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Resumo

A capacidade de reconhecimento molecular da enzima peroxidase (HRP) tem sido
muito estudada para o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos através de sua
ligagcdo com receptores formados pela lectina (ArtinM) complexada com uma molécula
de manotriose. Os biossensores eletroquimicos podem ser usados para estimar o
namero de sitios de ligacao ocupados na superficie de um detector para medir uma
constante de afinidade relacionada a energia livre de ligacédo entre a HRP e ArtinM.
A incorporagédo de moléculas de 4gua na estrutura durante o reconhecimento mole-
cular entre as duas proteinas poderia influenciar o valor da constante de afinidade
medida pelo biossensor, sendo um caso de estudo que pode ser esclarecido com
uso de dindmica molecular classica em conjunto com o método de célculo de energia
livre de ligagdo MM-PBSA. Foram realizadas dinamicas moleculares com possiveis
conformacgdes do complexo formado por HRP e ArtinM gerados por modelos de docking
de corpo rigido. As simulacdes foram realizadas em diferentes condicdes iniciais onde
0s complexos se encontravam livres em solu¢cdo ou imobilizados em um modelo de
superficie representando, de forma simplificada, o0 ambiente existente no biossensor.
Os calculos para energia livre de ligagéo obtidos através das simula¢des de dindmica
molecular confirmam o valor da constante de afinidade medida experimentalmente pe-
los biossensores eletroquimicos e demonstram que a influéncia de possiveis moléculas
de 4gua estruturais € muito pequena em comparagcao com a massa total das proteinas
do complexo. As andlises das trajetérias das simulagbes demonstram que o reconheci-
mento molecular é quase inteiramente mediado pela manotriose, com contribuicoes
pequenas de outros residuos do sitio de reconhecimento.

Palavras-chaves: Biomoléculas. Biossensores. Dindmica molecular. Energia livre. MM-
PBSA.



Abstract

The molecular recognition capacity of the enzyme peroxidase (HRP) has been exten-
sively studied for the electrochemical biosensors by its binding to receptors formed by
lectin (ArtinM) complexed with a mannotriose molecule. Electrochemical biosensors
can be used to estimate the number of binding sites occupied on the surface of a
detector to measure an affinity constant related to free binding energy between HRP
and ArtinM. The incorporation of structural water molecules during molecular recognition
between the two proteins could influence the value of the affinity constant measured
by the biosensor, being a case study that can be clarified by using classical molecular
dynamics in conjunction with the method of MM-PBSA binding free energy calculation.
Molecular dynamics were performed with possible conformations of the complex formed
by HRP and ArtinM generated by rigid body docking models. The simulations were
performed under different initial conditions where the complexes were free in solution
or immobilized in a surface model representing, in a simplified way, the existing envi-
ronment in the biosensor. The calculations for binding free energy obtained through
molecular dynamics simulations confirm the value of the affinity constant experimentally
measured by electrochemical biosensors and demonstrate that the influence of possible
structural water molecules is very small compared to the total protein mass of com-
plex. Analysis of the simulation trajectories show that molecular recognition is almost
entirely mediated by the mannotriose, with small contributions from other recognition
site residues.

Key-words: Biomolecules. Biosensors. Molecular dynamics. Free energy. MM-PBSA.
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1 Introducao

Uma das propriedades mais importantes das moléculas biolégicas é a sua
capacidade de reconhecimento molecular, que € intrinsecamente relacionada a sua
estrutura e fungédo. Moléculas bioldgicas, como as proteinas, podem enovelar formando
estruturas tridimensionais que conseguem reconhecer alvos com alta seletividade e
especificidade através de ligacoes nao covalentes (NELSON; COX, 2018; CHATTERJI,
2016).

As proteinas como a lectina (ArtinM) e a peroxidase (HRP) tém sido muito
estudadas na biotecnologia por sua capacidade de reconhecimento molecular de
polissacarideos relacionados a importantes fungdes bioldgicas. Elas sdo conhecidas
por exercerem atividades antitumorais devido a maior facilidade de se ligarem as
glicoproteinas presentes em membranas celulares de células cancerigenas (COELHO
et al., 2017).

A ArtinM é uma proteina extraida da planta Artocarpus heterophyllus, com 16
kDa de massa, normalmente encontrada na forma tetramérica, com grande capacidade
de ligar-se de forma reversivel a carboidratos. Por isso, utilizada como marcadores
naturais de patologias de grande interesse clinico, além de atuar como moduladora e
estimuladora do sistema imunolégico (CARVALHO et al., 2014).

A HRP é uma enzima com aproximadamente 44 kDa de massa muito estudada
por sua capacidade de oxidar varios substratos organicos diferentes e conhecida por
ter uma alta afinidade por manose, permitindo que seja usada em combinagcdo com
outras proteinas glicosiladas em muitas aplicagdes bioquimicas (HUMER; SPADIUT,
2019).

A capacidade de reconhecimento molecular entre a ArtinM e a HRP mediada
por uma terceira molécula de carboidrato (PESQUERO et al., 2010) permite aplicar a
potencialidade dessas moléculas, nos mais variados sistemas bioldgicos, possibilitando
o desenvolvimento de estratégias bioquimicas inteiramente novas, como biossensores
eletroquimicos baseados em técnicas de microbalanga de cristal de quartzo (QCM) e
na capacitancia eletroquimica (GIMENEZ-ROMERO et al., 2013; SANTOS et al., 2014).

Biossensores QCM conseguem usar a proteina ArtinM imobilizada covalente-
mente em uma monocamada automontada de acido mercaptoundecandico. Nessa
situacao, a ArtinM funciona como um sitio de ligagdo na superficie. Essa monocamada
se localiza sobre um transdutor fisico-quimico baseado em um cristal piezoelétrico
(GIMENEZ-ROMERQO et al., 2013).

Dessa forma, quando o biossensor é exposto a uma solucao contendo moléculas
de HRP, o reconhecimento molecular e consequente formagéo de um complexo HRP-
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ArtinM provoca uma mudanca na frequéncia de vibracao do cristal piezoelétrico gerando
um sinal detectavel. O biossensor QCM consegue estimar o numero de sitios de ligacao
ocupados na superficie, e ,assim, medir uma constante de afinidade entre as duas
proteinas.

Nos biossensores que usam a capacitancia eletroquimica, a proteina ArtinM é
imobilizada sobre uma monocamada automontada de acido mercaptoundecandico, que
€ utilizada como um capacitor de placas paralelas. Quando esse biossensor é exposto
a solugao contendo HRP, a formagéao do complexo HRP-ArtinM provoca uma mudanga
na capacitancia da monocamada que é convertida em um sinal detectavel. De maneira
analoga ao QCM, o biossensor de capacitancia eletroquimica estima o numero de sitios
ocupados, medindo a constante de afinidade entre as proteinas (SANTOS et al., 2014).

Um grande problema que pode existir no funcionamento desses biossensores
eletroquimicos é o efeito que a formacao de um complexo HRP-ArtinM tem sobre as
moléculas de dgua do meio, que poderiam ficar aprisionadas entre as duas proteinas ou
nas regides préximas, convertendo-se em aguas estruturais. A presenca de moléculas
de &gua estruturais poderia afetar a constante de afinidade medida pelos biossensores
eletroquimicos.

A constante de afinidade medida pelos biossensores eletroquimicos esta direta-
mente relacionada a energia livre de ligacdo (COURNIA; ALLEN; SHERMAN, 2017),
uma das grandezas termodinamicas mais criticas de obter com precisdo através de
calculos computacionais. O estudo da energia livre nos sistemas biolégicos é de funda-
mental importancia, na medida em que desempenha um papel central na determinacéo
das afinidades vinculativas entre as moléculas (KUKOL, 2015).

Nesse contexto, a realizagdo de um estudo de dindmica molecular classica pode
ajudar a esclarecer muitas das duvidas existentes sobre o0 mecanismo de reconheci-
mento entre a HRP e a ArtinM no sistema existente no biossensor eletroquimico.

A dindmica molecular é uma area de estudo baseada na simulagédo do movimento
de particulas e moléculas em um sistema de muitos corpos. Na dindmica molecular os
movimentos dos nucleos dos atomos do sistema séo calculados por meio da resolucéao
numeérica da Segunda lei de Newton apds os calculos das energias de interacdes
classicas (FRENKEL; SMIT, 1996; KUKOL, 2015).

As simulacdes de biomoléculas permitem explorar uma fracédo significativa do
espectro conformacional das proteinas HRP e ArtinM, gerando arquivos de trajetérias
que podem ser usados para calcular a energia livre de ligacao através do método de
mecanica molecular acoplada ao método de Poisson-Boltzmann (MM-PBSA) (UL-HAQ;
MADURA, 2015, WANG et al., 2018).

A energia livre de ligacéo calculada pelo méetodo MM-PBSA (CAMPANERA;
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POUPLANA, 2010) permite comparar os valores medidos experimentalmente, ajudando
a esclarecer os mecanismos envolvidos no sistema do biossensor, além de possibilitar
a estimativa do numero de moléculas de dgua estruturais que poderiam interferir no
funcionamento do sistema experimental.

1.1 Campo de forca

Para realizar a dindmica molecular do sistema escolhido, devemos optar por um
campo de forca que melhor descreva as for¢as de ligacao entre os diferentes tipos de
atomos e moléculas presentes no sistema.

Um dos campos de forga mais usados em simulagdes moleculares, devido ao
seu alto desempenho, sdo os potenciais gromos53a6, que funcionam com o método de
atomos unidos, o que aumenta muito a velocidade da simulac&o, que € importante em
sistemas muito grandes como o sistema das proteinas imobilizadas.

Os parametros de interacédo nao ligados do gromos53a6 séo otimizados para
reproduzir com grande qualidade as propriedades da fase liquida do sistema e os
parametros torcionais sdo adequados para fornecer dados experimentais. O potencial
pode ser dividido em varias componentes como podemos ver na equacao a seguir (Tu
et al., 2016):

VR = VLigacdo + VAngulos + VDiédrico + VN&o—ligadO (1)

Aqui a energia de ligacdo quimica entre dois atomos é representado pela equagéo
classica do potencial da mola representado a seguir:

VLigacdo - Z kr(r - 7n0)2 (2)

Ligacao

.

De maneira anéloga, podemos obter a energia potencial angular através da equacgéo a
seqguir:
Angulos = Z ]{39 0 — 90 (3)

Angulos

As energias relativas aos angulos de torgao entre os planos das ligagdes qui-
micas sao calculadas por meio das somas das energias representadas na equagao
seguinte (Bell et al., 2017):

Vbicdrico = Z Z 1 -+ cos ’qu ¢z)) (4)

Diédrico 1=1

E as energias das interacoes entre atomos nao ligados sao calculadas através
das equacdes para os potenciais de van der Waals e Coulomb:

Aij B Giq;e’
ViNao-tigado = Z {Ci’j <r12j + rﬁ?) + 47r6(J)mj ©

i>7 2y 2y
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1.2 Temperatura e pressao

A temperatura do sistema é relacionada a energia cinética média das moléculas
gue se movem no sistema:
it ©)
Onde n € o numero de graus de liberdade da molécula, k, € a constante de
Boltzman e T é a temperatura em Kelvin. Para manter as condicoes de temperatura e
pressao préximas dos valores de referéncia escolhidos para a simulagéo, é necessario
0 uso de um banho térmico.

<EC> =

O efeito de banho térmico é simulado usando o acoplamento de Berendsen,
fazendo com que todos os atomos e moléculas do sistema analisado sigam uma fungéo
de distribuicdo de Maxwell-Boltzmann. Dessa forma, se consegue uma equagao que
relaciona a grandeza termodinamica de interesse F'(t) com a grandeza F; de referéncia
(BERENDSEN et al., 1984):

0

S F(E) =77 [Fy = F(0) )

Onde 7 é um parametro que determina a velocidade do acoplamento. Ao resol-
vermos essa equacao, podemos controlar facilmente a temperatura e a pressao do
sistema através de um fator de correcao \;:

)

Onde n vale 2 para o acoplamento da temperatura e 3 para a o0 acoplamento da
pressao.

1.3 Equagdes do movimento

Uma vez calculado o valor do potencial, basta aplicar a Segunda lei de Newton,
que relaciona diretamente a taxa de variagdo do momento dos atomos das moléculas
com a soma das forgas derivadas dos campos de for¢ca que atuam sobre os atomos.

= 0> 0

E = miﬁri = —8—711"/'(7"17 ..,Tn) (9)

Como as equacoes nao possuem solucao analitica, sdo necessarias técnicas
de integracao numérica para resolucao da equacao diferencial originada da Segunda
lei de Newton. Um dos métodos de integragcdo numérica mais utilizados, implementado
no software GROMACS, é o método de Verlet (VERLET, 1967):

Tpp1 = 2@, — Tp_1 + a(tmvn)hQ (10)

Onde z,, sdo as posicdes unidimensionais do atomo e h é o passo de tempo
usado na equagéao entre os intervalos de integracéo.
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1.4 Soma de Ewald e condigdes de contorno periddicas

Quando realizamos uma simulacao de dinamica molecular estamos limitados a
uma caixa com poucas centenas de milhares de atomos. Esse fato leva a problemas
qguando trabalhamos com interagdes de longo alcance, como o potencial de Coulomb,
além da dificuldade de tratar a regido de fronteira da caixa.

Realizar o corte desse potencial a uma determinada distancia geraria problemas
que comprometem muito a qualidade dos resultados obtidos. O problema das condicoes
periddicas de contorno geralmente € tratado usando métodos baseados em somas de
Ewald, que, basicamente, consiste em transformar um potencial de longa distancia em
dois potenciais, um de curta distancia e outro de longa distancia.

N

1 Bi; 1 = Bijo(riy) | 1 Bi; (1= (rij))
P iy D) Dy rpwn LD D) D v L

,

O primeiro termo a direita se refere ao potencial de Coulomb dentro do raio
de corte adequado para a caixa de simulacdo. O segundo termo se refere ao termo
de longa distancia, com todas as imagens periédicas da caixa de simulacao, que é
otimizada para ser resolvida através de transformadas de Fourier.

Esse método faz com que todos os atomos da caixa fagcam interacdes de longa
distancia com suas imagens periédicas e, portanto, simula um sistema infinito com
baixo custo computacional, resolvendo o problema das intera¢cdes de longo alcance
(WELLS; CHAFFEE, 2015).

1.5 Meétodo variacional

Analogamente a mecanica classica, onde, para entender o movimento dos
corpos, devemos resolver a equacao da Segunda lei de Newton, na mecanica quantica,
para entender os sistemas fisicos em escala subatémica, devemos resolver a equagao
de Schrddinger:

Hy = Ey (12)

Ao resolver a equagao devemos encontrar todas as fung¢des de onda que séo
solucdes dessa equacao e todos os autovalores relacionados a essas fungoes. Infeliz-
mente, quando se trata de atomos e moléculas com mais de um elétron, essa equacao
nao possui solugao analitica.

O método variacional é uma ferramenta matematica aplicada na mecéanica
quéantica como uma forma de resolver a equagao de Schrddinger para atomos ou
moléculas com muitos elétrons.
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A ideia basica por tras desse método € o fato de que qualquer fungao de onda
tentativa x que usarmos para representar um sistema fisico ira retornar uma energia
maior ou igual a energia do estado fundamental desse sistema. A Unica forma da
funcao da onda retornar uma energia exata F, € se a fungao tentativa for exatamente a
funcéo de onda da molécula .

XCTHx) = (46| H[vo) = Eg (13)

Isso significa que ao variarmos os parametros da funcao tentativa y, de forma
gue a energia seja a menor possivel, nos aproximamos da funcao de onda verdadeira.
Encontrar uma solucao aproximada para a funcdo de onda é a base dos métodos
variacionais na mecanica quantica (ALCACER, 2007, p. 175).

1.6 Método de Hartree-Fock

O método de Hartree Fock € um método aproximado, baseado no método
variacional, para se obter a funcao de onda e energia resultantes da mecanica quan-
tica, aplicada ao problema de moléculas com M prétons e N elétrons, que, usando a
aproximacao Born-Oppenheimer, é descrita pelo operador Hamiltoniano a seguir:

N

. 1 &
H=>)_ [T@) + V(m)] +5 2 Viur (14)

i=1 ij=1

Onde 7|, € o termo da energia cinética dos elétrons, V) o termo de interagéo
elétron-nicleo e V,, .,y 0 termo de interagdo elétron-elétron. Se analisarmos o operador
Hamiltoniano, notamos que ele pode ser dividido em dois tipos: um dependente de um
elétron e, outro tipo, dependente de dois elétrons.

Para expressdes de energia simétricas, podemos aplicar o teorema variacional
na fungédo de onda tentativa, de forma que a energia seja minimizada.

Eele = <\Ij ‘f{ele

\1;> (15)

Para o caso de uma molécula com N elétrons e M nucleos, e levando em conta
gue o somatério deve se estender para todos os orbitais-spin ocupados (osoc), temos
a seguinte expressao para o operador de Fock.

F=h+) (Jo— K (16)

Onde o termo h do operador representa a energia cinética e o potencial atrativo
entre o elétron e o nucleo do atomo, exatamente como nos atomos hidrogendides.
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O componente J, do operador representa a repulsdo coulombiana entre os orbitais

eletrénicos: o d
Jothy = / Prvndryy (17)
12

O termo K representa o operador de troca, que ndo possui analogos classicos,
podendo ser interpretado como a correlacdo entre os movimentos dos elétrons nos
orbitais com spins paralelos que baixam a energia ao se repelirem (ALCACER, 2007, p.

196):
_ [ Yethdriy
Ko = [ 220 (19)

A ideia do método de Hartree-Fock é resolver a Equacao 16, onde F' é o operador
de Fock e 1, sdo os orbitais, de forma parecida com a equacao de Schrddinger:

Fwa = Eiwa (19)

Onde o orbital ¢, € uma combinagéao linear de orbitais atdmicos x,:
L
wa = Z CgXa (20)
p

Resultando no sistema de equacdes seculares que tém solugdes, nao todas nulas,
conhecidas como equacdes de Roothaan:

L

> (F—eS8)Co=0 (21)

p

Para encontrar as energias, basta resolver numericamente as equacoes de
polindmios de grau L originadas da equacéo, através do método autoconsistente de
Hartree-Fock:

Det {Fg — easg} =0 (22)
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Figura 1 — Campo autoconsistente de Hartree-Fock.
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Fonte: Autor, 2019.

1.6.1 Analise populacional de Mulliken

A Unica forma de descobrirmos quais sao as provaveis cargas dos atomos das
moléculas novas usadas na dindmica molecular é resolvendo a equagao de Schrédinger
para determinar qual a funcao de onda da molécula associada a densidade eletrénica.

p(r) = E n; |¢i(7“)|2 (23)

Ao integrarmos a densidade eletrdnica em todo espacgo, obtemos o numero total
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de elétrons.

N = / prdr (24)

Usando o fato de a fungcéo de onda ser uma combinagéao linear de uma base de
fungbes normalizadas ¢,, a seguinte igualdade é valida:

=D nmathi(r) = 30D Dy (r)y(r) (25)

Onde D{ é a matriz dos elementos de densidade dada pela seguinte expresséo:

=> nCiCy (26)

Dessa forma, podemos relacionar os elementos de densidade com o trago do
produto das matrizes Df e S} :

N = / pyrdr = qusq = tr(DS) = (27)

Onde a integral de recobrimento S € dada pela seguinte expressao:

51 = / 03 (1) g(r)dr (28)

Ao conhecermos a fungéo densidade eletrénica da molécula, € possivel construir
um mapa de populagéo eletrénica e, consequentemente, calcular a carga dos atomos
da molécula. Uma forma de calcular as cargas é usando a analise populacional da
matriz de Mulliken (MULLIKEN, 1955):

M? = (D1S9) (29)

Em que M é a matriz onde os termos sao produtos dos elementos correspon-
dentes das matrizes S e D, sendo usada para selecionar os elétrons através de suas
contribuigoes. Um elemento da diagonal dessa matriz M2 € o nimero de elétrons no
orbital p. Os elementos A representam metade dos elétrons partilhados pelos orbitais
p e g. Ao somarmos as contribuigcbes dos orbitais atbmicos de um atomo A, obtemos a
populagdo N4 de elétrons associados a esse atomo.

OA OA

Na=)_> Dist (30)

pEA ¢
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A andlise populacional de Mulliken € um dos métodos mais tradicionais usados
pelos quimicos, mas importante salientar que esse método € muito questionado, devido
a sua grande dependéncia das funcdes de base usadas, além de dividir igualmente
a populacgao eletrénica entre os atomos sem levar em conta a sua eletronegatividade
(ALCACER, 2007, p. 217).

1.7 A energia livre de Gibbs

Para serem estudados de forma adequada, os sistemas termodinadmicos neces-
sitam de uma descricdo baseada em fungdes variaveis de estado, como a temperatura,
pressao e volume, chamadas de potenciais termodinamicos. A energia livre de Gibbs é
um potencial termodindmico (SALINAS, 1997, p. 72) e pode ser interpretada como a
energia disponivel para realizacao de trabalho mecénico, uma fungcédo da energia que
descreve um problema de minimo local na situacéo de equilibrio termodinamico.

G=U+PV-TS (31)

A energia livre de Gibbs pode ser interpretada como sendo a soma da energia
interna do sistema U com a energia necessaria para criar uma cavidade do meio onde
o sistema serd introduzido PV menos o calor que o ambiente (Reservatoério térmico)
fornece T'S. A variacdo da energia livre € uma grandeza termodinamica relacionada a
espontaneidade de um processo, € pode ser descrita pela seguinte equacao (Sears;
Salinger, 1979):

AG = AU 4+ PAV + APV —TAS — ATS (32)

As reaces dos processos bioldgicos geralmente acontecem em condicdes onde
a temperatura e pressao sao constantes e, portanto, AG se reduz a seguinte expressao:

AG = U + PAV — TAS (33)

Onde o termo AU + PAV € a entalpia do sistema e a variagéo de energia livre
pode ser descrita da seguinte forma (Nelson; Cox, 2014, p. 23):

AG = AH — TAS (34)

No caso da ligacao entre biomoléculas, os valores de AG < 0 indicam que essa
ligacédo é espontanea, e, para valores maiores que zero, a ligagdo nao € espontanea.



Introdugéo 24

1.8 Calculo da energia livre

Como as proteinas ndao sao estaticas, os dados de evolucado temporal dos
sistemas moleculares sdao uma ferramenta preciosa no calculo das energias livres,
permitindo que se explore muitas conformacdes diferentes que o sistema possa assumir.

Essa funcéo é feita pelo pacote g_mmpbsa, desenvolvido pelo Open Source
Drug Discovery Consortium (OSDD), que faz uma interface entre GROMACS e o APBS,
permitindo calcular as energias livres de ligacdo para cada frame da simulacéao e
analisar a evolugao temporal das energias livres e da energia livre média.

Outra funcao importante do pacote g_mmpbsa (KUMARI; KUMAR; LYNN, 2014)
€ permitir o calculo das contribui¢des individuais de cada residuo, ou ligante, na energia
livre de ligacdo total do sistema. Isso é feito através do método de decomposicao
de energia, permitindo a facil analise dos resultados por meio das ferramentas mais
comuns usadas na visualizagdo de moléculas. As abordagens para calculo de energia
livre podem ser divididas em dois tipos, as de caminho e as de ponto final. As medidas
baseadas em caminho sdo computacionalmente muito caras e requerem calculos
infinitesimais da progressao do sistema entre o estado inicial no vacuo e o estado final
no solvente.

A segunda forma de calculo da energia livre € bem mais simples e usa o fato da
energia livre ser uma fungéo de estado. Dessa forma, para calcularmos sua variacao,
precisamos apenas calcular o estado inicial e estado final, sem nos preocupar com o
caminho entre os dois estados ao levar a molécula do vacuo até o solvente, e, sendo
assim, muito mais rapida computacionalmente (UL-HAQ; MADURA, 2015).

O caélculo da energia livre de um complexo usando método direto é bem simples
e resume-se a subtrair da energia livre do complexo lectina-peroxidase AG.p as
energias livres da lectina AG|, e da peroxidase AG p, calculadas separadamente como
na equacao (KOLLMAN et al., 2000) :

AGpri, = AGrp — AGL — AGp (35)

Onde cada termo AG; é a soma das energias mecanicas F,,, do campo de
forca usado da dinamica molecular com a energia livre de solvatacdo AG,,, menos a
contribuicdo entrépica TAS:

AG’L = Emm + AGsolv —TAS (36)

Quando combinadas, as equagdes resultam na equagao:

ACTYlig = Emm + (AGsolv,LP - AC;Solv,L - AGSOZ’U,P) =TS (37)
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As energias livres de solvatacdo podem ser divididas em uma soma da energia
de solvatagéo polar e solvatagéo apolar.

ACTYSol'U = AGsolv,Polar + ACTYSolv,Apolow (38)

A energia de solvatagdo apolar é considerada proporcional a area de superficie
das moléculas acessivel ao solvente (ASAS):

AGSO[U,A]:)OZ&’I’ X ’VASAS (39)

Ja a energia de solvatagao polar é calculada através da resolucdo da equacgéo de
Poisson-Boltzmann Linearizada. Com ela, € possivel obter o potencial eletrostético entre
diferentes grupos quimicos quando se conhece o potencial associado a determinadas
distribuicbes de ions em volta da molécula. A equacao de Poisson relaciona a variagao
do potencial ¢, com a fungéo distribuicdo de densidade de carga p, ho meio com
constante dielétrica ¢, (SOARES; FERREIRA, 2004):

V-6V =—4rmp, (40)

A constante dielétrica pode ter dois valores devido a diferenga de polarizabilidade
entre a 4gua e o interior das proteinas. No sistema biolégico, as cargas da biomolécula
podem ser tratadas como sendo fixas, enquanto as cargas dos ions dissolvidos na
solucdo podem descritas como sendo méveis e com densidade seguindo a distribuigao
de Boltzmann:

j(r> —q;Pr (41)

= e FT

Onde n,(r) é a densidade volumétrica de ions do tipo j em uma regido do espago;
nJ(r) é a densidade volumétrica de fons do tipo j em todo o espago; ¢; € a carga do ion;
¢ é o potencial eletrostatico da regido. Dessa forma, podemos modificar a Equagéao 25
obtendo a equacao de Poisson-Boltzmann:

V-6V =—4n

—4®
prt A Y qinge T ] (42)

Onde )\, é igual a 0, nas regides inacessiveis ao solvente, e igual a 1, nas
regides acessiveis. Podemos aplicar a teoria de Debye-HUlckel a equacéo de Poisson-
Boltzmann em sistemas formados por um conjunto de cargas em meio com baixa forca
idnica e constante dielétrica uniforme. Dessa forma, o termo exponencial da distribuicao
de cargas passa a ser tratado linearmente (SOARES; FERREIRA, 2004):

V-6,V = —dnp, + Nk 20, (43)
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Onde k é a constante de Debye-Hiickel e representa a blindagem provocada
pelos ions no meio. A equacdo é resolvida numericamente através da geragcao de
malhas, decompondo o dominio fisico em elementos menores.

Como o calculo da energia livre do MM-PBSA utiliza uma média, o software
g_mmpbsa usa a formula estatistica para estimar o erro do padrdo ¢ do método
(KUMARI; KUMAR; LYNN, 2014), como podemos ver na seguinte equacao:

N
1 1 5
=—,|= AG — (AG 44
o WJ ¥ Z( (AG)) (44)

Onde N é o numero de frames usados no calculo. O valor do erro padrao da
energia livre representa o quanto a média da amostra medida aproxima-se da média
populacao de energias calculadas (ALTMAN; BLAND, 2005).

1.8.1 Entropia quase-harmoénica

Os arquivos de trajetéria gerados na dindmica molecular sao convertidos em uma
matriz, onde as coordenadas sao sobrepostas a partir de um conjunto de coordenadas
de referéncia. Assim, obtemos um vetor de deslocamento de cada residuo AR, em
cada ponto de tempo t. O conjunto de coordenadas M é agrupado em uma matriz
de flutuacdo 3N x M. Onde 3N é o numero de deslocamentos de cada atomo nas
coordenadas X, y e z, para cada um dos M frames da simulacao (NUMATA; WAN;
KNAPP, 2007).

[Ri(t1) Ri(ts) Ri(ts) .. Ri(tm)]
Ro(t1) Ra(ts) Ra(ts) .. Ra(tnm)
AR = . . . . . (45)

Bu(t) Ralts) Rults) - Raltn)]

A partir da matriz de flutuagao, obtemos uma matriz de variancia-covariancia C
(AMADEI; LINSSEN; BERENDSEN, 1993):

C = AR,AR! (46)

A matriz C carrega as informagdes sobre todas as regides atingidas durante a
simulacado. O PCA utiliza uma transformacao ortogonal em C convertendo o conjunto
de deslocamentos dos atomos durante a dindmica molecular em um novo conjunto
linearmente independente de componentes principais.

Com as componentes principais podemos obter autovalores );; relacionados as
frequéncias de vibragédo através do teorema da equiparticdo de energia (YANG et al.,
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2009; SEEBER et al., 2007):
kT R T

Com as frequéncias calculadas, podemos obter a entropia vibracional através
da seguinte equacao:

1
N (47)

J

Q;

3N—6

s—t Y {0 - (48)

=1

1.8.2 Entropia de modos normais

Outra forma de obtencédo da entropia vibracional das moléculas é usando o
calculo dos modos normais de vibragcao. Os modos normais séao as flutuacoes ao redor
do estado fundamental de energia das moléculas. Esses movimentos sdo aproximados
pela Lei de Hooke, e todas as forcas que atuam sobre o atomo nessa dire¢cdo podem ser
expressas como a derivada segunda da energia potencial (SKJAERVEN; MARTINEZ;
REUTER, 2010).

Dessa forma, podemos sempre encontrar 3N-6 modos normais de vibracéao
oscilando em frequéncias normais de vibracdo e linearmente independentes. O valor 6
subtraido refere-se aos 3 modos rotacionais e 3 modos translacionais da molécula.

Essas equacdes podem ser expressas na forma de uma matriz Hessiana no
caso de muitos dtomos, como uma proteina (CARRINGTON; MANCERA, 2004).

d2v d2v v ]
dzidx dzidxs t dridan
v v d?v
H(V) — drodxy drodxs Tt dxodxy (49)
a2V a2V a2V
| depndxq drypdrs T drpdry

No caso dos modos normais, as forcas se alinham com o deslocamento, e
podemos escrever a expressao para o sistema da seguinte forma:

Hzr = \x (50)

Onde )\ é um escalar e x é um autovetor que pode ser encontrado ao combinar-
mos 0s termos da seguinte forma usando a matriz identidade |.

[H— Mz =0 (51)
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Dessa forma, podemos encontrar os autovalores calculando determinante da
matriz e obtemos as 3N-6 solugdes.

Det[H — \] =0 (52)

Cada solucao tera um autovalor X relacionado ao seu autovetor x, que nada mais
€ que o deslocamento de um atomo em uma determinada direcdo. Com os autovalores,
podemos usar a Equacao 48 para calcular a entropia vibracional (CUl; BAHAR, 2005).

1.9 Momento de dipolo

Um dipolo elétrico é caracterizado pela presenca de duas cargas de mesmo
maodulo e sinais opostos, separadas por uma distancia d. O vetor momento de dipolo P
€ definido pela equacao (NUSSENZVEIG, 1997, p. 51):

P=qd (53)

Onde o vetor d indica a direcado da carga negativa para a positiva. No caso de
uma distribuicao discreta de varias cargas pontuais, 0 momento de dipolo nada mais é
gue a soma vetorial:

P=> qd (54)

O momento de dipolo é um conceito util na representagao classica de dinamica
molecular para descrever as interagdes entre atomos e moléculas.

1.10 Docking de corpo rigido proteina-proteina

Os algoritmos de docking proteina-proteina funcionam usando uma abordagem
puramente geomeétrica, aplicando técnicas usadas no reconhecimento de padrées. O
algoritmo visa discretizar a estrutura dessas proteinas no formato de uma grade. Dessa
forma, procuram identificar a complementaridade da superficie molecular expressando
a energia de interagdo em cada conformacédo como sendo a soma de P func¢des de
correlagao:

.
Bla, g o) = Y [ FauLm, T 0)Dla, 6,0 L (g )V (65)
p=1

Onde R, e L, sé@o definidos no receptor e ligante, e T e D sdo operadores
translacionais e rotacionais. Com a introdugao, por Katchalski-katzir et al. (1992), das
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transformadas rapidas de Fourier tornou-se possivel explorar milhées de conformacdes
com baixo custo computacional, onde R, e L, s&o definidos em grades no espago 3D,
assumindo que a fungéo energia pode ser expressa como uma transformada de Fourier
(PADHORNY et al., 2016):

P
—2mi

E(o, 8,7, A m,v) = > > R(n,1,m)Ly(a, B,7,n,1,m)e x (A+htm) (56)

p=1 n,Im

Dessa forma, o algoritmo fornece uma lista de valores de correlacao onde se
obtém a correspondéncia geométrica entre as superficies das moléculas, encontrando
as melhores predi¢des estruturais.
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5 Conclusao

O projeto foi bem-sucedido em tentar reproduzir o meio experimental existente
no biossensor eletroquimico, usando as condi¢des periédicas de contorno da caixa
de dindmica molecular para simular uma monocamada infinita, com moléculas de
lectina imobilizadas covalentemente, semelhante a situagao experimental, guardadas
as proporcdes entre o tamanho das moléculas e do transdutor fisico-quimico.

O modelo de docking molecular de corpo rigido usado para gerar as condi¢coes
iniciais sobre a conformacao entre as proteinas gerou bons resultados, o que reduz
a necessidade de dindmicas moleculares muito extensas. No entanto, quando soma-
dos os tempos de simulacédo do sistema nas mais variadas condi¢ées superamos 1
microssegundo, 0 que € um tempo de simulacéao alto.

O método de parametrizacdo das moléculas com o uso das cargas de Mulliken
em conjunto com base def2-SVP parece ser adequado. Usando as parametrizagdes de
moléculas, foi possivel reproduzir até mesmo as conformagdes da molécula de manotri-
ose em solucao. Devido a componente eletrostatica ser apenas um dos componentes
no calculo da energia livre, o resultado ndo parece ser muito sensivel ao método usado
para obter as cargas da parametrizacao.

Todos os calculos de energia livre realizados parecem confirmar valores experi-
mentais, nos quais metade das simulagdes retornou valores muito préximos, mostrando
a eficiéncia do método MM-PBSA em conjunto com o método de modos normais para o
calculo da componente entropica da energia livre. O método de modos normais parece
funcionar muito bem em proteinas globulares, onde o reconhecimento ndo altera muito
sua estrutura.

Os célculos de decomposicao de energia demonstram que a principal responsa-
vel pela energia livre de ligacdo € a molécula de manotriose da lectina, que, apesar de
nao ser covalentemente ligada, acaba exercendo, quase, uma funcao de ancora que se
liga a molécula de peroxidase.

O célculo do MM-PBSA, como podemos imaginar, ndo é perfeito, estando sujeito
a flutuacdes devido a limitacado da amostragem em funcao do tempo. Segundo Salinas
(1997, p. 24), na teoria dos erros, o desvio relativo deveria decair na ordem de N7,
onde N é o numero de frames. Neste caso, esbarramos nos limites computacionais
para calcular a energia de um sistema extremamente dinamico. Os melhores computa-
dores atualmente conseguem simular apenas microssegundos. Dessa forma, devemos
sempre enfatizar que o resultado é uma média da energia livre no intervalo simulado.

Os métodos empregados para estimar a componente entrépica da energia livre
demonstraram ter muitas limitacdées. A estrutura desloca demais seus atomos para
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que se use a aproximacao quase-harmédnica e estimar a entropia vibracional. Ja o
método de aproximacao de modos normais demonstra funcionar de forma adequada
na estrutura das duas proteinas, mas devemos lembrar que essa estimativa considera
um unico frame. Em dinamicas moleculares mais longas haveria possibilidade de
mudancgas conformacionais que afetam a estimativa de modos normais.

A analise do tipo de interacbes de longa distancia mostra que, apesar das
ligacOes de hidrogénio serem mais intensas, a maior contribuicdo para a energia livre
de ligacao vem de interagdes de curto alcance. A maior contribuigdo para a energia
livre vem de interagdes de dipolos e for¢as de van der Waals, com destaque para essa
ultima, devido a maior quantidade dessas interacoes.

A simulacao do sistema demonstra que o processo de imobilizacédo das proteinas
realmente afeta a entalpia e a entropia, diminuindo o0 médulo dessas grandezas. No
entanto, parece afetar pouco a energia livre de ligagao.

A simulacdo demonstra que o processo de imobilizacdo ndo altera o nimero
de moléculas de agua nas proximidades do complexo e, como a regido de ligacao &
pequena em comparacao ao tamanho das duas proteinas, ndo ocorre aprisionamento
de moléculas de agua, que se tornariam moléculas de agua estruturais e afetariam a
constante de afinidade medida no biossensor.

O numero de moléculas de agua estruturais € pequeno, sendo desprezivel em
comparagao com a massa total da proteina. A previsao teérica da energia livre de
ligagdo de moléculas imobilizadas no biossensor eletroquimico mostra-se eficiente, e
esse conhecimento poderia ser aplicado em outras moléculas de interesse para ajudar
no desenvolvimento de outros biossensores baseados nessa tecnologia.
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