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Resumo

O acumulo incomum do polipeptideo amildide-pf 42 (AB42) em regides especificas no
cérebro tem sido fortemente associado a patologia da doenca de Alzheimer. Baseado nestas
evidéncias, muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas no sentido de controlar os niveis
cerebrais do amildide. A insulinase, também chamada de Insulin-Degrading Enzyme (IDE), é
uma metaloprotease de zinco envolvida na regulacdo dos niveis de insulina e amildide,
sendo, portanto, alvo do desenvolvimento de terapias contra o diabetes e a doenga de
Alzheimer. Sua estrutura tercidria existe em duas conformacdes: aberta e fechada, as quais
fazem parte do mecanismo de acdo. Quando na conformacdo aberta, a enzima permite a
entrada do substrato ou saida dos produtos de degradacao, mas quando na forma fechada
bloqueia o acesso do substrato ao seu sitio catalitico. Portanto, chama-se a IDE aberta de
ativa e a fechada de inativa. A IDE é regulada pelo ATP através de um mecanismo
controverso: ativador da IDE na presenca de substratos pequenos, o ATP é inibidor da IDE na
quebra de substratos longos, incluindo o Ap42. A elucidagdo do mecanismo de regulacdo da
IDE pelo ATP é desafiador e abrird caminhos para o desenvolvimento racional de ativadores
da IDE. Nesta tese, usamos simulacdes de dinamica cldssica e calculos hibridos de mecanica
guantica e mecanica molecular na tentativa de desvendar o mecanismo de inibicao da IDE
pelo ATP. Nossos resultados mostram que interacdes especificas entre a IDE, ATP e AP42
mantém a enzima na conformacdo inativa (fechada), impossibilitando a entrada de uma
nova molécula de substrato. Ao mesmo tempo, o ATP induz no amildide e na regido do sitio
ativo modificacdes estruturais proteoliticamente inadequadas para a reacdo, aumentando a
energia de ativacdo da etapa determinante da reacdo e, com isso, o tempo de vida da
enzima na forma inativa. Estes resultados estdo em acordo com os dados experimentais, os
guais mostram que a inibicdo depende de intera¢des especificas IDE-ATP, é alostérica, e

resulta na aparente reducao da afinidade da IDE pelo substrato.

Palavras Chave: Doenga de Alzheimer. Enzima Degradadora da Insulina. Mecanismo de

Inibicdo. amildide Beta.



Abstract

The unusual accumulation of amyloid-f3 42 (AB42) polypeptide in specific regions of the
brain has been strongly associated with the pathology of Alzheimer's disease. Based on this
assumption, research is being developed to monitor brain levels of amyloid. Insulinase, also
called Insulin-Degrading Enzyme (IDE), is a zinc metalloprotease involved in regulating
amyloid and insulin levels, being therefore target of the development of new therapies for
diabetes and Alzheimer's. Its tertiary structure exists in two conformations, open and closed,
which support its mechanism of action. When opened, the enzyme allows for substrate
entry or release of degradation products but, when closed, it blocks substrate access to the
catalytic site. Therefore, IDE open is called active and closed, inactive. IDE is regulated by
ATP via a controversial mechanism: IDE activator in the presence of small substrates, ATP is
an IDE inhibitor in the breakdown of long substrates, including Ap42. Understanding of the
IDE’s regulation mechanism by ATP is challenging, and opens avenues for the rational
development of IDE activators. In this thesis, we use classical molecular dynamics and hybrid
molecular mechanics and quantum mechanics calculations in an attempt to unravel the
mechanism of inhibition of IDE by ATP. Our results show that specific interactions between
IDE, ATP and AP42 hold the enzyme in its inactive conformation, preventing the entry of a
new substrate molecule. At the same time, ATP induces structural changes in the amyloid
and in the active site region that lead to a catalytically inefficient structure, increasing the
activation energy of the rate-determining step and the lifetime of the inactive enzyme.
These results are in agreement with experimental data which shows that the inhibition
depends on specific interactions IDE-ATP, is allosteric, and results in apparent reduced

affinity of IDE for the substrate.

Keywords: Alzheimer Disease. Insulin Degrading Enzyme. Inhibition Mechanism. Amyloid

Beta.
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1. INTRODUCAO

Esse é o primeiro ensaio computacional que busca a elucidacdo do mecanismo de
inibicdo da enzima degradadora da insulina (insulinase) pelo ATP na quebra do amiléide-f3 42
(Ap42), um polipeptideo associado a patologia da doenca de Alzheimer (DA). O problema é
abordado de duas maneiras complementares, e importantes para chegarmos a uma
conclusdo sobre os problemas bioquimicos envolvidos na relacdo metabdlica entre a enzima
degradadora da insulina e o APB42. Isso abrira caminhos para o desenvolvimento de novas
terapias contra a DA. Para maior clareza, a introducdo, as hipdteses e estratégias dos dois
trabalhos sdo apresentadas neste capitulo. No préximo capitulo (Capitulo 2) é introduzida a
metodologia. O Capitulo 3 descreve o procedimento computacional. Os resultados, as
discussdes e conclusdes sao apresentados separadamente no Capitulo 4. As consideracdes

finais no Capitulo 5. Por fim, no Capitulo 6, as perspectivas.

1.1 A Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é o mais comum e devastador tipo de deméncia, se
manifesta geralmente em pessoas acima de 65 anos e raramente em adultos aos 50 anos de
idade.[1], [2] Os sintomas surgem silenciosamente e sao facilmente confundidos com os de
outro tipos de deméncia, o que dificulta o diagndstico e tratamento da doenca. O inicio da
doenca é marcada pela perda de memodria, seguida do declinio das funcdes cognitivas,
dificuldade na comunicacgao, razdo e légica. A patologia é desconhecida, mas existem fortes
indicios que apontam para um desequilibrio quimico a nivel cerebral capaz de desencadear
processos inflamatérios e neurodegenerativos em regides especificas do cérebro que estao
relacionadas aos sintomas da DA.[3] O tratamento é sintomatico e limitado a administracao
didria de drogas que restauram a cognicdo dos pacientes e retarda o avanco da doenca

(Donepezil, Galantmina, Tacrina e Rivastigmina sdo alguns exemplos).[2]

Estima-se que cerca de 36 milhdes de pessoas no mundo sofrem de Alzheimer e que
604 bilhdes de doélares ao ano sdo investidos em pesquisa, prevencao, tratamento e
diagnostico da doencga.[4], [5] No Brasil, até 2002 7,1% da populagao ja havia sido

diagnosticada com algum tipo de deméncia, sendo a DA comprovadamente responsavel por
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55% dos casos investigados.[6] Estes nimeros, embora ja expressivos, estdao a se tornar cada
vez maiores com o aumento da longevidade.[5], [7] Estudos realizados entre 2000-2008
pelo Centro Nacional de Estatistica da Saude dos Estados Unidos mostra que o niumero de
mortes causadas pela DA tem crescido significativamente, enquanto que o nimero de
mortes causada por outros tipos de doengas tem diminuido (Figura 1). Por exemplo, o
numero de mortes atribuida a DA cresceu 66% neste periodo, enquanto que o nimero de
mortes causadas por doengas do coragdo e HIV tém diminuido 13% e 29%,

respectivamente.[4]

Variagoes Percentuais em Causas de Morte Selecionadas
(todas as idades) entre 2000 e 2008

80
60 —
;\? 40 Hm Doenca de Alzheimer
E M Derrame
g’n 20 M Cancer de Proéstata
©
= ® Cancer de Mama
g m Doenca Cardiaca
2 9 ® HIV
-20
-20
-40

Figura 1: Mudangas percentuais em causas de mortes selecionadas no periodo de 2000 a

2008.[4]

A DA n3o tem cura e o numero de mortes tem crescido vertiginosamente nos ultimos
anos, causando um grande impacto social a nivel mundial. Isso tem encorajado grandes
companhias farmacéuticas a trabalhem juntas no desenvolvimento de novas terapias que
atuam ndo sé nos sintomas como também na causa.[8]-[12] Entretanto, até o momento,

nenhumas dessas tentativas resultaram em um tratamento eficaz.
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1.2 Hipodtese Amilogénica

A DA foi primeiramente diagnosticada pelo Dr. Aloysius Alzheimer, um psiquiatra
alemao especialista em neuropatologias que recebeu, em 1901, uma paciente de 51 anos de
idade chamada Auguste Deter com sintomas caracteristicos de deméncia precoce.[13] Apds
a morte de Deter em 1906, Alzheimer identificou a presenca de placas nas regides
lesionadas do cérebro, que foram mais tarde associadas as fibras e emaranhados do

polipeptidio amildide- 42 (AB42) e da proteina tau.

Apesar de ter sido diagnosticada pela primeira vez hd mais de um século, a patologia
da doenca de Alzheimer vem sendo estudada apenas ha cerca de trés décadas. Desde entao,
varias hipdteses foram propostas na tentativa de elucidar os fen6menos que levam aos
sintomas, dentre as quais destacam-se a hipdtese da cascata amilogénica,[14] hipdtese do
metal,[15] dano oxidativo,[16] neuroinflamacdo,[17] degeneracdo do citoesqueleto
neural[18] e a hipdtese colinérgica.[19] Essas hipdteses, embora distintas quanto a sua
fisiologia, ndo sdo exclusivas e podem ocorrer mutualmente. Por exemplo, o aumento da
expressdo génica da proteina precursora do amiléide (APP, Amyloid Precursor Protein),
prevista pela hipdtese amilogénica, aumenta a concentracdo de amiléide no cérebro
formando as fibras que compdem as placas senis. Esse processo, segundo a hipdtese do
metal, é fortemente favorecido na presenca dos ions Zn** e Cu®*, metais ja presentes no
cérebro, mediadores quimicos e cofatores de varias enzimas. Especula-se que os metais
contidos nas placas promovem a catdlise da reacdo do peréxido de hidrogénio para uma
espécie oxigénio reativa (ROS, Reactive Oxygen Especies), causando dano oxidativo,
comprometimento da integridade da membrana, neuroinflamacdo e morte do tecido
cerebral.[20] Esses processos reduzem drasticamente a concentracdo do mediador quimico
acetilcolina, relacionado aos processos de aquisicdo do conhecimento (cognicdo), dando
inicio os fendmenos que regem a hipdtese colinérgica. Portanto, intervencdes terapéuticas
agem inibindo a enzima acetilconesterase, responsavel pela regulacdo dos niveis cerebrais
de acetilcolina, restaurando a cognicdo perdida e retardando o avanco da doenca. Tais

eventos fazem da DA uma doenga multifatorial.

Atualmente, a hipdtese da cascata amilogénica ou hipdtese amilogénica é a mais

aceita e estudada como a causa da DA. Ela foi proposta em 1992 por John A. Hardy e Gerald
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A. Higgins,[14] e prevé o aumento da expressdo génica das vias produtoras do amildide,
produzindo uma variedade de peptideos amilogénicos que, na sua forma insoltvel, agregam-
se formando as placas observada no cérebro dos pacientes. Isto causa, de maneira ndo
muito clara, a hiperfosforilacdo de uma proteina encontrada dentro dos neurdnios, chamada
de tau, cuja funcdo é modular os microtubulos que fazem parte do sistema de transporte da
célula.[21] O descolamento da tau inicia o processo de agregacado e formacao intracelular de
emaranhados neurofibrilares da tau, culminando com a supressao do sistema de transporte,
necrose do tecido cerebral e aos sintomas caracteristicos da DA (Figura 2). A agregac¢do da
proteina tau é chamada de taupatia, ndo é exclusivo da DA, e s6 ocorre apds a deposicao das

placas amilogénicas, que é caracteristico da doenca.

Microtubulos
Proteina Amildide-Beta

Neurénio
Doente

Figura 2: Esquema ilustrativo do processo de desintegragao dos microtubulos e formagao

dos emaranhados da proteina tau (Adaptado da referéncia).[22]

A relacdo entre a formacdo das fibras amilogénicas e a taupatia ainda é
desconhecida, mas especula-se que a deposi¢do do AB42 na superficie dos neurdnios forma
canais transmembranicos que permitem o trafego seletivo de ions calcio para dentro do
neurdnio, aumentando a concentragio intracelular de jons Ca®" através de um processo
denominado homeostase.[23], [24] O cdlcio controla a fosforilacdo da tau[25] e a sua
homeostase é conhecida por interromper o processo sinaptico através da equalizacdo das
cargas entre os meios intra e extraneural, e por antecipar os processos degenerativos

através do aumento das ROS mitocondrial.[26] Portanto, acredita-se fortemente que a
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homeostase do calcio também esteja relacionada com a hipoterfosforilacdo da tau e,
consequentemente, com a formacdo dos emaranhados neurofibrilares da tau. Uma
descricdo mais detalhada da hipdtese amilogénica é encontrada no artigo de revisdao por

Kinoshita e colaboradores.[27]

A hipdtese amilogénica foi testada em meados de 2000 através do estudo
comportamental de camundongos geneticamente modificados para aumentar a expressao
génica da APP.[28], [29] Os camundongos submetidos a tais mutacdes desenvolviam um
certo grau de deméncia precoce associada ao acumulo incomum do polipeptidio A} no
cérebro, dando inicio aos eventos que causam inflamacdes e necrose do tecido cerebral.
Impressionantemente, a cogni¢cdo desses camundongos foi restaurada apds a regulacdo dos
niveis cerebrais do AP pelo aprimoramento da atividade da Enzima Degradora da Insulina

(IDE, Insulin-Degrading Enzyme).

1.3 Mecanismo de Formacao do AB42

A APP é uma proteina de membrana do tipo-l composta por 751 a 770 residuos
distribuidos em um grande dominio extracelular e um pequeno dominio intracelular. A
proteina é comumente encontrada na membrana plasmatica, reticulo endoplasmatico e
majoritariamente no complexo de Golgi.[30], [31] Sua funcao fisioldgica ndo é clara, mas
especula-se que a APP esteja envolvida no processo de adesdo e movimento celular.[32]—

[34]

Existem duas vias secretoras da APP: uma via ndo-amilogénica e outra amilogénica
(Figura 3).[35]-[37] Esta ultima associada a producdo do amildide. O caminho nao-
amilogénico acontece em uma Unica etapa intermediada pela enzima a-secretase Disintegrin
and Metalloprotease Domain — Containing Protein 9 (ADAM9). A enzima atua no dominio
extracelular quebrando a APP na regido do residuo 83, produzindo dois fragmentos de
proteinas chamados de C83 e Proteina Precursora do Amildide a-secretada (sAPPa). O
primeiro fragmento contém parte do AP e permanece preso a membrana, enquanto que o
outro fragmento, sAPPa, é expelido. Este caminho é dito ndao-amilogénico porque quebra a
APP na regido do amildide. A via produtora do amiléide ndo é comum e acontece em duas
etapas; a primeira conduzida por uma enzima B-secretase e a segunda orquestrada por um
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Normal cleavage of Abnormal cleavage of amyloid precursor protein

amyloid precursor protein leading to excess amyloid accumulation ol
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aggregate

APP

APP mutations

F PPy . increase D (/ ” Q
Y, . f-secretase )
1 o-secretase Sinavege 2™ @ a 0
& 'v B-secretase /4 @ ))
”— \J r J o A peptide

= AB@ -/ q

’ @
5 1 y-secretase
s ) \ c Extracellular space
PSEN1/PSEN2 - ’"e,;, bra
mutations increase Cytoplasm Ne
y-secretase
activity

Figura 3: Figura ilustrativa do mecanismo de produgao do amildide. A via ndao-produtora e

produtora do amiléide é mostrado nesta figura.[37]

conjunto de enzimas y-secretases. Na primeira etapa, a enzima BACE-1 atua na regido
transmembranica quebrando a APP na posicdo do aminoacido 99, produzindo, assim, dois
fragmentos; chamados de C99 e Proteina Precursora do Amildide [3-secretada (SAPPp). O
fragmento sAPPf é expelido da membrana, enquanto que o fragmento remanescente, C99,
sofre sucessivas quebras nos residuos 38 a 43, intermediadas pelas enzimas Presenilin-1 e -2,
Nicastrin, Presenilin Enhancer 2 (PNE2) ou Anterior Pharynx-Defective 1 (APH-1), resultando

na producdo de peptideos de varios tamanhos, entre 38-42 residuos em comprimento .

No entanto, apenas os peptideos de amiléide com 40 (AB40) e 42 (AP42) residuos sdo
gerados em grande quantidade com proporcdes de 10:1 peptideos de AP40 e AP42.[36]
Curiosamente, apenas o AP42 é capaz de oligomerizar e formar as plaquetas observadas no

cérebro de pacientes com a DA (ver estrutura do AB42 na Figura 4).[38]
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Figura 4: Estrutura cristalografica do polipeptideo AB42 (Cddigo no PDB: 1IYT).

1.4 Estratégias de Combate

Pouco se sabe sobre os eventos que causam a doencga. No entanto, é inquestionavel
a estreita relacdo entre o excesso de amildide e os fenbmenos que levam a degeneracao do
cérebro de pacientes com a DA. Essas descobertas criaram um arcabouco no qual se apoiam
as principais linhas de pesquisa. Atualmente, acredita-se que a cura esteja fortemente
relacionada a regulacdo da quantidade de amildide no cérebro, seja através da inibicdo das
enzimas que participam da formacdo do amiléide, de substancias capazes de solubilizar as
fibras amilogénicas, da reducdo da quantidade dos ions Cu®* e Zn** no cérebro ou da
degradacdo do polipeptideo AB42. Ao longo dos ultimos anos tem se dado énfase a
determinagdo das vias proteoliticas pelas quais o AP é regulado.[39], [40] Neste sentido, as
enzimas neprilysin (NEP) e a enzima degradadora da insulina (IDE) sdo as que melhor

desempenham esta funcao.
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1.5 A Enzima Degradadora da Insulina

Presente em vdérias células, incluindo as endoteliais vasculares cerebrais a IDE,
também conhecida como insulinase, € uma metaloprotease de zinco da familia M16
encontrada em bactérias, fungos, plantas e animais.[41] Ela foi historicamente associada a
degradacdo da insulina e posteriormente com a degradacdo de outras biomoléculas ativas,
incluindo o AP.[42], [43] A sua fung¢do ndo é completamente conhecida, mas sua habilidade
de degradar a insulina e o amildide tem sido relacionada a patologia do diabetes do tipo Il e

da DA.[44], [45]

A IDE tem uma estrutura terciaria composta por 970 residuos distribuidos em quatro
dominios homoélogos (dominios 1; residuos 43-282, dominio 2; residuos 283-516, dominio
3; residuos 545-768 e dominio 4; residuos 769-1011) com 25% de similaridade e na forma
de ap sanduiche (Figura 5).[46] Os dominios 1 e 2 formam a metade C-terminal (IDE-C), que
estd conectada aos dominios 3 e 4 da metade N-terminal (IDE-N) por um alca de 28 residuos.
A flexibilidade dessa alca articula movimentos entre duas formas da IDE: conformacdo
aberta (IDEo) e fechada (IDEc).[47] A IDE na conformacdo fechada forma uma camara
catalitica de base triangular com dimensdes e volume iguais a 35x34x30 A e 1300 A?,

respectivamente, capaz de acomodar substratos longos, entre eles o AB42.

Sitio Anidnico

Sitio Ativo

Sitio Distal (Alostérico)

IDE-C Articulacao IDE-N

Figura 5: Estrutura do mon6mero da IDE livre obtida a partir da estrutura cristalografica

(Cédigo no PDB: 2JG4). O sitio ativo é mostrado na figura ao lado.
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Por outro lado, a IDE na conformacao aberta permite a entrada de substratos ou
liberacdo do produto da degradacao. Localizado dentro da cadmara e na parede interna do
dominio 1, o sitio ativo é composto por uma molécula de agua e por uma triade de
aminodacidos (HIS108, HIS112 e GLU189) com as cadeias laterais ligadas ao fon Zn*, cuja
sequéncia de aminodcidos (HXXEH) é inversa a das outras enzimas da mesma familia
(HEXXH), como a Termolisin.[41], [42] Além deste, existe um sitio catidnico localizado na IDE-
C entre os dominios 2 e 3, composto pelos residuos ARG429, LYS898, LYS899 e SER901, no
qgual ligam-se o ATP e outros ions. Sua funcdo foi comprovadamente associada com a
degradacdo da adenosina trifosfato (ATP)[48] e com a ativacdo alostérica da IDE na quebra
de substratos pequenos.[49] Por fim, existe um sitio ndo catalitico localizado no dominio 2, a
30 A de distancia do sitio ativo, chamado de sitio distal, cuja funcdo é facilitar e orientar as
mudancas conformacionais do substrato dentro da camara catalitica e ativar a IDE via efeito

alostérico.[50]

O reconhecimento da IDE pelo substrato acontece na IDE-N e estd relacionado mais
com a forma (geometria) e sequéncia de aminoacidos polares do que por uma sequéncia
especifica de aminoacidos do substrato.[51] O AP42, por exemplo, se liga a IDE através dos

fragmentos 1-3 e 1-6 (Figura 6). O fragmento 1-3 interage na regido do sitio distal e forma

PHE141
ALA140
¥
v

VAL360
LE

GLY360

)@Gm SR/ Sitio Distal (alostérico)
: 10, Tosye

glu3
ala2 asp1 GLU34

Figura 6: Estrutura cristalografica do complexo IDE-AP42 (c6digo no PDB: 2WK3). A IDE-N e
IDE-C sdo mostrados nas respectivas cores vermelho e azul, e os locais de ligacdo do

amildide na IDE (sitio ativo e distal) sdo mostrados nas imagens ampliadas.
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com o fragmento 341-363 da IDE-N uma folha-f3, enquanto que o fragmento 16-22 do
amildéide interage com o sitio ativo para formar, com o fragmento 140-145 da IDE-N, outra
discreta folha-f. Nesse contexto, a IDE-C também inicia uma fungdo importante: ela é
responsavel por facilitar a ligacdo do substrato com o meio catalitico (IDE-N) e aprimorar a

degradacdo do substrato.[47], [52]

1.5.1 Ciclo Catalitico

A IDE é encontrada na forma de mondémeros ou em mistura de dimeros e tetrameros,
sendo os dimeros a forma predominante e mais ativa. A priori, a enzima estd na sua
conformagdo fechada, a mais estavel. No entanto, para dar inicio ao ciclo catalitico (Figura
7), a IDE precisa vencer as interacGes que a mantém fechada, abrir para expor o seu
endossitio catalitico e permitir a entrada do substrato. Em seguida, a enzima fecha para dar
inicio ao processo de reconhecimento e degradacdao do substrato. Apds a protedlise, a IDE
abre novamente para liberar o produto da degradacdo e admitir a entrada de uma nova
molécula de substrato, reiniciando o ciclo catalitico. Quando na conformacdo aberta, a IDE

expoe o sitio catalitico para dar inicio a degradacdo do substrato, tornado-a ativa, e quando

Figura 7: Mecanismo de agao da IDE.
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na forma fechada, bloqueia o acesso do substrato a cdmara catalitica, inibindo a sua fungao
enzimatica.[53] De fato, estudos mostram que a atividade catalitica da IDE aumenta com o
aumento do raio hidrodindmico e diminui com o favorecimento da forma fechada.[53]

Portanto, a IDEo é conhecida como a forma ativa e a IDEc a forma inativa.

1.5.2 Regulacdo por Pequenas Moléculas

O ciclo catalitico da IDE pode ser regulado por pequenas moléculas e através de
mecanismos distintos, dentre eles o mecanismo de inibicdo competitiva e a ativagdo/inibicdo
alostérica por pequenos substratos e/ou ATP. Alguns desses mecanismos ndo foram
completamente clarificados e a sua elucidacdo é uma importante via para o desenvolvimento

de drogas que regulem a atividade da IDE.

A literatura tem comumente relatado a inibicdo competitiva da IDE por pequenas
moléculas.[54]—-[57] Essas moléculas competem com o substrato pelo sitio ativo da IDE, por
vezes ligando-se na enzima e bloqueando o acesso do substrato ao sitio catalitico. Sdo
moléculas desenvolvidas para ter grande afinidade com a IDE e interagir com o sitio ativo
através de ligacdes eletrostaticas, van der Waals e até mesmo covalentes. Em contrapartida,
existem moléculas capazes de ativar a IDE, mas apenas na quebra de substratos
pequenos.[58], [59] Tais moléculas ligam-se ao sitio distal de uma das duas subunidades da
IDE, promovendo a ativacdo alostérica da subunidade vizinha. Este mecanismo é coerente
com o mecanismo de ativagdo alostérica simétrica, no qual a molécula ativadora interage
com a subunidade A do dimero AB, produzindo mudancas estruturais que levam a ativacado
alostérica da subunidade B. Essas moléculas, entretanto, falham na degradacdo de
substratos grandes, assim como o Ap42.

Recentemente, Cabrol e colaboradores descobriram pequenas moléculas capazes de
ativar a degradagdo do AP42 pela IDE.[58] Essas moléculas foram divididas em quatro classes
de compostos: compostos que mimetizam o ATP, que ativam a IDE independentemente do
ATP, que atuam sinergicamente com o ATP e compostos que quebram os efeitos induzidos
pelo ATP. Dentre todos os compostos estudados, foram descobertas duas moléculas que
agem sinergicamente com o ATP para a ativacdo da IDE na quebra de peptideos pequenos.

N3o obstante, tais moléculas na presenca de peptideos pequenos também ativam a
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degradacdo do AB42 pela IDE em até 700%. Essas moléculas, chamadas de ativadores da
IDE-1 e -2 (lal e la2, Figura 8), sdo quimicamente compativeis com o sitio catidnico, o que
supostamente |hes ddo a habilidade de ligar-se a IDE por um dominio comum ao do ATP.
Essas moléculas sozinhas ndo exercem efeitos na hidrélise do AB42, o que remete a seguinte
pergunta: Qual é o verdadeiro papel das moléculas lal e 1a2 no mecanismo de degradacao
do AP42 pela IDE? Entender o mecanismo de ativagdo/inibicdo da IDE é desafiador e

contribuird para o desenvolvimento de novas terapias contra a DA.
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Figura 8: Moléculas ativadoras da IDE-1 e -2 (lal e la2).

o

O ATP participa de varios processos chave para a manutencdo da vida.[60] No
contexto deste trabalho, o ATP desempenha fun¢des ambiguas: inibidor endégeno da IDE na
guebra de peptideos grandes,[61] O ATP é ativador da IDE na quebra de peptideos pequenos
com menos de 13 residuos.[62], [63] Essa estreita relacdo, que estd aparentemente
relacionada com o tamanho do substrato, é alvo de varias pesquisas. O ATP muda a
estrutura quaternaria da IDE de dimeros e tetrametros para mondmeros, eliminando, assim,
a conexdo entre as subunidades e, consequentemente, a ativacdo alostérica (iniciada com a
ligacdo do substrato no sitio distal). Posteriormente, o nucleotideo liga-se no sitio cationico,
guebrando o suposto equilibrio eletrostatico que une as duas extremidades da enzima na
conformacdo fechada, aumentando a fracdo de enzimas na forma abertas (ativas). Este
mecanismo de ativacdo é consistente com a ideia de ativagdo alostérica sequencial, em que
a molécula ativadora interage com a enzima, produzindo mudancas conformacionais que
levam a ativacdo. No entanto, ndo existe um consenso sobre o mecanismo de inibicdo da IDE

pelo ATP na quebra de substratos longos. Sabe-se, apenas, que a inibicdo depende das
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interacdes IDE-ATP, ocorre com a reducdo da afinidade da IDE e através de efeitos

alostéricos.

1.5.3 Mecanismo de Degradacao do AB42

O mecanismo de reacdo comumente aceito é baseado no mecanismo catalitico da
metaloprotease de zinco carboxipeptidase A (CPA), investigado em 1988 por David
Christianson[64] através de cristalografia de raios-X, mutagénise e espectrocinética. A
reacdo comeca, supostamente, apds a formacdo do complexo de Michaelis—Menten, S(l)
(Figura 9). No primeiro passo da reagdao (Passo-1), o oxigénio carbonilico do aminoacido
catalitico GLU111 (O4) atua como base e abstrai o préton da molécula de agua (H2)
coordenada ao zinco. Ao mesmo tempo, o carbono da carbonila phel9 (C6) sofre ataque
nucleofilico do oxigénio da hidroxila (01) e, por intermédio do estado de transicao TS(I-Il),
forma o intermedidrio gen-diol, S(Il). Neste momento, o aminoacido GLU111 troca de
funcdo e atua como acido doando o préton capturado na etapa anterior (H2) ao nitrogénio
da phe20 (N7), enquanto que o hidrogénio H3 é abstraido pelo oxigénio do GLU111 (O5)
(Passo-2). Através do estado de transicdo TS(II-IIl), a ligacdo N7-H3 é formada, resultando
na quebra da ligacdo peptidica phel9-phe20 (C6-N7) e formacdo dos produtos da reacdo

enzimatica, S(ll1).

Recentemente, Bora e colaboradores[65] propuseram um mecanismo tedrico para a
hidrélise catalitica da IDE na quebra do Af usando os principais residuos envolvidos na
reacdo catalitica: o residuos do sitio ativo, o aminoacido catalitico GLU111, a molécula de
agua reativa e o par de residuos do substrato cuja ligacdo peptidica serd quebrada. O
mecanismo é consistente com uma reacdo em trés passos: o primeiro passo é a ativacao da
molécula de agua ligada ao zinco, o segundo é caracterizado pelo ataque nucleofilico do
oxigénio O1 ao carbono C1 e o terceiro culmina na quebra da ligacdo peptidica, sendo o
primeiro passo a etapa determinante da reacdo com energia de ativacdo entorno de
17 kcal-mol™. Em uma representagdo mais realistica, Amata e colaboradores[66] estudaram
o0 mecanismo de degradacdo da insulina pela IDE usando os residuos da primeira e segunda
esfera de coordenacdo do zinco. Nesse estudo, a etapa determinante da reacdo é o ataque

nucleofilico do oxigénio O1 ao carbono Cl1 e acontece com energia de ativacao

27



Doutorado Introducao Carlos H. B. da Cruz

aproximadamente igual a 16 kcal-mol™. Atualmente, n3o existem estudos tedricos do
mecanismo de degradacdo do APB42 pela IDE usando a representagdo completa da enzima e

substrato ou na presenca do ATP.
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Figura 9: Mecanismo de reagao baseado proposto baseado em dados experimentais
28



Doutorado Introducao Carlos H. B. da Cruz

1.6 Hipoteses

O ATP desencadeia efeitos distintos na IDE que dependem aparentemente do

tamanho do substrato. Com base nisto, levantamos as seguintes hipdteses:

1.

Independente do tamanho, qualquer substrato ira se ligar na metade catalitica (IDE-N).
No entanto, apenas substratos longos, como o AB42, podem alcangar o sitio catidnico
localizado na outra metade da enzima (IDE-C). Entdo, sé os substratos longos serdo
capazes de interagir com o ATP, que estd ligado ao sitio cationico, e formar interacdes
capazes de favorecer a conformacdo inativa (fechada), considerando, evidentemente,

gue o ATP e o amildide coexistam dentro da metaloprotease.

O cloreto de sédio é capaz de ativar a IDE por um efeito similar ao do ATP. Nestas
condicOes, a carga é o principal fator responsdavel pela ativacdo. Se a primeira hipdtese é
verdadeira, entdo é razoavel supor que o efeito ativador da carga do ATP se opde ao

efeito inibidor da estrutura gerada pelas interagdes IDE-AB42-ATP.

Do ponto de vista reacional, o ATP ligado ao sitio catidnico pode induzir mudancas
conformacionais no substrato, levando-o a uma configuracdo proteoliticamente
inadequada, inibindo a atividade enzimdtica e aumentando o tempo de vida das
interagdes IDE-AP42-ATP e, consequentemente, a propor¢do de enzimas inativas

(fechadas), culminando numa aparente reducdo da afinidade da IDE pelo Ap42.
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1.7 Estratégias

1.

Primeiramente, supomos que o amiléide e o ATP possam coexistir dentro da IDE com o

amiléide ancorado na IDE-N, e o ATP no sitio catidnico localizado na IDE-C.

Usar simulagdes de dinamica molecular do sistema IDE complexado com AP42 na
presenca do ATP para avaliar a estabilidade do complexo e as interacdes
proteina—proteina e ATP—proteina. Do nosso ponto de vista, a existéncia de interacdes
entre o ATP e o substrato é crucial para a elucidacdo do mecanismo de inibi¢do. Logo,
investigamos o impacto dessas interacdes no substrato e na enzima. Para isto,
analisamos a ocorréncia de ligagdes de hidrogénio entre o ATP-AP42, ATP-IDE-C e
AP42-I1DE-N, bem como o efeito da presenca dos anions na conformagdo do substrato e
da enzima. Avaliamos o efeito da auséncia do ATP e testamos o efeito da carga
adicionando cloreto de sédio ao sistema IDE-AP42 sem ions. Por fim, estimamos a
energia de ligacdo ATP-AB42 para termos ideia da magnitude dessa ligagdo e discutir o

efeito dela no mecanismo de inibicdao proposto.

Estimar o perfil da reacdo de degradacdo do AP42 pela IDE na auséncia e presenga do
ATP para avaliar o efeito do nucleotideo no perfil reacional. Para este fim, usamos a
dindmica molecular para gerar as estruturas, o método hibrido QM/MM para computar
as energias, a técnica umbrella sampling para perturbar o sistema no sentido da reacao
e o programa Weighted Histogram Analysis Method (WHAM) de Alan Grossfield[67]

para reconstruir as superficies de energia potencial.
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2. METODOLOGIA

As propriedades do sistema foram obtidas a partir de uma distribuicdo de estruturas
geradas usando a teoria da mecanica classica e os modelos moleculares baseado em campo
de forca e hamiltonianos hibridos. Com isso é possivel analisar propriedades estruturais de
sistemas grandes, tal qual o pensado na tese. Esse estudo foi auxiliado com o calculo de
energia de livre de ligacdo, que sé foi possivel usando a técnica de umbrella sampling e o
método de analise do histograma ponderado (WHAM, Weighted Histogram Analysis
Method). Em seguida, usamos a dinamica molecular de modelos hibridos de mecanica
quantica e mecanica molecular (QM/MM, Quantum Mechanics / Molecular Mechanics), e
através da técnica de umbrella sampling e do método WHAM determinamos o mecanismo
catalitico e o perfil energético da reacdo. Essas teorias, métodos e técnicas serdo
apresentadas de maneira sucinta nos proximos tépicos. Para mais detalhes, sugiro a leitura
citada no corpo do texto e os livros Essentials of computational chemistry: theories and
models,[68] Introdution to Computational Chemistry[69] e Molecular Modelling: principles

and applications.[70]

2.1 Mecanica Estatistica

Mesmo na temperatura do zero absoluto, os sistemas moleculares experimentam
diferentes estruturas ao longo do tempo. Com isso, as propriedades moleculares dependem
fortemente de uma distribuicdo de probabilidade de estruturas, as quais sdo completamente
descritas conhecendo-se a posicdo e 0 momento de todas as particulas no espaco de fase.
Dessa forma, N particulas de um sistema tridimensional podem ser determinadas por 6 N
coordenadas: 3N reservadas para a posicao, g=(x1,Y1,Z1,--Xn,yn,2Zn), € 3N para o momento,
P=(Px1,Py1,Pz1,--+PxN,PyN,Pzn). Entdo, para um sistema com temperatura, pressdo, volume e
nimero de particulas constante, o valor médio da propriedade A no equilibrio pode ser

calculado através da seguinte expressao:

(A) = ﬂ A(q,p)P(q, p)dpdq Equagdo 1
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Em que <A> é a média da propriedade A, A(q,p) o valor esperado da propriedade A
associada a uma estrutura no espaco de fase (microestado) e P(q,p) a densidade de
probabilidade desse microestado ocorrer. Em um estado termodinamico, os microestados

estao distribuidos segundo a equagao
P(q,p) = Q e E/ksT Equacdo 2

Em que E é a energia total para o microestado (igual a energia cinética mais potencial), kg é

a constante de Boltzmann, T temperatura, e Q a funcdo de particao
Q= f f e EPO/IST dqdp Equago 3

Em quimica computacional, as propriedades sdo calculadas usando técnicas de
amostragem molecular, dentre as quais destaco o método da dinamica molecular. Nesse
trabalho, usamos as funcdes de movimento da mecanica cldssica para prever o movimento
dos atomos no espaco de fase e um modelo atdmico de campo de forca que calcula a
energia potencial usando uma representacdao simpldéria do dtomo e de suas ligacdes. Os

detalhes serdo apresentados nos préximos tépicos.

2.2 Mecanica Classica

A mecanica cldssica foi desenvolvida no século XVII por Isaac Newton para descrever
a dinamica dos corpos. Segundo Newton, forcas externas interagem com a particula,
produzindo uma forca resultante que descreve o movimento da particula: uma equacgao
diferencial da velocidade em func¢do do tempo, que também é expressa pelo produto da
massa e aceleragdo.
dv

m— = ma Equacdo 4
dt

F=

Em que F é a forca, m a massa, V a velocidade, t o tempo e a a acelera¢do da particula,

definida por:

N

d?r

N Equacao 5
dt?
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Em que T denota a posic3o da particula.

Para um sistema conservativo, onde o trabalho é independente do caminho,

U= fr:f F(7)dr, aforca é obtida a partir do negativo do gradiente de uma func3o escalar da

posicdao, chamada de potencial ou energia potencial, U.

ou

— Equacao 6
ot auas

oo

Conhecendo-se a posicdo da particula no tempo t, sua velocidade e a forma do
potencial é possivel prever sua posicao e velocidade dentro de um intervalo de tempo t + dt.
A trajetéria tomada pela particula pode ser determinada através de associacdes iterativas

das equagdes de movimento de Newton.

2.3 Formas de Energia

A energia potencial depende do tipo de interacdo que a particula experimenta:
energia potencial gravitacional e elétrica sdo alguns exemplos. No campo das simulac¢des
moleculares, a energia potencial é derivada das forcas que atuam sobre os dtomos, que
podem ser obtidas resolvendo as equacGes da mecanica quantica (QM, Quantum
Mechanics). No entanto, sdo equacdes diferenciais dificeis de serem resolvidas porque
dependem da interacdo simultanea de muitos corpos, o que limita o nivel de precisdo a
algumas dezenas de atomos. Para sistemas maiores, como os estudados nesta tese, o uso de
QM é proibitivo. Assim é necessario recorrer a uma forma aproximada de calcular a energia

do sistema, como por exemplo a Mecanica Molecular (MM, Molecular Mechanics).

Segundo a MM, os dtomos sdo descritos por esferas macicas de carga pontual ligadas
umas as outras por “molas”. As interacdes entre os dtomos sdo regidas por um campo de
forcas paramétrico descrito por potenciais de interacdo covalentes (ligacdo, angulo e diedro)

e ndo-covalentes (eletrostatico e de Van der Waals).
Utotal = Uligacﬁo"’ Uéngulo + Udiedros T Uvpw + Uel Equagdo 7

Em que Uiwta € a energia potencial total, Uligacio, Uanguio € Udiedros S30 0S respectivos

potenciais de ligacdo, angulo e diedros, e Uypw e U sdo os potenciais que descrevem as

33



Doutorado Metodologia Carlos H. B. da Cruz

interacdes de van der Waals e eletrostatica, respectivamente. Algumas funcdes de energia
incluem um termo de acoplamento entre os trés primeiros termos da equacdo. Cada termo
da Equacdo 7 é uma funcdo paramétrica das coordenadas dos dtomos, cujos parametros sdo
normalmente obtidos a partir de dados experimentais e/ou tedricos de um conjunto de
moléculas pré-estabelecido. Eles dependem da natureza e topologia do dtomo, de modo que
podem ser transferidos de um sistema para outro por similaridade, formando assim um
grupo de atomos especificos de uma determinada classe de moléculas quimicamente
semelhantes. Dessa forma, é possivel calcular propriedades fisicas de sistemas com milhares
de dtomos. Os modelos da mecanica molecular usam um nivel de detalhe atomistico que

permite avaliar apenas o movimento nuclear negligenciando os efeitos eletronicos.

No entanto, ainda ha casos em que a descricao eletrénica é fundamental, como por
exemplo a quebra e formacdo das ligacdes quimicas numa reacdao enzimdtica. Uma
alternativa é dividir o sistema em duas regides: uma regido pequena, que é da competéncia
da mecanica quantica, e outra composta por todos os dtomos restantes, onde atuara o
métodos da mecanica molecular. A combinacao desses dois métodos é chamado de hibrido

QM/MM.

Em nossa abordagem, buscamos entender o mecanismo de inibicdo da IDE pelo ATP
na quebra do APB42 do ponto de vista estrutural e reacional. Portanto, usamos a MM para
avaliar os efeitos estruturais, tais como interacdo proteina-proteina e mudancas
conformacionais, e o método QM/MM para determinar o perfil da reacdo enzimatica. Os

topicos a seguir descreveram as fun¢Ges empregadas nos métodos MM e QM/MM.

2.4 Hamiltoniano Classico

A forma analitica dos potenciais de interacdo depende do tipo de campo de forgas.
Alguns exemplos sao MM2[71], MM3[72], CHARMM](73], GROMOS[74] e AMBER.[75] O
presente estudo foi realizado usando o campo de forgas FF99SB contido no pacote de
programas do AMBER 12.[76] Este campo de forcas foi projetado para simular proteinas e

acidos nucleicos, e usa os seguintes potenciais de interagao:
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Utotal = Z Kr(r - I'eq)z + Z Ke(e - eeq)2

ligacées Angulos

Vi A; By qiq; Equacgao 8
Vo g Y[R B
" L e @y .lR%2+R?j R,

Diedros i<j

Em que Uwtal € a fungdo de energia potencial total em funcdo da posicdo dos atomos. Os
valores de req, 8eq € ¢ sao os valores de referéncia de distancia de ligacao, angulo e diedro,
tipicamente obtidos dos dados de estrutura de raio-X, os valores de K, Kg, vy, Aij, Aij, Ajj, i e
g; sdo parametros geométricos e eletrénicos empiricamente definidos no processo de
parametrizagdo er, 0 e ¢ os dados geométricos instantaneos da molécula gerados durante
a simulacdo. Os trés primeiros termos da equacdo acima definem, respectivamente, as
ligacOes, angulos e diedros, enquanto que os demais termos descrevem os potenciais de

interacdo entre pares nao ligados e de natureza eletrostdtica e de van der Waals.

2.5 Hamiltoniano Hibrido

No método QM/MM a molécula é dividida em duas regides, uma QM e outra MM. A
regido QM deve conter os atomos que participam efetivamente dos eventos onde a
descricao eletronica é crucial, e a regido MM deve ser aquela com maior nimero de atomos
cujo efeito simula o ambiente molecular. Essa regidao é normalmente constituida por todos
os atomos que nao fazem parte da regido QM. Basicamente, sdo trés termos que definem a
particdo da energia QM/MM. O primeiro e o segundo termo definem as energias quantica e

classica e o terceiro a energia de acoplamento entre as duas regides.
Uetr = Ugm + Umm + Ugm/mm Equacdo 9

Em que Ueir € a energia efetiva, Ugm € a energia da regidao quantica, Uum é a energia da

regido classica e Ugm/mm € a energia de fronteira, que conecta a regiao QM a MM.

2.5.1 Particdo de Energia QM

O Self Consistent Charge Density Functional Tight Binding (SCC-DFTB)[77] é um

método QM baseado na teoria do funcional da densidade (DFT, Density Functional
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Theory)[78] e na aproximacdo Tight Binding (TB)[79] por um esquema auto-consistente de
aprimoramento da carga chamado de Self Consistent Charge (SCC). O SCC-DFTB tem sido

aplicado com sucesso em varias reagdes enzimaticas.[80]-[83]

Na aproximacdo TB o funcional da densidade eletrénica é obtido a partir de uma
expansao de segunda ordem com relagao a flutuagao de uma densidade de referéncia, po.

Dessa forma, o funcional da energia SCC-DFTB, USSC-DFTB pode ser definido como

occ

. 1
USCC_DFTB = Z(Ll-’ilHO'Lpi) + Urep + Ez AqochBY(xB Equagéo 10
af

1

Em que o primeiro e segundo termo correspondem aos niveis energia e ao potencial

repulsivo de curto alcance obtidos da teoria DFTB,[79] e o terceiro termo descreve a

flutuacdo da densidade de carga entre dtomos vizinhos o e 3 (aproximacgdo TB), Aq,, e AqB,

as cargas atOmicas sdo calculadas pela particdo de Mulliken e modificadas iterativamente

através do esquema SCC.

O funcional da densidade eletronica é calculado com base na combinacao linear dos
orbitais atdomicos (LCAO, Linear Combination of Atomic Orbitals), onde os orbitais sdo
descritos por um conjunto de fun¢des de base minima do tipo Slater, Y; = Z# Cui®y- Eles

sdo usados para calcular os elementos da matrix Hamiltoniana (Equacdo 11).

elJ. ) se (Pp_ = (pV;
H,, = (CPulH(Pa + ps)|(Pv> ,Sse @, Eaey, € Equagdo 11
0 ,caso contrario

Em que €, € a energia do atomo u e (cpu|H(pa + p3)|(pv) é o termo usado para calcular a
energia associada ao hamiltoniano de dois centros u e v, H,. Nessa abordagem, os termos
de trés centros sao negligenciados. Os hamiltonianos e os elementos da matriz de

sobreposicao, S,,,, sdo parametrizados para uma variacdo das distancias entre dois atomos,

v

ambos descritos nas Equacdo 12 e Equacao 13

N
~ 1 N
Hy = (‘Pu|H0|‘Pv> + ES“" Z(Yaz + vge) Aqe Equagdo 12
§
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S = ((pu|cp\,); YUE a,v € B Equagdo 13

Em que v,z e ypge sdo fungdes analiticas que corrigem limites, quando a distancia entre os
atomos é muito grande. O SCC-DFTB foi implementado no programa Sander, parte do pacote
de programas do Amber 12,[84] e parametrizado para atender, entre outros, os atomos
normalmente utilizados em sistemas biolégicos (C, H, O, N e S) e os relevantes nos processos
bioquimicos (P, Zn, Mg e Na).[85] Além de ter a eficiéncia computacional comparavel a dos
métodos semiempiricos baseados no formalismo Hatree—Fock, como Austin Model 1
(AM1)[86] e Parameterized Model 3 (PM3),[87] o SCC-DFTB se sobressai a estes na predicdo
de geometrias, frequéncias vibracionais, energias de interacdo e energias reacionais, que sdo
por vezes comparaveis com os mais robustos métodos de quimica quantica, como por
exemplo o método de perturbacdo de Mgller-Plesset de Segunda Ordem (MP2).[88] Devido
a essas vantagens, esse foi nosso método de escolha para os cdlculos que requerem o

tratamento quantico.

2.5.2 Energia de Acoplamento QM/MM

A energia de acoplamento QM/MM, também chamada de energia de fronteira,
guantifica a energia das interaces entre os dtomos da regido QM e MM.[68], [69] Os
atomos MM interagem parametricamente com os atomos QM através de interacdes

eletronicas e de van der Waals.

dm Zoqm Aav  Bam
Hom/mm = — — + l; + Z {sz - RZ Equacdo 14
™ iM ™ aM M aM aM

Em que os subscritos M, i e a correspondem aos atomos MM, elétrons e nucleos QM,
respectivamente, q corresponde a carga da particula, Z ao numero atémico, r a distancia
elétron/carga, R a distancia nucleo/carga e Aqm e Bam sdo pardmetros de van der Waals. Os
dois primeiros termos da direita sdo os termos eletrostaticos do acoplamento QM/MM para
os elétrons e nucleos. O ultimo termo descreve as interacdes de van der Waals. A inclusdo
desse termo admite que a regido QM sofra influéncia das cargas pontuais da regidao MM

durante o calculo da energia QM. Isto permite que o ambiente molecular crie um campo
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elétrico na regido QM capaz de estabilizar estruturas criticas e guiar rea¢bes por caminhos

antes nao observados em fase gas ou condensada.

2.5.3 Link Atoms

A energia reacional é muito sensivel a escolha da particao molecular dos fragmentos
QM e MM. Em muitos casos, a separac¢do entre essas duas regides precisa ser feita ao longo
de uma ligacdo covalente que conecta os dois fragmentos, resultando em um sistema QM
com valéncias incompletas. Existem vdrios métodos que tratam a conexdo entre os
fragmentos QM e MM de forma a completar a valéncia na parte QM, tais como o LSCF[89] e
0 GHO.[90] Estes dois métodos usam orbitais hibridos paramétricos localizados préximos aos
atomos QM de fronteira para mimetizar o efeito dos dtomos vizinhos, de forma que nenhum
atomo é adicionado ao sistema QM. No entanto a solucdo mais simples, e utilizada no
AMBER, simplesmente completa a camada de valéncia dos dtomos de fronteira com Link
Atoms (LA), geralmente hidrogénios, posicionados ao longo da ligacdo a ser quebrada com a
distancia tipica de ligagdes simples C-H.[91] Os LA sdao considerados nos cdlculos QM, mas

nao participam nas interagdes com a regiao MM.

2.6 Dinamica Molecular

O conjunto ordenado de estruturas que representa a propagacdao do sistema ao
longo do tempo é chamado de trajetdria e pode ser obtido resolvendo iterativamente as
equacbes de movimento da mecanica cldssica por algoritmos de integracdo (Verlet,[92]
Velocity Verlet,[93] LeapFrog, Beeman, entre outros). Esse procedimento é baseado na
determinacdo sistematica do valor numérico da posicdio e do momento (velocidade)
instantaneo dos atomos a cada passo temporal, e compde aquilo que chamamos de

dinamica molecular, podendo ser descritos resumidamente em trés etapas. Sao elas:

1. Determinagao da posigao inicial. A posi¢ado inicial dos atomos da proteina é geralmente
obtida a partir de um banco de dados de estruturas cristalograficas. Tomamos como

exemplo o Protein Data Bank (PDB).

2. Determinagao das velocidades iniciais dos atomos. As velocidades iniciais sao

atribuidas aleatoriamente a partir de uma distribuicdo de Maxwell-Boltzmann.[68]
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fve) = (—2 2 mvy Equacdo 15
(VX)_<2nkBT) P\ T 2kgT auas

As velocidades seguintes sdao determinadas por métodos de integracdo e estdo
relacionadas a temperatura no instante t,[68] que pode ser calculada a cada instante

como:

T(t) = Z Equacao 16

Em que T(t), ks, (3N - n) e V; sdo respectivamente a temperatura do sistema no tempo
t, a constante de Boltzmann, o numero de graus de liberdade do sistema e a velocidade

do atomo i no tempo t.

3. Integracdo dos movimentos dos atomos. O algoritmo de integragao produz os
movimentos dos dtomos no tempo t e resolve as equacdes de movimento (Equacdo 4 a
Equacdo 6). Dessa forma, a velocidade e forga sobre os atomos sdo determinados e os
atomos sdo deslocados, gerando um novo conjunto de posicées e velocidades. Isso
acontece sucessivamente em pequenos intervalos de tempo dt, até que o tempo de

simulacdo estipulado seja alcancado.

2.6.1 Condicoes Periddicas de Contorno

Sistemas reais sdao normalmente estudados em fase condensada e sdo muito grandes
para serem simulados computacionalmente. Geralmente, diminui-se o tamanho do sistema
para uma quantidade razodvel, representativa e computacionalmente viavel. Com isso,
alguns efeitos de superficie aparecem na interface entre a fase condensada e o vacuo. Esses
efeitos sdo dominantes e interferem drasticamente no comportamento dos sistemas, e
principalmente no cdlculo de suas propriedades. O problema é reduzido criando imagens
periddicas da caixa de simulacdo em todas as dire¢des do espaco, de modo que os dtomos
da imagem copiem o movimento dos atomos da caixa original.[68], [69], [94] Com isso, O
potencial de interacdo de pares nao-covalentes é modificado para incluir a interacao dos

atomos da caixa original com os dtomos das imagens.
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2.6.2 Interagoes de Curto e Longo Alcance

O cdlculo das interacdes entre pares de atomos ndo-covalentes em uma simulagao de
dinamica molecular é computacionalmente mais caro do que o calculo das interacdes entre
atomos covalentes, uma vez que o nimero de termos covalentes cresce proporcionalmente
com numero total de atomos do sistema (N), enquanto que o nimero termos nao-
covalentes aumenta com quadrado de N. Entdo, existe uma atencdo especial em limitar o

numero de interacdes ndo-covalentes sem prejudicar a qualidade dos resultados.

As interacdes ndo-covalentes sdo divididas em potencial de Lennard-Jones e
Elestrostatico. O potencial de Lennard-Jones alcanga, no maximo, os dtomos das imagens
vicinais (conversdo minima de imagens) e decai rapidamente a zero com o aumento da
distancia entre os dois atomos. Entdo, para minimizar o tempo computacional, calcula-se as
interacOes entre os atomos que estdo dentro de um raio de corte, normalmente ajustado
para ser ndo mais que a metade do comprimento do menor lado da caixa de simulagdo. Com
isso, o potencial é trucando e todas as interacdes com os atomos fora do raio de corte sao
zeradas. Ja o potencial eletrostatico alcanca os atomos da série infinita de caixas periddicas
(n4L, nyL, n;L), bem como a interagdo entre os atomos das imagens. Neste caso, o potencial

é modificado para incluir a interacdo entre esses dtomos, adotando a seguinte forma:

= ZZ Z di9; Equagao 17
Uete = 2 4meg|ry; + |

n i=1j=1

Em que n é a posicao (nxL, nyL, n;L) da réplica na série de imagens periddicas, nx, ny e n,
s30 numeros inteiros e L o comprimento da caixa cubica. E evidente que a série n3o inclui a
interacdo quando i =j e n = 0, haja visto que a interagdo ocorre fora da caixa de simulagdo

e entre pares de atomos.

A soma da Equacdo 17 possui termos positivos e negativos ao longo da série,
constituindo uma série convergente condicionada que decai muito lentamente. Esse
problema é resolvido usando o método da soma de Ewald. No método de Ewald, a carga
pontual é circundada por uma distribuicdao gaussiana de cargas de sinal oposto para blindar o
efeito das interacdes carga-carga. Esse efeito é eliminado adicionando uma nova distribuicdo

de carga, agora na forma esférica, em cada carga pontual. A é soma transferida para o
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espaco reciproco, onde converge com mais rapidez do que a soma das cargas pontuais no

espaco real. Assim, a equacdo no espaco real adquire a forma

B ZZZ qid; erfc((x|r1] +n|)
Uete = 3 4me,  |ry +n

n i=1j=1
I 1 g edn? K2
+ EZZZm ame, k2 P\ a2 cos(k'1ij)  Equagso 18
k%0 i=1 j=1
RN
V4 14’“50
1=

Em que erfc(x) é a funcdo de distribuicdo de carga, k sdo os vetores reciprocos e a estar
relacionado a largura de erfc(x). O primeiro termo é a interagdo entre as cargas pontuais e a
distribuicdo gaussiana de cargas de sinal oposto, o segundo termo é a interacdo entre as
cargas pontuais e a distribuicdo esférica e o terceiro termo é o termo de auto interacdo. Na
maneira como a funcdo é escrita, o tempo computacional gasto é proporcional a N
Entretanto, modifica-se a expressdao para usar a Transformada de Fourier Rédpida (FFT, Fast

Fourier Transform), reduzindo o tempo computacional para N3/2,

2.6.3 Simulacao a Temperatura e Pressao Constante

O tipo de andlise usado para delinear as propriedades fisico-quimicas do sistema
depende de como o sistema é definido (ensemble). Em nossas simulag¢des, utilizamos o
ensemble NPT, onde sdo mantidos constante o numero de particulas, a pressdo e a
temperatura. Com ele é possivel calcular propriedades fisico-quimicas importantes em

sistemas bioldgicos.

2.6.3.1 Controle da Temperatura

A temperatura do sistema pode ser calculada a partir da velocidade dos atomos e
estd relacionada a energia cinética total do sistema. As velocidades sdo computadas a partir
das equacbes de movimento Newtoniano e escalonadas para manter a temperatura

constante. Na pratica, o ajuste das velocidades resulta em trajetérias ndo Newtonianas (i.e.,
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ndo seguem a segunda lei de Newton).[68] Este problema é contornado usando um
termostato, tal qual o acoplamento de Langevin.[95] Na dindmica de Langevin uma forca de
friccdo (banho térmico) é incluida nos atomos para eliminar os desvios significativos na

velocidade durante o escalonamento.

ma;(t) = F;(t) + y(©v;(t) Equacdo 19

Em que a;(t), fi(t), vi(t) e U;(t) sdo a aceleracdo, forca derivada do potencial do sistema,

coeficiente de amortecimento e velocidade atémica real do &tomo i de massa m no tempo t.

2.6.3.2 Controle da Pressdo

A pressdao é uma varidvel termodinamica que também é mantida constante em
sistemas bioldgicos, e pode ser calculada assumindo a forca aditiva de pares, como na

Equacao 20.

N N
1 1 - )
P(t) = 0] NkgT(t) + 3 E E Fyry | Equagdo 20

i >
Em que P(t), V(t) e T(t) sdo a pressdo, o volume e a temperatura do sistema no instante t,

N é o nimero de particulas, kg a constante de Boltzmann e F e I s30 a forca e a distancia

entre os atomosiej.

Similar ao acoplamento da temperatura, o acoplamento da pressdo requer a adicao
de um termo extra, T (em unidade de tempo), que afeta a mudanca da pressdo por meio da
variagdo volume.[96] Para isso usa-se um fator escalar, w, que mede a variagdo do
comprimento da caixa de simulag¢do, segundo a equacgdo abaixo.

At 1/3 .
n= [1 ——(P- po)] Equagdo 21
T

Em que At é o passo temporal, P a pressdo instantanea e Po a pressdao desejada.
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2.6.4 Analises Estruturais

2.6.4.1 RMSD

A superficie de energia potencial (SEP) de uma proteina é muito rugosa, podendo
assumir varias conformacdes devido ao seu grande numero de graus de liberdade e da
complexidade estrutural da proteina. Logo, a pouca variacdo na estrutura é um indicativo de
estabilidade molecular, por muitas vezes associados aos valores de menor energia da SEP
para uma determinada regido (minimo local). Isso é feito acompanhando a variagcdo do
desvio quadratico médio (RMSD, Root Mean Square Deviation) dos dtomos do backbone (C,
Ca N e O) da proteina com relacdo a uma estrutura de referéncia, comumente a primeira

estrutura da dinamica (Equacdo 22).

N 2
i=1(§i.j — Ei.O) Equagdo 22
N

RMSD; =

Em que N é o niumero de dtomos da macromolécula, &;; é a posi¢cdo do dtomo i na j-ésima
estrutura da trajetdria e Eio é a posicdo do atomo i na estrutura de referéncia, que neste

caso é a primeira estrutura da dindmica. Na prdatica, o RMSD mede a diferenca geométrica

RMSD

of Protein-H after Isq fit to Protein-H
03e T T o

025 - / N‘J\ M\f; W; W‘L\ MM IW{M

015 1
(‘)lf

0.05 — -

RMSD (nm)

(l‘ 1 ! 1 1
0 500 1000 1500 2000
Time (ps)

Figura 10: Exemplo que ilustra a evolugdo do RMSD de uma proteina em fungdao do

tempo.[97]
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de uma ou mais estruturas com relagdo a uma estrutura de referéncia. Considera-se uma
proteina equilibrada quando a variacdo do RMSD é pequena e converge para um valor
especifico. No exemplo mostrado na Figura 10, a proteina esta equilibrada apds 500 ps,

guando o RMSD atinge um valor médio de aproximadamente 0,25 nm.

2.6.4.2 RMSF

Em bioinformdtica, a flutuacdo quadratica média (RMSF, Root Mean Square
Fluctuation) oferece uma medida da flexibilidade da proteina. Para isso sdo normalmente

usados os atomos do backbone (C, Co. N e O).

N

1 y
RMSF; = NZ (G -&)° Equacdo 23

=1

Em que N é o nimero de estruturas da trajetdria, &i(j) é a coordenada cartesiana do atomo i

na posicdo j da trajetdria, e &, é a média estrutural dos atomos na simulagdo.

2.6.4.3 Estrutura Secunddria

O conhecimento tridimensional da proteina é importante porque estd estreitamente
relacionado com a sua funcdo. No entanto, é falho avaliar a estrutura de uma proteina com
base na sua geometria estatica. As proteinas sdo moléculas dindmicas cuja funcdo depende
de interacdes com outras moléculas. Estas interagcdes promovem mudancgas, por vezes sutis,
na dindmica da proteina, podendo resultar em mudancas significativas na sua conformacao

e funcao.

Em bioinformatica, a estrutura secunddria de uma proteina pode ser avaliada usando
o Método de Identificacdo Estrutural (STRIDE, Structural Identification Method).[98] Este
método usa funcBes empiricas (por exemplo, energia da ligacdo de hidrogénio) e os angulos
de torcdes do backbone para identificar a estrutura secundaria da proteina. Os padrdes sdo
entdo comparados e reconhecidos usando um banco de dados de estruturas secundarias de
proteinas (DSSP, Dictionary of Secondary Structure of Proteins).[99] Na simulacdo, este

procedimento é feito repetidamente para cada estrutura da trajetéria.
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2.7 Encaixe Molecular

Descreverei nessa sessdao a técnica usada em um dos mais populares programas de
encaixe molecular, o AutoDock[100], [101]. Lembrando que as fung¢des e os algoritmos

apresentados aqui podem ser diferentes das usadas por outros programas.[102], [103]

O encaixe molecular, como o préprio nome sugere, é uma técnica que consiste no
alinhamento e encaixe de uma dada molécula em um sitio especifico da proteina ou
receptor, comumente chamado de sitio funcional. Para tal cria-se uma malha de pontos em
torno deste sitio (Figura 11). Em cada ponto da malha é colocada uma sonda de prova. Essas
sondas interagem com os atomos da proteina via potenciais de interacdes empiricos (que
incluem termos de dispersdo/repulsdo, ligacdo de hidrogénio, eletrostatico e dessolvatagio)

para gerar os mapas de afinidade. Sua funcdo é guiar a ligacdao do ligante dentro do sitio da

espacamento do gride(A)

e

ponto do gride

: +
atomos de prova — nz+1

Figura 11: Esquema ilustrativo da malha de pontos criada durante processo de encaixe
molecular A molécula é encaixada dentro dos limites da caixa, onde esta localizado o sitio

funcional [Figura modificada da referéncia 72].

proteina.
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O encaixe é feito segundo varios niveis de precisdo, podendo abranger iniUmeras
técnicas. A técnica mais simples considera a proteina e o ligante como dois corpos rigidos. As
outras técnicas, essas mais precisas, consideram partes da proteina e/ou do ligante flexiveis.
Nestas é permitida a torcdo de determinadas ligacbes da proteina e do ligante além,
obviamente, dos movimentos de rotacao e translacdo. Os movimentos internos do ligante e
do receptor (os de torcdo) sdo geralmente governados por um campo de forgas que pode
estar sujeito a algum tipo de restricdo estrutural. Mesmo para um ligante relativamente
pequeno, existe uma grande variedade de configuracdes que ele pode adotar quando ligado
a uma proteina. Portanto, recorre-se a algoritmos de busca conformacional e técnicas de
previsio da energia livre de ligacdo (ELL). Os calculos de energia livre sdo
computacionalmente dispendiosos, de modo que se faz necessdrio apelar para funcdes
empiricas chamadas de scoring functions.[104] Elas sdo capazes de capturar com rapidez os
efeitos entrépicos e do solvente, e sdo calculadas em dois passos. No primeiro passo sdo
avaliadas as energias intramoleculares do ligante e da proteina individualmente, e no
segundo passo sao calculadas as energias intermoleculares da combinacdo do ligante e da

proteina no seu estado ligado e ndo-ligado.

As scoring functions usadas no AutoDock incluem seis pares de interacdes (V), mais

um termo que representa a entropia conformacional perdida ap6s ligacdo (ASconf):[100]

P-P
AG = (Uhgado - nao hgado) + (Ullgado — Unzo- llgado)

Equacao 24
+ (Uhgado Unao —ligado + TASConf)

Em que L corresponde ao ligante e P a proteina. Cada termo de energia da equacdo acima é
avaliado em termos da dispersdo/repulsdo, das ligacdes de hidrogénio, da energia

eletrostatica e dessolvatacao:

A; B D;; qiq;
U= Wygw Z (r;; rl]> + Wiy Z E(t) (— rTl(l’> + Welet Z ﬁ
ij 0 ij/*ij

7 N ij ij

+ Wsol Z(Sivi + S]'Vi)e(_rij/zcj )
ij

Equacgao 25

Em que Wyaw, WLn, Welet € Wso1 s30 pesos usados para calibrar a energia livre baseada em um

conjunto de constantes de ligacao experimental, as constantes Aj;, Bjj, Cij e Djj sdo baseadas
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em dados experimentais. O primeiro termo é um potencial tipico de interacdo de
dispersdo/repulsdo 6-12 baseado no campo de forca AMBER. O segundo termo é um
potencial que descreve a ligacdo de hidrogénio, e é baseado no potencial 10-12. Nesta
equacdo, a fungdo E(t) determina direcdo da ligacdao de hidrogénio (LH) baseada no melhor
angulo t, e os parametros C e D so calibrados para terem no maximo 5,0 kcal-mol* a 1,9 A
para LH’s entre oxigénio e nitrogénio e 1 kcal-mol- a 2,5 A para LH’s com enxofre. O terceiro
termo é o potencial eletrostatico de Coulomb. O termo final é o potencial de dessolvatacdao
baseado no volume dos atomos vicinais que protegem o ligante do solvente, com o

expoente 6 do parametro de solvatacdo (S) igual a 3,5 A.

2.8 Previsdo de Sitios de Ligacao

Por décadas, o estudo da catdlise e do reconhecimento molecular foram baseados
nas estruturas previstas por resultados cristalograficos e de RMN.[105], [106] S3do estas,
portanto, técnicas cruciais para o desenho racional de moléculas (farmacos) com alguma
atividade bioldgica, algo que sé é possivel através do conhecimento e aperfeicoamento das
interacdes entre o ligante e o alvo. No entanto, nem sempre é possivel determinar o sitio de
ligacdo de uma proteina por cristalografia. H4 também casos em que a geometria do ligante
é desconhecida, dificultando a racionalizacdo e construcao de moléculas para determinados

fins. Dai surge a necessidade de conhecer os sitios funcionais.

Existem varias abordagens com esta finalidade, podendo ser divididas em trés
categorias: comparacao gendmica,[107], [108] forma do ligante correspondente,[109]-[111]
e busca por sitios de ligacdo ou Pocket Search (PS).[112] A técnica de comparag¢do gendmica
consiste em prever o sitio de ligacdo através de comparacdes dos residuos homodlogos do
sitio de ligacdo com os residuos do sitio funcional de um conjunto de proteinas da mesma
familia. Por outro lado, os métodos baseados na forma do ligante constroem a estrutura
molecular baseados em parametros geométricos e quimicos. Os métodos de PS talvez sejam
os mais simples, consistindo apenas na andlise da topologia da superficie da proteina. Assim,
PS é uma ferramenta rapida e de baixo custo computacional, que pode ser encontrada em
diversos programas de bioinformatica, incluindo o programa Chimera.[113] A versdao mais

simples deste método consiste em determinar a superficie da proteina rolando uma esfera
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de diametro compativel com o da molécula de dgua. Em seguida, as esferas de prova sdo
agrupadas no interior das cavidades. Por fim, o volume de cada cavidade é calculado usando
0 numero e o volume das esferas de prova. O método é empirico e nos dd apenas uma
noc¢do de uma possivel posicdo do sitio de ligacdo. Um método mais preciso, desenvolvido

recentemente, é o utilizado pelo programa Autoligand.[114]

2.9 Autoligand

O Autoligand é um programa do pacote de programas do AutoDock Tools (ADT)
destinado a identificacdo de sitios funcionais sem conhecimento prévio da estrutura do
ligante.[114] O programa usa a representacdo atémica do ligante (d&tomos do tipo carbono,
hidrogénio, oxigénio e enxofre) e os mapas de afinidades da proteina para gerar uma
imagem continua do ligante na superficie da proteina chamada de envoltdrio (Figura 12).
Primeiramente, calcula-se os mapas de afinidades em torno da proteina, e, em seguida,

comeca o processo de preenchimento e otimizacdo do sitio de ligacdo, dos quais serdo

Figura 12: A figura mostra a previsao do sitio de ligagdo do inibidor na protease HIV-I
(cédigo do PDB: 1HPS). O backbone da proteina é mostrado em tubo azul, o inibidor é
mostrado em bolas-e-tubos, com os carbonos, nitrogénios e oxigénios colorido de cinza,
azul e vermelho, respectivamente. A figura em (a) mostra o local de ligacdo do inibidor na
proteina, em (b) é mostrado os mapas de afinidade e em (c) os envoltdrios que definem o

local de ligacdo do inibidor.[114]
48



Doutorado Metodologia Carlos H. B. da Cruz

identificados apenas os envoltérios de menor ELL (maior afinidade) que englobam um

determinado niumero de atomos.

Os potenciais de afinidade sdo calculados através de um procedimento similar visto
na sessao Encaixe Molecular. Nestes casos, os potenciais de interacdo sao criados para seis
tipos de atomos; carbono alifatico, carbono aromatico, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e
enxofre, usando uma malha com espacamento igual a 1,0 A e fator de amortecimento igual
a0,5A. Por fim, os tipos de 4&tomos usados sdo colocados um a um e lado a lado nas regides
de maior afinidade com a proteina até que acabe o nimero de atomos designado pelo

usuario.

2.10 Calculo da Energia Livre

Mudancas de estado podem ser avaliadas através da andlise do perfil de energia
livre. Para estes fins, foram elaboradas técnicas que estimam o potencial de forca média

(PMF) W(§) ao longo da coordenada de reagdo &,

(p(®)
(p(&")) Equacdo 26

W(E) = W(E) — kgT ln[

Em que & e W(E") sdo constantes arbitrérias e (p(§)) a fungdo de distribuigdo média ao

longo da coordenada &, obtida da média ponderada de Boltzmann.

~U®R),
dR8(¢'[R] — kgT
(oo = LARECRIZ D e

[dR e /kgT

Equacgao 27

Em que U(R) representa a energia total do sistema em fungdo das coordenadas R e &'[R]
(¢'[R] pode ser uma distancia, angulo, diedro, ou uma ou mais fun¢es do sistema de
coordenadas cartesiana). Dentre as técnicas mais populares para estimar o PMF de reacdes

enzimaticas, a usada nessa tese é a Umbrella Sampling (US).[115]-[119]

2.10.1 Umbrella Sampling

A técnica consiste em dividir a coordenada de reagdo £ em n partes, comumente

chamadas de janelas (Figura 13). Cada janela da umbrella é uma simulagdo restrita por um
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potencial artificial w(§) chamado de potencial de restrigdo. Este potencial tem a forma de
um potencial harmonico w,(§) = % k (§ - EK)Z e sua funcdo é manter as simulagdes no centro
da janela €, ajudando a obter uma amostragem mais eficiente nestas regides, algo que ndo
aconteceria habitualmente no tempo de simulacdo disponivel. Com isso, as simulacdes
restritas passam a ser geradas usando o potencial de energia U(R) + w(§). No final da
dinamica, combina-se o resultado das vdrias janelas e elimina-se o potencial de restricdo

para estimar os valores de W( £ ).[115]-[119]

A

B

Figura 13 A ilustracdao mostra a superficie de energia livre da transicdo do estado A para o
estado B em curvas de niveis. O perfil de energia ao longo do caminho AB (coordenada de
reacdo) pode ser calculada usando umbrella sampling. As janelas da umbrella sdo

representadas na coordenada de reacao.

A fungdo de distribuicdo restrita (p(§))(; € obtida a partir de um conjunto de i

simulagdes irrestritas (p()), e tem a forma:

—Wi(f)/k r
B

PO = 5 —(0(®) Equacio 28
e kgT)

Sendo assim, o PMF irrestrito da i-ésima janela é

P®]

o) w;(§) + F; Equagdo 29

W(E) = W(E) —kgTIn [

Em que a constante indeterminada F; é definida a partir de

—Fj —Wj .
e /kBT = (e (E)/kBT> Equacao 30
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A funcdo representa a energia associada ao incorporar o potencial de restricdo. Este
ultimo passo é comumente executado usando o método de andlise do histograma

ponderado (WHAM, Weight Histogram Analysis Method).[120]

O PMF é sensivel as condicdes da DM, ao passo que a constante de restricdo e o
tamanho das janelas devem ser ajustados para produzir um histograma continuo de uma
amostragem de estruturas energeticamente descorrelacionadas. Os deslocamentos § devem
ser distribuidos em torno do centro de cada janela, de modo que seja permitida apenas a

ocorréncia de pequenas sobreposicdes entre as janelas adjacentes.

2.10.2 WHAM

Para n simulacdes restritas de uma US, o método WHAM (Weighted Histogram
Analysis Method) combina as n fungdes de variagbes de & das simulagdes irrestritas
[(p(E))]i(ﬁ)r para obter a probabilidade de distribuicdo total (p(¥)).

. wi(§) —F; ~
Ko =e /s (@) e kT Equagdo 31
Assim, (p(§)) é uma combinagdo linear de n-distribuigdes dependentes de

probabilidade irrestritas:

Equacgao 32

= , e~ [wi(®)-Fil/kgT
0©) = Y Lo x [ - ]
i=1

3 nje—[wj(i)—Fj]/kBT

Substituindo a Equacdo 32 na Equacado 28, temos a densidade de probabilidade total:

n 1 =
_ ' | Equagdo 33
(p(®) ;mp(z»m x [Z?zlnje_[wj(a_l:ﬂ/kﬂ]

A energia livre da transicao é a soma do produto da densidade de probabilidade e da

funcdo de energia associada ao deslocamento:
o-Fi/ksT — f e Wi®/K8T (0(E)) dE Equaciio 34

As constantes de energia livre Fj sdo calculadas iterativamente até a convergéncia do
processo.
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2.11 Constante de Velocidade

As reacgles sdo tipicamente calculadas usando a teoria do estado de transicdo (TST,
Transition State Theory), também conhecida como teoria do complexo ativado ou teoria da

constante de reacao absoluta.[121]-[123] A TST é baseada em trés principios basicos:

1. A reacdo de um estado inicial para um estado final caminha ao longo da superficie de
energia potencial e atravessa um estado de maior energia localizado na coordenada de
reacao entre os reagentes e produtos, comumente chamado de estado de transi¢cdo ou

complexo ativado;
2. As espécies quimicas do estado de transicdo estdo em equilibrio com o estado reagente;

3. A constante de reagdo é igual ao produto da concentragao das espécies do estado de
transicao (formado a partir do estado reagente) e da frequéncia com que essas espécies

passam para o estado produto.

Portanto, se numa reacdo enzimadtica as espécies quimicas entre o reagente e o
estado de transicdo caminham sobre uma superficie de energia potencial modelada por
métodos hibridos e dirigida por potenciais de forca que satisfazem a TST, entdo a constante
de velocidade pode ser expressa por uma forma alternativa da equacdo de Arrhenius
dependente da temperatura, T.

_aGH <
K(T) = y(T)kB—Te( AG (T)/RT) Equagdo 35
h

Em que Kk(T) é a constante de velocidade obtida da teoria do estado de transicdo, y(T) o
coeficiente de transmissdo, h a constante de Planck e AG* a energia livre de ativacdo de

Gibbs, definida por
AG* = W(T,z*) — [W(T,zg) + GR(2)] + C(T, 2) Equagdo 36

Em que zz e z* s30 os valores da coordenada de reacdao no estado reagente e no estado de
transicdo, GR(z) a energia livre do reagente ao longo da coordenada de reagdo z, C(T, z) um
termo de corre¢do da coordenada de reagdo ndo retilinea e W(T, z) o PMF obtido através da

equagao
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W(T, z) = —RTIn[p(T,z)] + W° Equacgdo 37

Em que p(T,z) é fungdo de densidade de probabilidade de z, que pode ser obtida de uma
técnica de perturbacdo de energia livre, como, por exemplo, a Umbrella Sampling, e W° é o a

constante de integragao.

Nessa tese, discutiremos a cinética da reacdo em termos da constante de velocidade
relativa, obtida a partir da divisdo da constante de velocidade da reagdo sem ATP com e com

ATP, expressa por

£ P
AG -AG -
CATP SATP/ Equacdo 38

kR:e B

t e ~ . . . ~
Em que AG,rp € AGZ,rp Sd0 as energias livre de ativacdo da reacdo com e sem ATP,
respectivamente. Dessa forma, o fator pré-exponencial A é eliminado, simplificando a

analise dos resultados.

53



Doutorado Procedimento Computacional Carlos H. B. da Cruz

3. PROCEDIMENTO COMPUTACIONAL

3.1 Simula¢ao de Dinamica Molecular Revela o Mecanismo de
Inibicao da IDE pelo ATP na Quebra do AB42

Na tentativa de elucidar o mecanismo de inibicdo da IDE pelo ATP na clivagem do
amildide-f3 42, criamos trés sistemas: IDE-APB42 (sem ions), IDE-AP42 na presenga do ATP
(IDE-AP42+ATP) e na presenca de NaCl (IDE-AB42+NaCl). A estrutura inicial de cada sistema
foi construida a partir da estrutura cristalografica da IDE monomérica complexada com o
AP42 (codigo no PDB: 2WK3). Nesta estrutura, todas as cisteinas e o GLU111 foram
modificados durante o processo de purificacdo e cristalizacdo para manter a enzima na
forma inativa (ver Tabela 1). Como resultado, uma molécula de dgua importante para o
mecanismo catalitico, que estaria ligada ao GLU111 e ao zinco, também ndo aparece na
estrutura cristalografica. Devido a grande mobilidade do AB42 dentro da camara catalitica,
apenas dois pequenos fragmentos foram detectados na difracdo de raios-X, os fragmentos
1-3 e 16-22. O mesmo problema ocorre na deteccao de um alga flexivel entre os residuos
SER965 e ASN979 da IDE. Portanto, para restaurar a sua forma ativa, foi necessario (i)
desfazer as mutagdes das cisteinas e GLU111, (ii) reconstruir o AR42 e a alga 965-979, (iii)
ajustar e alinhar o amiléide dentro da cdmara catalitica com os fragmentos cristalograficos
fixos na posicdo experimental. Os passos (i) e (ii) foram executados usando o programa
DeepView[124] (SwissPDB), (iii) foi realizado com o programa LEaP,[91] parte do pacote de
programas AmberTools12, e o ultimo passo (iv) usando a interface do AutoDock Tools e os
programas AutoGrid4.2 e AutoDock4.2.[125] Neste ultimo foi permitido rotacionar as
ligacdes ndo-peptidicas dos dtomos do backbone do AP42, totalizando 60 rotdmeros. E
importante salientar que o programa AutoDock foi estruturado para fazer encaixes de
pequenas moléculas, sendo assim o programa executa encaixes flexiveis com até 32
rotameros. O AB42, por sua vez, é um polipeptidio de 42 residuos que possui, pelo menos,
200 rotametros, sendo 67 essenciais, dos quais 60 foram utilizados, 28 rotametros a mais do
gue permitido. Este problema foi contornado modificando os parametros que definem o
nimero maximo de tor¢des. Foram utilizados no encaixe uma malha de pontos centrada em

20,975, 2,171 e 20,14 A, com dimensdes iguais a 27,75, 43,50 e 37,50 Ae espacamento igual
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a 0,357 A. Cinquenta populacdes cada com 2.500.000 ajustes foram calculadas usando o
algoritmo genético Lamarckiano de busca conformacional. Por fim, o estado de protonacao

dos residuos foram determinados com o MolProbity.[126]

Construimos o modelo molecular do sistema IDE-AB42+ATP a partir das coordenadas
da IDE-AP42 sem ions (ver Figura 14). O ATP foi encaixado na IDE entre os residuos que

compdem o sitio de ligacdo (SER901, LYS898, LYS899 e ARG429).[127] Nestes calculos foi

Tabela 1: Mutagdes introduzidas no complexo IDE+APB42
durante o processo de purificacdo e cristalizagado.

Numero do Residuo Residuo Nativo Residuo Mutante

110 LEU CYS
111 GLU GLN
171 SER CYS
178 ALA CYS
257 VAL CYS
414 LEU CYS
573 ASN CYS
590 SER CYS
789 SER CYS
812 ALA CYS
819 ALA CYS
904 SER CYS
966 ASN CYS
974 ALA CYS

permitido rotacionar algumas liga¢cées dos aminoacidos do sitio catidnico e do ATP. Para tal,
foram utilizados um malha de pontos centrada em -15,054, 8,689 e -24,777 A, com
dimensdes iguais a 15,000, 15,000 e 15,000 Ae espacamento igual a 0,357 A. Assim como no

encaixe do AP42, cinquenta populagdes cada com 2.500.000 ajustes foram calculadas
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Figura 14: Estrutura inicial da simulagdao IDE-AB42 mais ATP apds o tratamento do arquivo
PDB descrito no texto. As moléculas de agua sao ocultadas para facilitar a visualizagdo. O
fragmento do amiléide em preto ndo é detectdvel no raio-X, e foi construido a partir da
posicdo experimental dos fragmentos 1-3 e 16-22 (em vermelho). O fragmento

reconstruido 966-978 é mostrado e azul.

usando o algoritmo genético Lamarckiano de busca conformacional. O encaixe do A42 e do

ATP foram combinados para montar o sistema IDE-A42+ATP.

O modelo molecular da IDE-APB42+NaCl (em solugdo salina de cloreto de sédio) foi
construido a partir das coordenadas do sistema IDE-Af342 sem ions. Cinco unidades extras
de Na' e CI” foram adicionadas aleatoriamente usando um potencial Couldmbico em uma
malha com 1,0 A de resolucdo em torno da IDE. Posteriormente, todos os sistemas foram
hidratados com moléculas de dgua do tipo TIP3P em uma caixa octaédrica com 10 A de
distancia entre a borda da caixa de simulacdo e a enzima (buffer). As cargas totais dos dois

sistemas solvatados foram neutralizadas adicionando ions de Na*. A adicdo dos fons e a
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solvatacdo dos sistemas foi feita usando o programa LEaP. Os dados de cada um dos

sistemas estao disponiveis na Tabela 2.

O procedimento computacional adotado para todas as simula¢des é usual e serd

descrito a seguir. Inicialmente, possiveis conflitos estruturais entre as moléculas de dgua e a

Tabela 2: Nimero de moléculas d’agua, ions de Na+ e Cl- e atomos dos
sistemas sem ions (IDE-AP42), com ATP (IDE-AB42 + ATP) e em solugdo
salina de NaCl (IDE-APB42 + NaCl).

Sistemas Aguas fons Na* fons CI” Atomos
IDE-AP42 20.161 22 - 76.884
IDE-AP42+ATP 20.303 26 - 77.357
IDE-AP42+NacCl 20.325 27 5 77.386

enzima foram removidos através de sucessivas etapas de otimizacdo estrutural: 1.000 passos
usando o algoritmo steepest descent, seguidos de 9.000 passos com o algoritmo conjugate
gradient. Em ambos os casos, foi permitido mover apenas as moléculas de dgua. Em seguida,
a estrutura do sistema inteiro foi otimizada usando o mesmo procedimento, agora sem
nenhuma restricdo estrutural. Todos os sistemas foram aquecidos lentamente de 0 a 300 K
durante 800 ps, seguidos de 2 ns na temperatura final, com passo temporal de 1,0 fs, a
volume constante e com os fragmentos 1-3 e 16-22 do AP42 restritos na posigdo
experimental. Finalmente, os sistemas foram simulados por pelo menos 40 ns com 2,0 fs de
passo temporal, a 1,0 atm e 300 K e sem nenhuma restri¢cdo estrutural. Em todos os casos, a
temperatura foi controlada usando o termostato de Langevin[128] com frequéncia de
colisdo igual a 2 ps™ e a pressdo usando o barostato de Berendesen[129] com tempo de
relaxacdo de 2 ps. O algoritmo SHAKE foi usado em todas as simula¢des, o raio de corte
utilizado para as interacdes n3o-covalentes foi 12 A e as interaces de longo alcance foram
calculadas usando o Particle Mesh Ewald (PME). O zinco do sitio ativo foi tratado como uma
carga 2+, de acordo com trabalhos anteriores de Bora et al.[65] O campo de forca AMBER
ff99SB foi usado para o peptideo e a proteina.[91] Os parametros do ATP foram obtidos a
partir de Meagher e colaboradores,[130] e dos fons Na* e CI” de Aqvist.[131], [132] Todos os
calculos de minimizacdo de energia e DM foram conduzidos com os programas Sander e
PMEMD, e os resultados tratados com o programa ptraj, parte do pacote de programas
AMBER12.[91] O mapa de estrutura secundaria foi gerado usando o método STRIDE,[133]

disponivel como parte do programa Visual Molecular Dynamics (VMD).[134]
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A energia de interagdo IDE-AP42 foi estimada usando o método Umbrella
Sampling.[135], [136] O ATP foi gradualmente separado do amildide através de sucessivos
calculos de dindmica molecular no qual um potencial harménico (bias) de 60 kcal-mol *-A™
foi usado para restringir a distancia entre o centro de massa (CM) dos atomos do ATP e o CM
dos carbonos-o. dos residuos ser26 e lys28. Trinta janelas separadas por 0,3 A foram
necessarias para cobrir toda a coordenada de reacdo. Inicialmente, a estrutura inicial de
cada janela foi gerada por sucessivas otimizacdes de geometria restritas, iniciadas a partir da
geometria otimizada da janela anterior. Em cada otimizacdo, 1.000 passos com o algoritmo
steepest descent seguidos de 9.000 passos com o algoritmo conjugate gradient foram
usados. Em seguida, cada janela da umbrella foi submetida a 1,8 ns de simulacdo com a
pressdo e temperatura de 1,0 atm e 300 K. Finalmente, os resultados foram convertidos em
PMF usando o método WHAM,[137], [138] com tolerancia de convergéncia de 0,00001 na

energia livre (adimensional), usando apenas o ultimo 1,0 ns de cada trajetodria.

O movimento dos atomos nos calculos de DM é governado pelas leis de Newton e as
velocidades iniciais geradas aleatoriamente de acordo com a distribuicdo indicada na
Equacdo 16. O processo é cadtico e os resultados sdao obtidos calculando a média das
propriedades termodinamicas, de modo que estes valores estdo diretamente associados a
amostragem. O tempo de simulacdo nos calculos de DM é finito, o que pode levar a
resultados tendenciosos, provenientes de artificios da simulacdo. Entdo surge a necessidade
de aumentar a amostragem. Isto pode ser feito avaliando o comportamento de um nimero
de réplicas do sistema. O ponto central do nosso trabalho gira em torno da existéncia de
interacdes intermoleculares entre o ATP e o amiléide, uma vez que estas interacdes podem
ser responsaveis por prender a IDE na forma inativa. Portanto, uma réplica de cada sistema
proposto foi simulada para avaliar a existéncia de possiveis artificios da simulacdo. A
estrutura inicial de cada réplica foi escolhida combinando as trajetdrias originais em trés
conjuntos (clusters) com o algoritmo hierdrquico,[139] usando como métrica o RMSD dos
atomos do backbone do amildide. A estrutura representativa do cluster de menor ocorréncia
foi usado como estrutura inicial da dindmica molecular das réplicas, e as simulacdes
conduzidas usando o mesmo protocolo do sistema original, porém com as velocidades
iniciais geradas a partir de sementes diferentes. No caso da simulacdes sem ions, a ligacao
entre a TYR831 e o phel9 (d9), que existe na estrutura cristalografica, ndo existe na
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estrutura inicial da réplica escolhida, levando a resultados inconsistentes (ver a discussdo).
Portanto, executamos uma terceira réplica deste sistema iniciando a partir da estrutura

representativa do grupo 2 (2° mais populoso).

3.2 Elucidacdao do Mecanismo de Degradacao do Af42 pela
IDE na Auséncia e Presenca do ATP

Das trajetdrias obtidas anteriormente, foi escolhida uma estrutura representativa de
cada sistema para dar inicio as reacdes que serdo apresentadas neste sessdo (sistema sem e
com ATP). Em ambas as estruturas, o nitrogénio da HIS108 e HIS112, os dois oxigénios
carboxilicos do GLU189, o oxigénio carbonilico da phel9, e o oxigénio da molécula de agua
reativa estdo ligados no ion Zn** formando a primeira esfera de coordenag3o. Os residuos
GLU111, GLU182, THR220, ARG824 e TYR831 formam a segunda esfera de coordenacao, e
desempenham uma func¢do chave no processo de reconhecimento, ligacdo e quebra do
substrato, e estabilizacdo da estrutura do sitio ativo.[140], [141] O GLU111 participa
ativamente no processo catalitico auxiliando na transferéncia do préton H2 de O1 para N7,
enquanto que a cadeia lateral da ARG824 e TYR831 ajuda na fixacdo do substrato e
estabilizacdo das estruturas da reacdo: o grupo amino da ARG824 interage com o oxigénio
carbonilico da phe20, assim como o grupo hidroxila da TYR831 interage com o oxigénio
carbonilico da phel9. Todas essas interacdes sdao observadas na auséncia e presenca do ATP,
com excegao da ultima, que é desfeita na presenga do ATP, como mostrado na Figura 15.
Neste ultimo caso, a populacdo de ligacdes de hidrogénio TYR831-phel9 é reduzida,
enquanto que a ligacdo de hidrogénio TYR831-ala21 é formada. As reacdes investigadas

comecam a partir das estruturas de maior incidéncia.

Em nosso esquema QM/MM, a energia da regido QM foi calculada usando o método
SCC-DFTB[142] e o resto da enzima foi tratado com o campo de forcas AMBER FF99SB.[143]
De acordo com o método QM/MM,[144] o sistema é dividido em duas regides: QM e MM. A
regido QM inclui os dois residuos do AB42 envolvidos na quebra da ligagdo peptidica (phel9
e phe20), os residuos do sitio ativo (HIS108, HIS112, GLU189 e Zn*"), o aminoécido catalitico
GLU111 e a molécula de 4gua ligada ao zinco. Para reduzir os efeitos da fronteira QM/MM, o

carbono-a da vall8 e o nitrogénio da ala21 foram adicionados na regido QM. Link atoms de

59



Doutorado Procedimento Computacional Carlos H. B. da Cruz
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Figura 15: Geometria inicial dos residuos em torno do sitio ativo dos sistemas (A) IDE-AR42

sem ions e (B) com ATP.

hidrogénio foram adicionados para completar a valéncia dos atomos da fronteira QM/MM,
totalizando 120 atomos QM (ver Figura 16). O resto do sistema (regido MM) é composto por

mais de setenta mil atomos.

As reacles na auséncia e presenca do ATP foram conduzidas controlando apenas a
distancia entre os atomos envolvidos na formacdo da ligacdo quimica C6-01 [r(C6-01)] e
N7-H2 [r(N7-H2)]. Ao fazer isto, nenhum controle é imposto aos outros 4tomos, permitindo
gue esses se movimentem livremente na direcdo de menor energia. A superficie de energia
livre completa, resultado da escolha dessas duas coordenadas, foi calculada testando
combinacgbes de r(C6-01) e r(N7-H2), totalizando 66 janelas. A determinac¢do do perfil das

reagdes usando US requer um compromisso entre a constante de forga da restricdo e a
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Figura 16: Atomos que compde a regido MM e QM.

distancia entre as janelas. A DM das janelas sob tais condi¢des produz um histograma de
deslocamento atomico continuo ao longo da coordenada de reac¢do cujo PMF, interpretado
como energia livre, é obtido a partir da andlise WHAM.[138] Essas energias sdo
extremamente sensiveis as condi¢cdes da dindmica, ao passo que o ajuste da janela e da
constante de restricdo é arbitrario. Logo, a determinacdao desses parametros é um trabalho
de experimentacdo. Notamos que deveriamos combinar dois tipos de janelas para estes
sistemas: as janelas proximas dos estados fundamentais, tais como os reagentes,
intermediarios e produtos sdo separadas por 0,2 A de distancia e restritas por um potencial
harménico com constante de restricdo, kpias, igual 400 kcal-mol *-A2, ja as janelas proximas
aos estados criticos, tais como os estados de transicdo, sdo separadas por 0,1 A de distancias
e restritas por um potencial harménico com kyi.s igual a 800 kcal-mol™-A~2. Com a varredura
é possivel obter o mecanismo de reacdo, o caminho de menor energia e a etapa

determinante da reacao.

Em todos os casos, a geometria inicial de cada janela foi determinada por sucessivos
calculos de otimizacdao de geometria restrita, usando o método steepest descent, com 1.000
ciclos de minimizacdo. Apds a minimizacdo, cada janela foi aquecida continuamente de 0 a
300 K por 3 ps, com passo temporal de 0,5 fs, em volume constante. Em seguida, as janelas
foram simuladas durante 22,0 ps com passo temporal de 1,0 fs, em temperatura e pressao
constantes de 300 K e 1 atm, totalizando mais de 4,0 ns de simula¢do. Toda as anadlises

consideram apenas os 15,0 ns finais de cada simulacdo. Em todas simulac¢des, as interacdes
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de longo alcance foram tratadas com o método PME, e as interacdes eletrostaticas e de van
der Waals com o raio de corte igual a 10 A. A temperatura foi controlada usando o
termostato de Langevin com frequéncia de colisdo igual a 2,0 ps %, e a pressdo usando o
termostato de Beredensen com 2,0 ps de tempo de relaxacdo da pressao. Todos os calculos
foram executados com o programa Sander, e os resultados tratados com o programa ptraj,
ambos parte do pacote de simulacao de dinamica molecular AMBER12.[145] Finalmente, o
WHAM foi usado para calcular o potencial de forca médio, com tolerancia de 0,0001 na

energia livre.

62



Doutorado Resultados, Discussdes e Conclusdes Carlos H. B. da Cruz

4. RESULTADOS, DISCUSSOES E CONCLUSOES

4.1 Simulacao de Dinamica Molecular Revela o Mecanismo de
Inibicao da IDE pelo ATP na Quebra do AB42

4.1.1 Resultados

Neste estudo, a IDE complexada com o amildide foi simulada em trés situacdes
diferentes: sem ions, na presenca do ATP, e em solucdo de cloreto de sédio, na tentativa de
elucidar o mecanismo pelo qual o ATP inibe a IDE na quebra do amildide. Para esta
suposicao, foi necessario determinar o sitio de ligacdo dos ions, analisar a dindmica da IDE e
do amiléide na presenca e auséncia dos ions em termos do RMSD, RMSF e analise de
estrutura secundaria, e estimar a energia de ligacdo ATP-AP42. Para maior clareza dos
resultados apresentados nesta tese, atribuiremos aos residuos do AB42 um cédigo de trés

letras minusculas e os da IDE um cddigo de trés letras maidsculas.

4.1.1.1 Equilibragdo

As simulacdes de DM foram monitoradas através da evolugdo dos valores do desvio
médio da raiz quadrdtica (RMSD) dos atomos do backbone da IDE em funcdo do tempo
(Figura 17 e Figura 18), tendo como referéncia a estrutura inicial de cada simulagdo. Os
valores de RMSD para sistemas sem ions, com o ATP (ATP) e em solucdo salina (NaCl)
estabilizaram depois de aproximadamente 10, 15 e 20 ns, respectivamente. Todas as
analises que serdo apresentadas de agora em diante foram realizadas desconsiderando a

trajetdria antes da estabilizacdo do RMSD.
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4.1.1.2 Localizagdo do ATP

O ATP foi inicialmente encaixado na posicao experimental entre residuos de ARG429,
LYS898, LYS899 e SER901.[127] No entanto, no decorrer da simula¢do, ATP migra para uma
regido vizinha rica em aminoacidos polares, perdendo as interacdes com LYS898, LYS899 e
SER901 e estabelecendo novas conexdes com a enzima e o substrato. O nucleotideo
mantém a forte interacdo com a ARG429 e forma novas ligacdes de hidrogénio com LYS85,
ARG431 e ARG892 da IDE através do grupo trifosfato e, ao mesmo tempo, com o ser26 e
lys28 do amildide (Figura 19), como mostrado na Tabela 3. As ligagdes de hidrogénio
formadas entre o ATP-IDE e ATP-AB42 s3ao mantidas durante todo o tempo de simulagdo,
como mostrado na Figura 21 (para fins de andlise, assumimos que uma ligagdo de
hidrogénio ocorre sempre que a distancia entre o dtomo doador (D) e aceitador (A) for
menor 3,0 A e o angulo A-H-D maior que 110°).[146] O mesmo comportamento foi

observado na réplica (ver Figura 20).

O fato de que as interacdes do ATP com a enzima e o amildide ocorrerem através do
grupo trifosfato sugere que outros nucleotideos produzam o mesmo efeito do ATP. De fato,
existem relatos na literatura que o mecanismo de inibicdo da IDE depende n3do apenas do
ATP, mas também de outros nucleotideos, tais como GTP, ADP e PPPi, em concordancia com

o0 mecanismo de inibicdo aqui proposto.[49]

Y ——

Sem lons
—— ATP
NaCl
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Figura 17: RMSD dos atomos do backbone da IDE (C, N e O) como fungdo do tempo,

tomando como referéncia a primeira estrutura de cada simulacgao.
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Figura 18: RMSD dos atomos do backbone da IDE em fung¢do do tempo para as réplicas dos

sistemas sem ions (vermelho), com ATP (preto) e em NaCl (verde).

Figura 19: Esquerda; A estrutura da enzima é representada em fitas, enquanto que as
esferas representam o ATP (carbono: azul claro, nitrogénio: azul, oxigénio: vermelho e
hidrogénio: branco), e o Zn (salmdo). As ligacbes entre o ATP e a parede interna da IDE-C
(vermelho) e IDE-N (azul) é mostrado. Direita; Visdo ampliada do sitio de ligacdo do ATP,

mostrando as principais interagdes ATP-IDE e ATP-AB42.
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Tabela 3: Ocupagdo das ligagdes de
hidrogénio formadas pelo ATP. Os
valores em parénteses indicam a

ocupacao da réplica.

Residuo Ocorréncia (%)
ARG429 98 (96)
LYS85 35(13)
ARG431 83 (99)
ARG892 45 (23)
ser26 26 (23)
lys28 28(99)
16 —— ATP-AB42 T
L2 —— |DE-ATP
cC 14 il
) l
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Figura 20: Numero de ligagdes de hidrogénio entre o ATP e a AB42 (linha preta) e o ATP e a

IDE (linha vermelha) na réplica, como uma funcdo do tempo.
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Figura 21: Numero de ligagdes de hidrogénio entre o ATP e o AB42 (linha preta) e o ATP e a
IDE (linha vermelha) no complexo IDE-AB42 mais ATP.

4.1.1.3 Localizagdo dos lons Cloretos

N3o sé o ATP, mas também outros anions tém a habilidade de ligar-se no sitio
catidnico e ativar a IDE via efeito alostérico. Altas concentracdes de NaCl também produzem
efeito similar.[127] Portanto, avaliamos também o comportamento da IDE complexada com
o amildide na presenca de cinco unidades extras de Na* e CI”, permitindo, com isso,

diferenciar entre os fenémenos originados da carga e da estrutura do ATP.

As simulagdes indicam que os ions cloreto possuem uma clara preferéncia por
regioes especificas da IDE. Entdo, para determinar os principais sitios de ligacdo, usamos a
afinidade dos ions cloreto por aminodacidos positivos. A porcentagem total de estruturas em
que os ions aparecem préximos a uma distancia de 4,0 A da cadeia lateral dos aminoéacidos
ALA e LYS formam os sitios de ligacdo dos ions cloreto na IDE. Os sitios com a maior
ocorréncia sdo mostrados na Figura 22. E possivel distinguir trés sitios de ligacdo, aqui
chamados de S1, S2 e S3, com 41%, 36% e 13% de ocupagao. O mesmo padrao é observado

nas réplicas (S1, S2 e S3 com 50%, 84% e 26% de ocupagao, respectivamente), reforgando os
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41%
S1 (50%)

IDE-N

Figura 22: Ocorréncia de ions CI” a pelo menos 4,0 A de distancia das cadeias laterais dos
aminodcidos LYS e ALA. Visdo de cima dos principais sitios de ligacdo dos ions CI” na IDE (S1,

S2e S3). A ocupacdo do sistema original € mostrado e em parénteses o da réplica.

resultados aqui apresentados. O sitio S1 situa-se na IDE-C e é composto pelos aminoacidos
ARG429, ARG892, LYS898 e LYS899. Este local tem sido experimentalmente relacionado com
a ativacao alostérica da IDE por anions, incluindo o ATP e o ClI". O segundo sitio situa-se na
IDE-N, a cerca de 10 A de distancia do sitio ativo e é formado por um aminodcido da IDE
(LYS192) e outro do amiléide (lys16). E possivel que a curta distancia entre o ion cloreto
conectado no S2 e o sitio ativo da metaloprotease modifique a distribuicdo de cargas do
centro catalitico, resultando em mudancas significativas no perfil da reacdo. Finalmente, S3
estd localizado na IDE-C e é composto pelos aminodcidos LYS632, ARG687 e LYS697. No
entanto, a baixa ocorréncia de ions cloreto (cerca de 13% no sistema original e 26% na
réplica) indica pouca ou nenhuma influéncia sobre o mecanismo de ativacdo. Nenhuma
interacdo especifica foi observada entre os ions cloreto ligados no sitio cationico (S1) e o

peptideo ABR42.

4.1.1.4 Efeito dos lons na Dindmica do Amilédide

O efeito dos ions na ativacdao da IDE foi documentado na literatura,[127] mas a sua

influéncia no mecanismo de inibicdo ainda ndo foi esclarecida. Os resultados apresentados
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sugerem que algumas interacdes moleculares sdo relevantes para o entendimento do
mecanismo regulatdrio da IDE pelo ATP. Tais intera¢des ocorrem sempre entre a IDE, ATP e
o amildide, e ndo foram previstas em publicacdes anteriores.[49] Portanto, foi necessario
uma analise estrutural do amildide sob tais condi¢des. O impacto dos ions ATP e cloreto na
estrutura do AP42 foi analisado em termos do desvio da RMSF e do mapa de estrutura

secundaria do peptideo.

O RMSF dos atomos do backbone do AP42 (Figura 23A) nos trés sistemas
investigados é comparado com o mapa de estrutura secundaria do amildide de cada sistema
(Figura 23B, C e D). O mapa de estrutura secunddria na auséncia e presenga do ATP mostra a
formagdo de pontes isoladas no aminoacido ala2 e a manutengdo da folha- no fragmento
18-19, ambos com baixo valor de RMSF (baixa flexibilidade). Na auséncia do ATP, pontes
isoladas instaveis sdo formadas entre os aminoacidos ser26 e lys28 apds 12 ns. Estas
interacdes sdo fracas e incapazes de reduzir significativamente a flexibilidade desta regiao.
Por outro lado, na presenca do ATP, o baixo valor de RMSF do fragmento 22-33 pode ser

atribuido as fortes interacdes entre o ATP e a ser26 e lys28.

O fluxo de ions cloreto dentro da camara catalitica muda o ambiente eletrostatico da
enzima, de modo que a conformacgao em folha- 1-3 é perdida (Figura 23D). Isto ocorre com
aumento significativo da flexibilidade nesta regido (Figura 23A), indicando o
desprendimento do fragmento 1-3 do sitio distal. Além dessas, outras estruturas sao visiveis
durante a maior parte do tempo. Por exemplo, a presenca de ions cloreto induz a formacao
de hélices-a e hélices 3-20 nos fragmentos 5-9 e 33-35 do amildide, respectivamente. O
primeiro ocorre logo apds o descolamento da cauda N-terminal do amiléide 1-3 (13 ns) e o
segundo apds 25 ns de simulacdo. Ambas sdo estruturas estdveis e ocorrem com uma
reducdo na flexibilidade dos fragmentos 5-9 e 33-35. Finalmente, notamos ao longo da
trajetdria a formacdo intermitente de pontes envolvendo a his13. De modo geral, os ions
cloreto produzem modificagdes drasticas na estrutura secundaria do substrato e
compromete a estabilidade da ligacdo IDE—amildide. O ATP interage com a cauda C-terminal
do amildide reduzindo a flexibilidade desta regido e, com isso, diminuindo o grau de

liberdade do substrato dentro da cdmara catalitica.
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Figura 23: (A) RMSF do backbone do AB42 obtido para os sistemas sem ions (quadrado
vermelho), na presenca do ATP (triangulo preto) e em solugdo salina (circulos verdes). Os
residuos phel9 e lys28 do substrato, envolvidos na ligacdo com a IDE, sdo indicados. (B-D)
Estrutura secunddria da IDE-AB42 no sistema sem ions (B), na presenga do ATP (C) e em
NaCl (D). Verde: turn, amarelo: folhas-3, laranja: pontes isoladas, rosa: hélice-a, azul: hélice

3-20 e branco: coil.

4.1.1.5 Efeito dos lons na Dindmica da IDE

A presenca dos ions resulta em mudancas por vezes significativas na dinamica do IDE,
provavelmente relacionadas com o movimento de abertura da enzima. A Figura 24 mostra a
flexibilidade relativa dos atomos do backbone da IDE nos sistema com ATP (preto) e solucado
salina (verde), tomando como referéncia a IDE no sistema sem ions, oferecendo uma visao
geral da flexibilidade da IDE-N e IDE-C apds a adi¢cdo dos ions. A flexibilidade relativa da IDE-
N (dominios 1 e 2) na presenca dos ions é préxima de zero, indicando que esta parte da IDE
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Figura 24: RMSF dos dtomos do backbone da IDE (C, CA, N) nos sistemas com ATP (preto) e

em solugdo salina (verde), ambos relativo ao sistema sem ions.

ndo sofre influéncia direta dos ions. De fato, os ions estdo ligados em um sitio comum
localizado na IDE-C e nao no IDE-N, justificando tal comportamento. A flexibilidade do IDE-C
na presenca de ATP é reduzida, enquanto que na presenca de sal € aumentada. O aumento
da flexibilidade da IDE-C em solucdo salina e o fato de nado existir interacées entre os ions
cloreto ligados no sitio catiénico, indicam que a carga negativa aumenta a flexibilidade da
IDE, e, consequentemente, de seus movimentos. Em contraposicdo, na presenca do ATP, a
interacdo IDE-ATP e ATP-AB42 cria uma conexdo que prende as metades da IDE na
conformacdo fechada, restringindo o movimento da enzima e opondo-se ao efeito ativador
da carga. Entretanto, estes ndo sdo os Unicos fendbmenos observados decorrentes da
presenca dos ions. Mudangas pontuais na estrutura em torno do sitio ativo também sao

observadas e serdo descritas na proxima sessao.

4.1.1.6 Energia Livre de Ligagcdo ATP-Ap42

Em nossa abordagem, o ATP ligado ao sitio catidnico interage com o amiléide, que
estd conectado na outra metade da IDE, criando um ponte que conecta as duas metades da

IDE, reduzindo o movimento da enzima e supostamente prendendo a IDE em sua forma
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fechada (inativa). Portanto, acreditamos que a energia desta interacdo é o incremento
necessario para abrir a enzima, comparado com a energia de abertura da IDE quando
complexado apenas com o amildide. Como teste para esta hipdtese, calculamos a energia de
interacdo ATP-AP42. A Figura 25 mostra a variagdo do PMF em fungdo da distancia entre o
ATP e o fragmento 26-28 do amildéide. Um minimo de energia é localizado quando a
distancia entre os centros de massa (CM) dos dois grupos é 9,3 A, indicando que a interacdo
ATP-APB42 é mais efetiva a essa distdncia. A medida que a distdncia é aumentada, as
interacdes ATP-AP42 sdo quebradas. A primeira interagdo quebrada é a ATP-ser6, quando
os CM encontram-se a 11,3 A de distancia, com um custo energético de 4,5 kcal-mol™.
Quando a distancia é igual a 12,8 A, a interacdo ATP-lys28 é quebrada, requerendo cerca de

7,8 kcal-mol ™ no processo global.
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Figura 25: Variagdo da energia-livre de ligacdo ATP-AP42 em fungdo da distancia que separa
os centro de massas dos atomos do ATP e o CM dos atomos de carbono-o. da ser26 e lys28

do substrato (coordenada de reacao).

4.1.1.7 Efeitos dos fons na Ligagdo IDE-AB42

O AB42 conecta-se a IDE através de dois pequenos fragmentos, 1-3 e 16-22.[140] O

primeiro fragmento interage com o sitio distal formando uma pequena folha-B com
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fragmento 341-363 da IDE-N. Ao mesmo tempo, o segundo fragmento interage com os
residuos do sitio ativo e com o fragmento 140-145 da IDE-N para formar outra discreta
folha-B. Todas essas interacdes fazem parte do mecanismo de reconhecimento da enzima-
substrato e foram reproduzidas recentemente por simulacdes de dindmica molecular.[147]

Estruturas semelhantes foram também detectadas em nossas simulagdes.

Observamos que a cauda N-terminal do amiléide interage com o sitio distal e forma
uma ponte isolada entre a VAL360 e a ala2, a qual é estabilizada pelas ligacdes de hidrogénio
d1-d4 (Figura 26A). As interagbes d3, d2 e d1 sdo formadas entre o nitrogénio aspl e
residuos, GLY339, ALA359 e GLU341, respectivamente, enquanto que d4 é formada entre o

oxigénio do backbone da GLY361 e o nitrogénio da aspl. Enquanto isso, os residuos vall8 e

A) VAL360 B)
431 gp
GLY339
d1
ala2 GLU341 ARGS824
TYR831
C) o = Sem lons
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Figura 26: Estrutura representativa do fragmento 1-3 e 18-21 do AP42 ligado na IDE. (A) As
principais intera¢des entre o fragmento 1-3 do AP42 e o sitio distal (d1-d4); (B) interagdes
entre o fragmento 18-21 do AB42 e o sitio ativo da IDE (d5-d10); (C) Ocupacdo das ligagdes
de hidrogénio entre o fragmento 1-3 do amildide e o sitio distal e o fragmento 18-21 do

amildide e o sitio ativo e (D) a ligacdo de hidrogénio d10 formada entre os residuos TYR831 e

a ala21l.
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phe20 do substrato interagem com os residuos THR142 (d5 e d6) e ALA140 (d7) da IDE para
formar uma pequena folha-p (Figura 26B), que é estabilizada pelas ligagdes de hidrogénio
estabelecidas entre os grupos amina da ARG824 e o oxigénio da phe20 (d8), e entre o
oxigénio da hidroxila do aminodcido TYR831 e o oxigénio da carbonila da phel9 (d9). Além
disso, o ion zinco interage fortemente com o peptideo e forma, com a HIS108, HIS112 e
GLU189, um complexo de coordenacdo metal-ligante. Esta ultima estrutura é mantida ao
longo da simulag¢do, com a distancia entre o zinco e o oxigénio da phel9 iguais a 2,9 (x0,7),

3,0 (+0,7) e 2,1 (+0,5) A para os sistemas sem ions, ATP e em NaCl, respectivamente.

A presenca dos ions, ATP em particular, induz modificacdes especificas no modo de
ligagdo do AP42 na IDE. Observamos que a ocupacgdo das ligagdes de hidrogénio no sitio
distal (d1-d4) é afetada na presenca de ATP, sendo 35% inferior no caso d4 (Figura 26C). Por
outro lado, ndo foi observada qualquer ocorréncia de ligacdo de hidrogénio entre o sitio
distal e o amiléide em solugdo salina, caracterizando, assim, o desmanche da folha-§ seguido
do rompimento da cauda N-terminal do amildide do sitio distal. Das interacdes responsaveis
por manter o amildide no sitio ativo (d5-d9 e d10), pode-se notar uma diminuicdo
acentuada na ocupacdo de d5 e o completo desaparecimento de d9 na presenca do ATP
(Figura 26C). Por outro lado, o nucleotideo interage fortemente com a cauda C-terminal do
amildéide, induzindo alteracdes conformacionais na regido do sitio ativo. Essa interacdo é
responsdvel pelo desaparecimento de d9 e formacdo da ligacdo de hidrogénio entre o
hidrogénio da hidroxila TYR831 e o oxigénio carbonilico da ala21 (d10) (Figura 26D). A perda
da interacdo d9 reduz as interacdes responsaveis por fixar o substrato em uma posicdo
adequada para a reacdo catalitica, desestabilizando a estrutura do sitio ativo. Espera-se
assim um aumento da barreira de energia e reducdo da velocidade da reacdo. Esta hipétese
foi investigada por meios de calculos hibridos do tipo QM/MM na auséncia e presenca do
ATP, e seus resultados serdo mostrados no tdpico 4.2 abaixo (“Elucidacdo do Mecanismo de

Degradacgdo do AP42 pela IDE na Auséncia e Presenga do ATP”).

Utilizando o método de clustering, as trajetérias de cada sistema foram agrupadas
em trés grupos (clusters), como listado na Tabela 4, ordenados da menor para a maior

ocorréncia.
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Tabela 4: Populagdo percentual dos grupos
amostrados das simulac¢des originais.

Grupo Sem ions ATP Nacl
1 24,3 3,6 19,4
2 35,2 21,8 21,5
3 40,5 74,6 59,1

Carlos H. B. da Cruz

Para a simulacdo das réplicas, escolhemos como estrutura inicial a estrutura

representativa do grupo de menor ocorréncia. No entanto, para o sistema sem ions, a

réplica levou a resultados inconsistentes com os dados cristalograficos. Por exemplo, a

ligacdo TYR831-phel9 (d9), que é detectada na difracdo de raios-X, foi quebrada no inicio

do calculo porgue a cauda C-terminal do amildide se torce e adota uma conformacao que

favorece a ligacdo TYR831-glu3. Portanto, para esse sistema, uma terceira réplica foi

simulada usando a estrutura representativa do segundo grupo como estrutura inicial da

simulacdo. Esta ultima simulacdo mostrou um comportamento similar a do sistema original,

indicando que a conformacdo do amildide dentro da enzima determina o padrao de ligacao

IDE-AB42. Por outro lado, as réplicas dos outros sistemas (ATP e NaCl) reproduziram todos
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Figura 27: Ocorréncia em porcentagem de frames das ligagcdes de hidrogénio em torno do

sitio ativo nas réplicas dos sistemas sem ions (vermelho), com ATP (preto) e em NaCl

(verde).
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os resultados das simulagdes originais (Figura 27), indicando que a presenc¢a de ATP resulta
em fenbmenos genuinos que estdo intimamente relacionados com a carga do ATP e com

interacOes especificas entre IDE-ATP, ATP-AB42 e AB42-IDE.

4.1.2 Discussoes

A IDE pode ser ativada de duas maneiras: ativacdo alostérica homotrdpica ou
heterotrdopica por pequenos substratos ou ATP.[59], [127], [140], [148] A ativacao
homotrdpica ocorre quando um substrato longo interage com o sitio distal de uma das
subunidades do dimero, induzindo altera¢des conformacionais na subunidade vizinha. Este
modelo de ativacdo estd fortemente relacionado com o conceito de ativacdo alostérica
simétrica, na qual uma molécula ligada na subunidade A produz efeito alostérico que
culmina na ativacdo da subunidade B. Por outro lado, a ativacdo alostérica heterotrdpica por
pequenos peptideos acontece quando um peptideo pequeno mimetiza o efeito ativador de
um substrato longo. A ativacdo alostérica heterotrdpica pelo ATP ocorre quando o
nucleotideo quebra a conexdo entre as subunidades do dimero, induzindo modificacdes
conformacionais na unidade em que o ATP esta ligado, o que acontece apenas durante a
degradacdo de substratos pequenos. Este tipo de ativacdo é compativel com o mecanismo
de ativacdo alostérica sequencial, em que a molécula ativadora interage e ativa a mesma
enzima. Curiosamente, a ativacdo da IDE pelo ATP sé acontece durante a degradacdo de
substratos pequenos, e ndo na presenca de um substrato grande. Independentemente do
mecanismo de ativacdo, se homotrdpico ou heterotrdpico ou se simétrico ou sequencial,
todos os mecanismos de ativacdo ocorrem com o aumento da populacdo de IDE aberta
(ativa),[53], [140] indicando que a inibicdo da IDE deve estar relacionada com o

favorecimento da sua forma fechada (inativa).

A inibicdo da degradacdo da insulina pelo ATP in vivo foi relatada pela primeira vez
em 1987 por Hashimoto[149] e posteriormente induzida por fluoreto de aluminio e
ATP.[150] Em 2001, Camberos e colaboradores demonstraram que o ATP, na presenca de
Mn®* (ou Mg®"), inibe a atividade da IDE purificada (in vitro) na degradacdo da insulina.[49]
Desde entdo, especula-se que ATP e outras moléculas quimicamente semelhantes podem

ligar-se em um dominio comum, reduzindo, assim, o volume disponivel para a complexagao
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do substrato ou induzir mudangas conformacionais no substrato, que toma uma
configuracdo proteoliticamente inadequada.[58] Os fatos apresentados resumem uma
década de debates, e o mecanismo de inibicdo da IDE pelo ATP permanece ainda
desconhecido. Isto reflete a dificuldade envolvida nesses processos e abre caminho para
modelagem molecular e o estudo sistemdatico de interagdes proteina-proteina. Motivados
pelas ultimas descobertas, criamos o modelo molecular da IDE complexada com o amiléide
na presenca e auséncia do ATP. Para justificar a presenca do ATP dentro da IDE complexada
com o AP42 e explorar essa hipdtese, fizemos as seguintes suposicdes: é sabido que o ATP
interage com o sitio catidnico localizado na IDE-C,[127], [151] enquanto que o substrato liga-
se a outra metade da enzima (IDE-N: metade catalitica). Entdo é razoavel supor que, sendo
uma molécula pequena e com poucos graus de liberdade, o ATP atinge o sitio catibnico e
liga-se na IDE mais facilmente que o amiléide, um substrato longo. Sabe-se também que ions
Mn®" ou Mg** s3o requeridos para inibi¢3o. Estes ions protegem a IDE da desnaturacdo, e
sdo acessorios para a ligacdo do ATP na proteina.[49] Neste presente estudo, uma vez que ja
consideramos o ATP ligado na proteina e que a escala de tempo da simulacdo ndo promove
a desnaturacgao, consideramos pouco provavel que a sua presenca influencie os resultados.
Assim, optamos por nao inclui-los nas simula¢des, o que nos permite isolar a contribuicdo

ATP na inibicao.

Uma vez dentro do IDE e na auséncia de substrato, o ATP quebra o suposto equilibrio
eletrostdtico que mantem a enzima na conformacao fechada, aumentando a populacao de
enzimas abertas.[127] Dada a distancia entre os dois sitios, é razoavel supor que o amildide
possa ligar-se na IDE aberta, com o ATP ligado no sitio catiénico. Apds a ligacdo do amiléide,
a IDE fecha e tenta iniciar o mecanismo de reconhecimento do substrato. Neste cendrio,
presumimos que o ATP e amildide possam coexistir dentro da IDE e iniciar o efeito que leva a
inibicdo da atividade enzimatica. Para explorar esta hipdtese, criamos o modelo molecular
da IDE complexada com o AB42 e ATP. Nossas simula¢cdes mostram que a ligacdo IDE-ATP é
estdvel na presenca de amildide, sugerindo que o complexo de Michaelis-Menten pode

existir nesta configuracao.

O amiléide é uma proteina desordenada e insolluvel, com grande capacidade de

formar agregados na forma de folhas-f3.[152]-[156] Do ponto de vista computacional, as
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simulagdes de dinamica molecular de proteinas desordenadas semelhantes ao Af} em
solucdo requerem um longo tempo de simulacdo para amostrar o espaco configuracional e
determinar eventos de nucleacdo e formacdo de agregados moleculares.[153], [157] No
nosso caso, no entanto, uma unidade do amildide é capturada pela IDE e confinada dentro
da cadmara catalitica da enzima, com volume de 1.300 A®. Em seguida, o amildide interage
com a camara através do sitio ativo e distal, formando estruturas estaveis de modo que
alguns residuos sdo detectados na difracdo de raios-X: fragmentos 1-3 e 16-22 estdo
ancorados dentro da camara catalitica da IDE, limitando o movimento do amildide e
permitindo novas possibilidades de interacdo.[140], [158] O resultado mostra que o
amiléide, que é uma estrutura desordenada em solu¢do, adota uma conformacdo mais
ordenada dentro da IDE. Na presenca do ATP, o volume acessivel ao substrato diminui,
restringindo o movimento do substrato dentro do ambiente confinado. Com isso, as
simulacées de dindmica molecular sob essas condicbes permitem amostrar o espacgo
conformacional do amiléide em algumas dezenas de nanossegundos, como foi observado
em estudos anteriores por Bora e colaboradores.[159] Similarmente, a estrutura das nossas

simulacdes é estabilizada em cerca de 10-20 ns.

Optamos posicionar o amildide dentro da enzima de tal modo que fosse possivel
reproduzir as interacdes mencionadas, mas é evidente que a conformacdo adotada pelo
peptideo dentro da IDE ndo pode ser limitada a um caso: A IDE é uma enzima versatil, capaz
de quebrar o amildéide em varias posicdes (vall2-his13, his14-gIn15, phel9-phe20,
lys28—gly29, etc.) permitindo um grande numero de conformacdes. Entretanto, o fato da
difracdo de raios-X mostrar o amiléide interagindo com o sitio ativo através dos residuos

phel9-phe20 sugere que esta configuracao é a mais provavel.

Nossas simulagdes mostram que o ATP liga-se na IDE-C e interage com o amildide,
gue esta conectado na IDE-N, criando um ponte que conecta as duas metades terminais da
IDE restringindo o movimento da enzima e substrato. Tais interacdes induzem mudancas
conformacionais no substrato que parecem ser proteoliticamente desfavoraveis para reacao
catalitica, e contribuem para aumentar a energia de abertura da IDE em, no minimo, 8

kcal-mol . Considerando que o movimento de abertura das enzimas é na ordem da energia
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térmica, K,T (entre 0,5 e 1,0 kcal-mol™),[160], [161] um aumento de 8 kcal-mol™ no

processo de abertura é o suficiente para prender a enzima na conformacao fechada.

Os dados apresentados sdo, na verdade, insuficientes para descrever um movimento
em grande escala, como é o movimento de abertura da IDE. Esta suposicdo poderia ser
completamente refinada calculando a energia da transicdo conformacional da IDE-AP42
fechada para aberta na auséncia e presenca do ATP. Atualmente, estamos investigando esta
transicdo usando o método Nudged Elastic Band (NEB)[162] e simulacdes de dinamica

molecular com Umbrella Sampling[135], [136] para clarificar esses efeitos.

A ideia de o mecanismo de inibicdo da IDE pelo ATP na quebra do amildide ocorrer
através de um efeito que favoreca a forma fechada da IDE n3do é o primeiro exemplo deste
tipo de inibicdo. A literatura relata efeitos similares em proteinas que tem o mesmo
comportamento. Por exemplo, a enzima fosfotransferase adenylate kinase (AdK) é uma
proteina multiconfiguracional que muda o panorama conformacional com a ligacdo do
inibidor.[161] De acordo com os autores, no estado ligado, as intera¢cdes do inibidor com a
duas metades da AdK favorecem a forma fechada, enquanto que a forma aberta da enzima é
favorecida no estado nao-ligado. Juntos, esses efeitos reduzem o ciclo catalitico e levam a
uma aparente reducdo da afinidade da IDE pelo amildide, em concordancia com os dados

experimentais.

4.1.3 Conclusoes

O mecanismo de inibi¢cdo da IDE pelo ATP durante a protedlise do Ap42 foi estudado.
Nos avaliamos as mudangas estruturais do sistema IDE ligado ao AP42 na presenga e
auséncia do ATP ligado ao sitio catidnico, bem como na presenca de cinco unidades extras
de Na* e CI". A dindmica revela a existéncia de trés sitios de ligacdo dos ions cloreto dentro
da cavidade catalitica, e um desses sitios coincide com o local de ligacdo do ATP. A presenca
dos ions cloreto, apesar de favorecer a abertura da IDE, induz mudancas conformacionais
que podem comprometer a atividade enzimatica. Por outro lado, o ATP interage com Ap42
para criar uma conexao entre as duas metades da enzima, capaz de prender a IDE na forma
fechada. Estes efeitos sé ocorrem na presenca de substratos longos capazes de interagir
simultaneamente com a IDE-N e a IDE-C por intermédio do ATP. Mudancas estruturais foram
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também detectadas em nossas andlises. Na presenca dos ions a interacdo TYR831-phel9,
importante durante o processo de reconhecimento, fixacao do substrato e estabilizacao dos

intermediarios da reacdo, é perdida, comprometendo o desempenho da reagdo catalitica.

A possibilidade da inibicdo ocorrer com o substrato dentro da camara catalitica abre
novas perspectivas para a modelagem de drogas contra a DA, que atuem bloqueando o sitio
catibnico, aumentando assim a atividade enzimatica. Novos estudos experimentais devem

ser desenvolvidos para evidenciar a presenca simultanea do amiléide e ATP dentro da IDE.
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4.2 Elucidacao do Mecanismo de Degradacao do AB42 pela
IDE na Auséncia e Presenca do ATP

4.2.1 Resultados

Nesta sessdo, o mecanismo da reacdo de degradacdo do amildide pela IDE foi
simulado na auséncia (condicdo natural) e presenca do ATP na tentativa de elucidar o perfil
das reacdes usando uma representacdo atébmica completa. Primeiramente, calculamos a
superficie de energia-livre da reacdo para investigar o panorama da reacdo, determinar o
caminho reacional e a etapa determinante da reacdo enzimatica. Investigamos o efeito do
ATP em termos da estrutura, carga e velocidade de reacdo. A superficie de energia-livre
(SEL) obtida com a varredura bidimensional das coordenadas C6—-01 e N7-H2 na auséncia e
presenca do ATP podem ser visualizados nas Figura 28 e Figura 29, respectivamente. Os
perfis de energia podem ser alternativamente visualizados na Figura 30. A estrutura dos
reagentes, intermedidrios, os estados de transicdo e o produto da reacdo sdo mostrados na

Figura 31 (sem ATP) e Figura 32 (com ATP).

r(N7-H2) / A

1.4 1.6 1.8 2.0 2.2 24
r(C6-01)/ A

Figura 28: Superficie de energia-livre da reacdo de degradacdo do amildide na auséncia do
ATP. O caminho de menor energia sugerido e o rétulo das estruturas da reacdo sao

mostrados na figura
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Figura 29: Superficie de energia-livre da reacdo de degradacdo do amiléide na presenca do

ATP. O caminho de menor energia sugerido e o rétulo das estruturas da reacdo sao

mostrados na figura.

30
28
26
24
22
20
18 -
16 -
14 -
12 -
10 -

8

6
4]
2]

0-
.2_:

PMF / kcal.mol

— Sem ATP
— Com ATP o

Passo-2 _ A \
AG,  p=22t4 kcal.mol” |/ — i

AGT™°' =7,3+0,8 kcal.mol" / | AGT**°2 = 15 + 2 kcal.mol”

Sem ATP ! Sem ATP

Passo-1
G

— -1 \
Com ATP = 7 =1 kcal.mol \

S(III) TS(III-III)
Estruturas

skl) TS(II-II)

s

Figura 30: Perfil de energia-livre ao longo do caminho de menor energia na auséncia e

presenca do ATP.
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Figura 31: Estruturas da reacdo na auséncia do ATP. Reagente: S(l), estado de transicdo do

passo-1: TS(I-Il), intermedidrio: S(Il), estado de transicdo do passo-2: TS(lI-ll) e produto:

S(111). O valor médio e o erro padrdo das principais distancias em Angstréms é mostrado.
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Figura 32: Estruturas da reacdo na presenca do ATP. Reagente: S(l), estado de transi¢cdo do
passo-1: TS(I-Il), intermedidrio: S(Il), estado de transicdo do passo-2: TS(lI-ll) e produto:

S(111). O valor médio e o erro padrdo das distancias em Angstréms é mostrado.
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4.2.1.1 Superficie de Energia-Livre

E possivel identificar na SEL (Figura 28 eFigura 29) que o caminho de menor energia é
compativel com uma reacdo de dois passos (passo 1 e 2): o primeiro, representado pela
reducdo da coordenada r(C6-01), resulta na ativagdo da molécula de agua reativa e
formacdo do intermedidrio gen-diol, e o segundo passo, representada pela reducdo da
coordenada r(N7-H2), é caracterizado pela quebra da ligacdo peptidica do substrato, quer
na presenca ou auséncia do ATP. Os mecanismos e o perfil de energia das reacdes serao

descritos com detalhes nas préximas segoes.

4.2.1.2 Perfil da Reagdo

De acordo com o caminho de menor energia, no passo-1, representado pela redugao
da coordenada r(C6-01), a carbonila do aminoacido phel9 (C6) ataca o oxigénio da
molécula de agua ligada ao zinco (O1), ao mesmo tempo que o oxigénio carboxilico do
GLU111 (O4) abstrai o proton da dgua reativa (H2), levando ao intermedidrio metaestavel
S(Il) através do estado de transicdo TS(I-1I), como mostrado na Figura 28. O ultimo ataque
ndo é controlado em nossas simulacdes e acontece espontaneamente quando dirigimos o
primeiro. No préximo passo, representado pela reducdo da coordenada r(N7-H2), o GLU111
doa o préton capturado na etapa anterior para o nitrogénio da phe20 (N7), enquanto que o
proton H3 é abstraido pelo oxigénio carboxilico do GLU111 (O5). A ligacdo peptidica
phel9-phe20 (C6-N7) é quebrada, gerando o produto da reacdo S(lIl) por intermédio do
estado de transicdo TS(lI-Ill). Este mecanismo estd de acordo com o mecanismo de reacdao
proposto experimentalmente por David Christianson[64] (Figura 9, pag. 28) para a

termosilina[163] e sugerido para IDE, reforcando os resultados aqui apresentados.

No reagente, o zinco estd coordenado a uma molécula de dgua, duas histidinas
(HIS108 e HIS112) e um glutamato (GLU189) através das ligaces d2, d3, d4, d5 e d6 com
2,05 + 0,02, 1,99 + 0,01, 2,11 + 0,11 e 2,28 + 0,02 A de comprimento, formando um
complexo penta-coordenado S(I), como mostrado na Figura 31. Nessa estrutura, o substrato
estd desconectado do sitio ativo, representado pela distancia entre o oxigénio da phel9 e o
zinco do sitio ativo (d1) de 3,23 + 0,58 A. No decorrer da reacdo, o substrato se aproxima do

sitio ativo a medida que a coordenada r(C6-01) é reduzida de 2,50 + 0,01 A em S(l) para
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1,66 + 0,01 A em TS(I-11), atingindo um méaximo de energia em 7,3+0,8 kcal-mol™ acima da
energia dos reagentes. Neste ponto, o substrato liga-se ao zinco formando a ligacdo d1 com
2,13+0,02A em comprimento, resultando no estado de transicdo octaédrico, e na
polarizacao e enfraquecimento da ligacdo peptidica C6—N7, representada pelo aumento da
distancia de 1,37 +0,01 A em S(l) para 1,42+0,01A em TS(I-Il). Ao mesmo tempo, o
oxigénio 04 move-se em direcdo ao hidrogénio H2, sugerindo que o ataque nucleofilico e a
abstracao do proton acontecam sincronamente: a formacgado do intermedidrio metaestavel é
agora iminente. Em seguida, com a progressiva reducao de r(C6-01), a ligacdo C6-01 é
formada e o préton H2 é completamente transferido para o GLU111, alcancando um minimo
de energia com 2,4 + 0,1 kcal-mol ™ acima da energia do reagente. A ligacdo d6 é alongada
de 2,27 + 0,03 A em TS(I-11) para 2,56 + 0,35 A em S(l1), caracterizando a quebra desta ligacdo

e formacgao de um intermediario metaestdvel penta-coordenado.

No passo-2, a transferéncia do préton é conduzida pela redugcdo da coordenada
r(N7-H2). Simultaneamente, o oxigénio carboxilico do GLU111 O5 alinha-se com hidrogénio
H3 da hidroxila formada no passo anterior (distdncia O5-H3 igual a 2,78 + 0,01 A), indicando
gue a transferéncia do préoton H2 para N7 acontece ao mesmo tempo da captura do préton
H3 pelo GLU111. A distancia N7-H2 é reduzida de 2,66 + 0,01 A em S(I1) para 1,43 + 0,33 A
em TS(I-1l), polarizando e enfraquecendo a ligacdo peptidica phel9-phe20 do substrato,
culminando no sutil aumento dessa ligacdo de 1,46 + 0,01 A em S(I1) para 1,49 + 0,01 A em
TS(II-111). A ligacdo d6 é reduzida para 2,36 + 0,29 A, favorecendo a formagdo dessa ligacdo e
o estado de transicdo hexa-coordenado com energia de ativa¢do igual a 15 + 2 kcal-mol ™.
Finalmente, o préton H2 é completamente transferido para o nitrogénio N7 e o atomo H3
definitivamente capturado para o GLU111, resultando na quebra da ligacdo peptidica
phel9-phe20 e formacdo do produto da reacdo, S(lll). Neste ponto, a energia atinge o
menor nivel com energia livre global negativa, AG, de -1,5+0,6 kcal-mol™, indicando gue a
reacdo enzimatica é espontanea e termodinamicamente favordvel. Esta ultima etapa da

reacdo é lenta, sendo, portanto, a etapa determinante da reacao.

A funcdo essencial do GLU111 é claramente demostrada no caminho de menor
energia: primeiro como uma base geral para abstrair o proton da dgua reativa e

posteriormente como acido, para entregar o préton para o nitrogénio do substrato. Baseado
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nisso, nds avaliamos as interagdes do GLU111 com os residuos vicinais (Figura 33). Na
estrutura cristalografica, assim como nas estruturas iniciais, o oxigénio carboxilico da
GLU111 interage com o hidrogénio da hidroxila da THR142 via ligacdo de hidrogénio
(GLU111-THR142). No entanto, no decorrer da reacdo, essa ligacdo é quebrada. A Figura
mostra a ocorréncia da interacdo GLU111-THR142 no reagente S(l), intermediario S(Il) e
produto S(lIIl), considerando que a ligacdo de hidrogénio existe apenas quando a distancia
entre o 4tomo doador (D) e aceitador (A) é menor que 3,0 A e o angulo D-H-A maior que
110°.[146] Verificamos que essas interacdes sdo maiores em S(l), quando o GLU111 atua
como base, do que em S(ll), quando ele atua como 4cido, indicando que a ligacdo de
hidrogénio GLU111-THR142 ¢é responsdvel pela estabilizacdo do grupo carboxilico do

GLU111 na primeira etapa da reacao.
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Figura 33: Ocupacdo da ligacdo de hidrogénio GLU111-THR142 em porcentagem de
estruturas de S(I), TS(I-11), S(I1), TS(II-111) e S(111).

4.2.1.3 Efeito do ATP

Assim como na reac¢do sem ATP, a estrutura do reagente na presenca do ATP mostra
um complexo penta-coordenado, com o zinco ligado a uma molécula de dagua, duas
histidinas e um glutamato, como mostra a Figura 32. O mecanismo de reagao é similar ao da
reacdo assistida pelo GLU111 sem ATP, mas com mudancas significativas na geometria dos
estados de transicdo, especialmente no TS(lI-Ill). Nessa estrutura, a distancia d6 é
drasticamente aumentada de 2,42 + 0,27 A em S(Il) para 2,62 + 0,43 A em TS(lI-11), enquanto
gue a ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio carboxilico do GLU189 e o hidrogénio amino da
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phel9 é formada. Com isso, é gerado um estado de transi¢cdo TS(lI-11l) penta-coordenado, em
contraposicdo ao TS(lI-lll) hexa-coordenado gerado na auséncia do nucleotideo. Como
resultado, o perfil de energia da reagdo na presenca do ATP tem energias maiores que na
auséncia do ATP, como mostrado na Figura 30. Por exemplo, a maior diferenga foi observada
na energia de ativacdo da etapa decisiva da reaco, que aumentou de 15 + 2 kcal-mol * para
22 + 4 kcal-mol™* (ver Tabela 5). Em termos da velocidade da reagdo, isso representa um
fator de aumento igual 10° vezes. Efeito similar foi observado na remocdo catalitica dos
grupos acetil das caudas das histonas pela histona deacetilase zinco-dependente 8 (HDAS),

com um fon K" localizado a cerca de 7,0 A de distancia do ion Zn®* catalitico.[164]

Tabela 5: A energia de ativagdo da etapa
determinante da reacdo (passo-2) foi calculada
subtraindo a energia do TS(lI-lll) da energia do
intermediario, S(Il), e a constante cinética
relativa usando a Equacao 38. Foram usadas as
seguintes constantes fisicas: constante de
Boltzmann (kg) e temperatura iguais a R e 300 K,

respectivamente.

Sistema  AGgy;_yyy (keal'mol™) kg
Sem fons 15+2 10°
Com ATP 224 1

Do ponto de vista estrutural, a interacdao ATP—substrato induz modificacdes na regiao
do sitio ativo que afetam, consequentemente, o modo de ligacdo do amildide no sitio
catalitico (Figura 34). A diminui¢do da incidéncia de TYR831-phel9 e favorecimento da
TYR831-ala21, detectada apenas na presenca do ATP, aumenta a flexibilidade da phel9 do
substrato, interferindo no modo de ligacdo zinco-substrato. A perda da interacdo
TYR831-phel9 favorece, por sua vez, a troca de coordenac¢do do zinco no TS(lI-1ll) de hexa-
coordenado na auséncia do ATP para penta-coordenado na presenca do ATP, o que resulta

no aumento da energia de ativacdo da etapa decisiva da reacdo. No produto, a interagao
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Figura 34: Estrutura da primeira e segunda esfera de coordenagao do zinco ao longo do
segundo passo da reacdo. A média do comprimento de ligacdo é mostrado e o desvio

padrdo entre parénteses.

TYR831-phel9 é restituida. Outras modificagdes menores acontecem apenas na presenca
do ATP, e contribuem também para as mudancas no perfil da reacdo. Por exemplo, o
alongamento da distancia HIS108-GLU182 e GLU111-THR142 em S(lll) para valores
proximos a 3,0 A, resultando na perda das interacdes (originalmente responséaveis por
estabilizar a estrutura do sitio ativo), justificando a instabilidade do produto na presenca do

ATP.

Para avaliar o efeito do ATP na reacdo, analisamos a carga parcial do fon Zn** e do
atomo de nitrogénio N7 no intermediario S(Il), ver Figura 35. Em principio, a carga positiva
do ion Zn* polariza e enfraquece as ligagdes O1-H3 e C6-N7, contribuindo respectivamente
para abstracdo do préton H3 pelo GLU111 e a quebra da ligacdo peptidica do substrato,
fazendo do ion zinco um acido de Lewis. Ao mesmo tempo, a carga negativa do dtomo N7
atua como uma base geral para aceitar o proton H2 do GLU111, fazendo do atomo N7 uma
importante base de Lewis. Portanto, a carga mais positiva no Zn faz dele um acido de Lewis
mais forte para ativar a dgua reativa, enquanto que a carga mais negativa no atomo N7 faz
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Figura 35: Distribuicdo da carga atdémica do nitrogénio N7 e do ion zinco no intermedidrio,

S(Ill), da reacdo catalitica.

dele uma base de Lewis mais forte para abstrair préton. Nossos resultados mostram a
reducdo da carga negativa do nitrogénio N7 na presenca do ATP, sugerindo que o N7 é uma
base menos efetiva na presenca do ATP. Por outro lado, a presenca ATP aumenta a carga
positiva do Zn, fazendo dele uma d4cido de Lewis mais forte do que na auséncia do
nucleotideo. Assim, o N7 adquire um carater menos basico para abstrair o préton H1,
enguanto que o Zn possui um carater mais acido, facilitando a abstracdo do préton H2 pelo
GLU111. O grafico mostra a reducdo da carga negativa do atomo N7, indicando que o carater
basico do nitrogénio é reduzido, desfavorecendo com isso a captura do préoton H3 pelo N7.
Ao mesmo tempo, observa-se que o cardter acido do Zn é aumentado, sugerindo que a
abstracdao do proton H3 pelo GLU111 seja facilitada. Estes resultados sugerem que o efeito
basico do nitrogénio N7 é predominante e, quando na presenca do ATP, contribui para o

aumento da energia de ativacdao TS(lI-ll1).

Esses resultados reforcam as hipdteses levantadas no capitulo anterior, de que a
presenca do ATP induz modificagdes conformacionais no substrato levando a uma

conformacdo proteoliticamente ineficiente, reduzindo a velocidade de degradacdo do
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amiléide e mantendo as intera¢des IDE-ATP, ATP—substrato e substrato—IDE, responsaveis

por manter a IDE na conformacao fechada (inativa).

4.2.2 Discussoes

As metaloproteases exercem uma importante fun¢do em diversos processos
bioldgicos, incluindo anfigéneses, cicatrizacdo de feridas e na metastases do cancer.[165],
[166] A IDE faz parte do mecanismo de limpeza do cérebro e esta estreitamente relacionada
a patologia de doencas graves, assim como diabetes e a DA.[167] Portanto, entender o seu
mecanismo de regulacdo é fundamental para o planejamento racional de farmacos que

atuem na patologia dessas doencas.

O mecanismo desta reacdo foi anteriormente estudado por modelos
supramoleculares da IDE complexada com o amildide na tentativa de estimar as energias dos
estados estacionarios e criticos da reacdo catalitica.[168] Nesses estudos, os autores
consideraram apenas 0s principais aminoacidos envolvidos na reacdo: a triade de
aminodacidos ligados ao zinco, a molécula de agua ligada ao metal, o aminoacido catalitico
GLU111, o prdéprio Zn, e o par de residuos phel9-phe20 cuja ligacdo peptidica serd
guebrada. Algumas aproximacdes sao incluidas no modelo para mimetizar a enzima, como,
por exemplo, o uso de uma constante dielétrica igual a 4,3 (correspondente ao do éter).
Além disso, os autores usaram restricdes posicionais nos carbonos-a para prender a
geometria na sua posicao experimental. O mecanismo de reac¢do seguido é muito similar ao
proposto nesta tese; no entanto, as energias envolvidas neste processo em nada se
comparam com as apresentadas aqui. No modelo proposto por Bora, a degradagdo ocorre
em trés passos: o primeiro associado a ativacdo da molécula de agua, o segundo é a
formacdo do intermedidrio gen-diol e o terceiro resulta na quebra da ligacdo peptidica do
substrato, da quais o passo-1 é a etapa determinante da reacdo e ocorre com energia de
ativaco igual a 16,6 kcal-mol™. Os processos seguintes ocorrem com energias de ativacdo
menores que 10,0 kcal-mol™. Em nossas simulacdes, descobrimos dois mecanismos de
reacdo: o mecanismo assistido pelo GLU111 e o mecanismo ndo-assistido pelo GLU111,
sendo o primeiro de menor energia. O mecanismo assistido pela GLU111 acontece em dois

passos: o primeiro passo culmina na formacdo do intermediario metaestavel gen-diol e tem
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energia de ativacdo aproximadamente igual a 7,3 + 0,8 kcal-mol™, e o segundo passo leva a
quebra da ligacdo peptidica e ocorre com energia de ativacdo igual a 15 + 2 kcal-mol?,
sendo portanto a etapa decisiva da reacdo. A funcdo do aminoacido THR142 foi descoberto

através dessa descricdo atomistica: estabilizacdo do GLU111.

Na presenca do ATP, o mecanismo de reacdo também acontece em dois passos, e o
segundo passo é a etapa determinante da reacdo com energia de ativacdo igual a 22
kcal-mol ™, sendo 7 kcal-mol™* maior do que na auséncia do nucleotideo. Essa energia é
maior que as energias de ativacdo dos na auséncia do ATP. Isto reflete a importancia da
analise da superficie de energia-livre da reacdo e da descricdo atomistica completa da

enzima e substrato na determinacao do perfil de reacdes enzimaticas.

A velocidade da reacdo na presenca do ATP é reduzida em funcdo do aumento da
energia de ativacdo da etapa determinante da reacdo. A principio, dois fatores poderiam
contribuir para este resultado: o desbalanceamento das cargas do centro catalitico e/ou a
perda da interacdo TYR831-phel9. Notamos que a carga negativa do ATP modifica a
distribuicdo de carga na regido do sitio ativo, reduzindo o carater basico do nitrogénio N7,
essencial na etapa determinante da reacdo, e que a perda da interacdo TYR831-phel9,
importante para a estabilizacdo dos intermedidrios da reacdo catalitica, fixacdo e
conhecimento do substrato,[66], [140] contribuem juntamente para as mudancas do perfil

da reacao.

A constante de velocidade é um parametro pode ser usado para estimar a velocidade
das reacbes, e é calculado teoricamente usando métodos de quimica computacional.
Estudos experimentais mostram que a constante cinética da IDE sem ATP é alta para
pequenos peptideos, com valores maiores que 2.000 s, e pequenas para substratos longos,
tal qual a insulina, com cerca de 0,56 min™".[59], [169] Supomos que o tempo de abertura e
fechamento da IDE em ambos os casos seja semelhante, diferenciando apenas o tempo de
reconhecimento e ligacdo do substrato, uma vez que um substrato grande requer um nivel
maior de organizacdo do que um substrato pequeno. Por exemplo, para ligar-se a IDE, um
substrato grande precisa interagir primeiramente com o sitio distal e posteriormente com o
sitio ativo. Por outro lado, duas unidades de um substrato pequeno ligam-se diretamente no

sitio distal e ativo cada, produzindo o mesmo efeito ativador de um substrato grande —

92



Doutorado Resultados, Discussdes e Conclusdes Carlos H. B. da Cruz

ativacdo alostérica homotrdpica simétrica.[170], [171] Portanto, o tempo de

reconhecimento nestes casos determina a eficiéncia da IDE.

Na presenca do ATP, a degradacdo do substrato grande é inibida e a do substrato
pequeno é aumentada.[50], [172] Nessas circunstancias, o ATP elimina a ativacdo alostérica
simétrica, e exibe um mecanismo de ativacdo alostérica sequencial.[173] No caso de um
substrato grande, vimos que o ATP interage com a cauda C-terminal do substrato criando
uma ponte que conecta e mantém as metades da enzima na conformacao fechada e induz
modificagdes estruturais no substrato e na IDE que levam a uma configuracao
proteoliticamente ineficiente, reduzindo a constante de velocidade da reacdo. Neste caso, a
constante cinética é limitada pela velocidade do movimento de abertura e fechamento da

IDE e pelo tempo necessdrio para o reconhecimento e ligacdo do substrato.

4.2.3 Conclusoes

Do nosso conhecimento, este é o primeiro estudo realizado para a determinacdo do
mecanismo de degradacdo do AP42 pelaIDEco nsiderando o ambiente completo da
enzima e na presenca do ATP. A reacdo de energia minima acontece em duas etapas. A
primeira envolve a ativacdao da molécula de dgua e a formacdao do complexo tetragonal gen-
diol, enquanto que a segunda esta relacionada com a quebra da ligacdo peptidica, sendo
esta a etapa determinante da reacdo com energia de ativacdo igual a 15 + 2 kcal-mol ™. A
presenca do ATP aumenta a energia de ativacdo da etapa determinante em 7 kcal-mol™* e
reduz a velocidade catalitica da reacdo em um fator de 10°, determinando a inatividade

enzimatica.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O mecanismo regulatério da IDE pelo ATP é estudado ha mais uma década, porém

pouco se sabe sobre os fendmenos que regem o comportamento enzimatico.

O ATP ativa a IDE na quebra de substratos pequenos e ao mesmo tempo inibe a
enzima na quebra de substratos longos. Esta ambiguidade produz efeitos distintos que
tornam a IDE seletiva ao tamanho do substrato. Atualmente, sabe-se que a presenca do ATP
troca o estado de agregacdo da IDE de dimeros para monémeros. O ATP liga-se no sitio
catidnico localizado na IDE-C, ndo interage com um substrato pequeno e quebra o suposto
equilibrio eletrostatico que mantem a IDE na forma fechada, aumentando a populacdo de
enzimas na conformacdo aberta (ativa). O mesmo efeito é observado para outros ions. No
entanto, pouco se sabe sobre o mecanismo de inibicdo da IDE pelo ATP na quebra de
substratos longos. Sabe-se, apenas, que a inibicdo depende de interacdes entre o IDE-ATP, é
alostérica e resulta na reducdo da afinidade da enzima pelo substrato. Com base nisso
propomos o primeiro modelo molecular da IDE complexada com o Af42 e o ATP na tentativa
de elucidar o seu mecanismo de inibicdo. Os resultados de DM mostram que o complexo
IDE-AB42 mais ATP é estdvel e que a manutengdo de interagdes especificas entre o a IDE,
ATP e AB42 favorecem a forma inativa da enzima. Essas implicagdes sdo reforgadas pelo fato
de que o ATP reduz a velocidade da reacao proteolitica, aumentando, assim, o tempo de
vida do substrato dentro da camara catalitica e das interacdes que mantém a enzima na

conformacao inativa.

E evidente que o trabalho apresentado depende unicamente da presenca do ATP e
do AP42 dentro da IDE, algo que até entdo ndo foi confirmado experimentalmente. Mas é
razoavel supor que ambos, ATP e AB42, possam estar ligados simultaneamente na IDE, uma
vez que o sitio catidnico estd localizado na IDE-C e o sitio catalitico, no qual o AB42 se liga,
estd localizado na outra metade da enzima. A grande distancia entre esses sitios nos faz crer

que a ligagdo do ATP é independente da ligagdo do AB42 na IDE e vice-versa.
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6. PERSPECTIVAS

Foi mostrado no capitulo 3 que a IDE comporta-se de forma diferente quando na
presenca dos ions e das interacdes IDE, ATP e AP42. Os movimentos da enzima sdo
reduzidos na presenca do ATP e das suas interacdes com a IDE e o substrato e aumentados
em solucdo salina de cloreto de sédio. Suspeitamos que este comportamento esteja
associado ao desfavorecimento no caso do ATP ou, no caso dos ions cloreto, favorecimento
do movimento de abertura da IDE. Embora os resultados sejam coerentes, o tempo de
simulacdo ndo permite julgar com clareza todas as suposi¢cdes levantadas, tornando
necessaria uma abordagem mais abrangente. Portanto, pretendemos determinar a energia
livre da transicdo conformacional da IDE fechada para aberta nos seguintes sistemas: IDE

livre, na presenca do amildide, no sistema IDE-AB42 mais ATP e em solugdo salina.

6.1 Estrutura da IDE aberta

Em primeiro lugar, para construir o perfil energético da transicao conformacional da
IDE fechada para aberta, sdo necessdrias as estruturas inicial e final da coordenada de
reacdo, i.e., das conformacdes da IDE aberta e fechada. No entanto, apenas a IDE na
conformacdo fechada é disponivel atualmente nos bancos de dados de estrutura
cristalografica. A pitrilisina é uma proteina da mesma familia da IDE, de tamanho compativel,
com 30% de homologia, morfologicamente e funcionalmente semelhante a IDE. Mas,
diferentemente da IDE, apenas a conformacdao aberta da pitrilisina foi determinada
experimentalmente, tornando-a um excelente molde para a modelagem molecular por

homologia.

Pretendemos construir a IDE aberta usando a pitrisilina como molde para modelagem
molecular por homologia. Apds a completa validacdo e estabilizacdo estrutural da IDE

aberta, daremos inicio aos calculos de abertura da IDE.

6.2 Abertura da IDE

A estrutura da IDE é complexa e a sua abertura envolve um grande nimero de

varidveis, tornando o mecanismo de abertura da IDE um desafio metodolégico e
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computacional. Em vista desta dificuldade, combinaremos o método Nudged Elastic Band
(NEB) e o Replica Exchange Molecular Dynamics (REMD) para determinar a energia livre da
abertura da IDE complexada com o AP42 (IDE-AP42), IDE-AP42 na presenga do ATP
(IDE-AP42+ATP) e a IDE+AB42 em solugdo de NaCl (IDE-AB42+NaCl). Nestes métodos, varias
estruturas sdo combinadas ao longo do caminho reacional e conectadas umas as outras por
molas. As molas realizam movimentos oscilatérios que estdo sujeitos as condicdes da

dinamica, portanto passiveis de experimentacao.

Inicialmente, combinaremos 32 estruturas com constante de forca de restri¢ao igual
a 50 Kcal-mol™-A™% Depois de estabelecida a condico ideal da dinamica, construiremos os
perfis reacionais e avaliaremos a barreira de energia livre do processo nos diferentes

ambientes estudados.

A hipdtese mais aceita atualmente é a de que a presenca de ions na camara catalitica
guebra o equilibrio eletrostatico que prende a enzima na conformacdao fechada. Para
verificar essa hipdtese, acompanharemos a mudanca da energia eletrostatica durante o
processo de abertura da IDE dos trés sistemas investigados. Caso esta hipdtese seja
confirmada, espera-se que a barreira de transigdo conformacional da IDE-AB42 seja menor
gue a na presenca do ATP e maior na presenga dos ions, visto que a presenca do ATP
aumenta as interacdes intermoleculares entre as metades terminais da enzima, e que os

ions CI” modificam o ambiente eletrostdatico da IDE a favor da sua conformacdo aberta.

6.3 Busca por Ativadores da IDE

Os calculos anteriores fornecerdo um conjunto de estruturas equilibradas da IDE na
conformacdo aberta, que serdo usadas para encontrar sitios funcionais e pequenas
moléculas que favorecam a forma ativa da IDE (aberta), por meios de técnicas que visam a
determinacdo dos sitios funcionais sem conhecimento prévio da estrutura molecular do
ligante e encaixar milhares de moléculas conhecidas nos sitios encontrados através do
screening docking. Selecionaremos os melhores encaixes moleculares para fazer simulacdes
de dinamica molecular do sistema IDE complexada com o AB42 mais a pequena molécula, e
analisaremos o raio de giro da enzima ao longo da simulacdo a fim de averiguar o
favorecimento da forma ativa da IDE (aberta).
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Essas simulacdes permitirdo um melhor entendimento do funcionamento da IDE,
além de evidenciar as contribuicdes de energia eletrostatica para o processo de
abertura/fechamento da enzima e fornecer um conjunto de estruturas representativas para
realizarmos uma busca por sitios nas superficies interna e externa da IDE capazes de alojar
pequenas moléculas que favorecam a conformacao ativa. A realizagdo e continuidade desta

pesquisa ajudardo no desenvolvimento de novas terapias para a DA.
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APENDICE

Inputs dos Calculos de Dinamica Molecular

Minimizagao do Solvente

&cntrl
imin=1, ntx=1,
ntmin=1,maxcyc=10000, ncyc=1000, ntpr=100,
ntb=1, ntf=1, ntr=1, igb=0, cut=12.0,
restraint wt=100.0,
restraintmask="':1-1012"

/

Minimizag¢ao Global

&cntrl
imin=1, ntx=1,
ntmin=1, maxcyc=10000, ncyc=1000, ntpr=100,
ntb=1, ntf=1, igb=0, cut=12.0,

/

Aquecimento

&cntrl
imin=0, irest=0, ntx=1,
ntb=1, ntt=3, gamma 1n=2.0,
tempi=0.0, temp0=300.0, nmropt=1,
cut=12.0, iwrap=1, nscm=1,
ntc=2, ntf=2, ntp=0,
nstlim=2800000, dt=0.001,
ntpr=10000, ntwx=10000, ntwr=10000,
ntr=1,
restraint wt=100.0,
restraintmask="':1-3,16-22,"'

/

&wt
type='TEMPO', istepl=0, istep2=800000,
valuel=0.0, value2=300.0,

/

&wt
type="'TEMPO', istepl=800000, istep2=2800000,
valuel=300.0, value2=300.0,

/

Produgao

&cntrl

nstlim=80000000, dt=0.002, ntx=5, irest=1,
ntpr=100000, ntwr=100000, ntwx=100000,
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temp0=300.0, ntt=3, gamma 1n=2.0
ntb=2, ntp=1, pres0=1, taup=0.1,
ntc=2, ntf=2,

iwrap=1,

Inputs do Cdlculo de Energia livre de ligagao ATP-AR42

Otimizacdo de Geometria das Janelas para Umbrella Sampling

&cntrl
imin=1, maxcyc=10000, ntmin=2,
cut=12.0, ntpr=10, ntwr=10000,
iwrap=1, drms=0.00001,
ntpr=100, ntwx=1000, ntwr=1000,
nmropt=1,

/

&wt type='DUMPFREQ', istepl=1l,
/

&wt type='END',
/

DISANG=rst.in
DUMPAVE=rst.out
LISTIN=POUT
LISTOUT=POUT

Producao das Janelas para Umbrella Sampling

&cntrl
imin=0, irest=0,
ntb=2,

ntt=3, gamma 1n=2.0,

tempi=300.0, temp0=300.0,

cut=12.0, iwrap=1,

ntc=2, ntf=2, ntp=1, pres0=1.0, tautp=0.1,
nstlim=900000, dt=0.002,

ntpr=1000, ntwx=1000, ntwr=1000,

nmropt=1,

/

&wt type='DUMPFREQ', istepl=1l,
/

&wt type='END',
/

DISANG=rst.in
DUMPAVE=rst.out
LISTIN=POUT
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LISTOUT=POUT

Arquivo de Restricao Usado Nesta Secao

&rst
iat=-1,-1, rl=0., r2=<Centro da Janela>,
r3=<Centro da Janela>,
r4=99., rk2=30., rk3=30.,
igrl=<Indice dos Atomos do ATP>
igr2=<Indice dos Atomos de Ca da Ser26 e Ly28>
/

Inputs dos Calculos de Reacao QM /MM

Otimizagao MM da Estrutura Inicial

&cntrl
imin=1, maxcyc=10000, ntmin=1, ncyc=1000,
cut=12, ntpr=50, ntwr=10000,
iwrap=1, drms=0.00001,

/

Otimizagdo QM/MM da Estrutura Inicial

&cntrl
imin=1, maxcyc=1000, ntmin=0,
cut=12.0, ntpr=12, ntwr=100,
iwrap=1,
noshakemask=':20,19,108,111,112,189,1086,1012 |
:18@C,0 | :21@N,H',
ifgnt=1, drms=0.00001,

&gmmm
diag routine=0,
gmmask=':20,19,108,111,112,189,1086,1012 |
:18@C,0 | :21@N,H',
gmcharge=0, gmshake=0,
gm_theory='DFTB',
gmcut=12.0,
dftb telec=100,
writepdb=1,
/

Otimizacdo QM/MM das Janelas para Umbrella Sampling

&cntrl
imin=1, maxcyc=1000, ntmin=0,
cut=12, ntpr=50, ntwr=50, iwrap=1,
noshakemask=':20,19,108,111,112,189,1086,1012 |
:18@C,0 | :21@N,H',
ifgnt=1, nmropt=1, drms=0.00001,
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&gmmm
diag routine=0,
gmmask=':20,19,108,111,112,189,1086,1012 |
:18@C,0 | :21@N,H',
gmcharge=0, gmshake=0,
gm_theory='DFTB',
gmcut=12.0,
dftb telec=100,
writepdb=1,
/

&wt type='DUMPFREQ', istepl=1l,
/

&wt type='END',
/

DISANG=rst.in
DUMPAVE=rst.out
LISTIN=POUT
LISTOUT=POUT

Aquecimento QM/MM das Janelas para Umbrella Sampling

&cntrl

imin=0, irest=0, ntx=1,

ntb=1,ntt=3, gamma 1n=1000.0,

temp0=300.0, tempi=0.0, nmropt=1,

cut=12, tol=0.00005,

iwrap=1, ifqgnt=1, ntc=2, ntf=2, ntp=0,

nstlim=3000, dt=0.001,

ntpr=100, ntwx=1000, ntwr=1000,

noshakemask=':19,20,108,111,112,189,1086,1012 |
:18@C,0 | :21@N,H'

/

&gmmm
diag routine=0,
gmmask=':20,19,108,111,112,189,1086,1012 |

:18@C,0 | :21@N,H'

gmcharge=0, gmshake=0,
gm_theory='DFTB',
gmcut=12.0,
dftb telec=100,
writepdb=1,

/

&wt

type='DUMPFREQ', istepl=1,

/
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&wt

type='TEMPO', istepl=0, istep2=2000,
valuel=0.0, value2=300.0,

/

&wt

type='TEMPO', istepl=2001, istep2=3000,
valuel=300., value2=300.0,

/

&wt
type="END',
/

DISANG=rst.in
DUMPAVE=rst.out
LISTIN=POUT
LISTOUT=POUT

Produgdao QM/MM das Janelas para Umbrella Sampling

&cntrl
imin=0, irest=1, ntx=5,
ntb=2,ntt=3, gamma 1n=2.0,
tempi=300.0, temp0=300.0,
cut=12.0,
iwrap=1,
ntc=2, ntf=2, ntp=1, pres0=1.0, tautp=0.1,
nstlim=22000, dt=0.001, ntpr=100, ntwx=1000, ntwr=1000,
ifgnt=1, nmropt=1,
noshakemask=':20,19,108,111,112,189,1086,1012 |

:18@Cc,0 | :21@N,H',

&gmmm
diag routine=0,
gmmask=':20,19,108,111,112,189,1086,1012 |
:18@C,0 | :21@N,H'
gmcharge=0, gmshake=0, printcharges=1,
gm_theory='DFTB'
gmcut=12.0,
dftb telec=100,
writepdb=1,
/

&wt type='DUMPFREQ', istepl=1l,
/

&wt type='END',
/
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DISANG=rst.in
DUMPAVE=rst.out
LISTIN=POUT
LISTOUT=POUT

Arquivo de Restricao Usado Nessa Sec¢ao

&rst iat=0,0,0, rl=0., r2<Centro da Janela>,
r3=<Centro da Janela>, r4=99.,
rk2=400., rk3=400.,
restraint='distance ( :1086@0 , :19@C )'

&rst iat=0,0,0, rl=0., r2=<Centro da Janela>,
r3=<Centro da Janela>, r4=99.,
rk2=400., rk3=400.,
restraint="'distance ( :1086@H1 , :20@N )'
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