular, o processo que requer o mais custo
computacional é, em geral, a avaliacdo das forcas para obtencdo das aceleragdes. O
tempo gasto no cdlculo dessas forgas depende da complexidade da funcdo de energia
potencial de interacdo entre as particulas e da complexidade do sistema em estudo. Em
sistemas moleculares, as fun¢des potenciais mais realistas sdo compostos de diversos
termos. Na DM sdo tomadas as derivadas espaciais de cada termo e somadas para se
obter a forga resultante e a aceleragao, sobre cada atomo e a cada novo conjunto de
coordenadas. As aceleragdes sdo entdo inseridas no algoritmo utilizado para a predicdo

das novas posicdes e em seguida todo o processo se repete.
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