Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza
Departamento de Quimica Fundamental

| [~
e~
[ [~

|

3@4‘"\!

VIRTUS IMPAVIDA
v Yy

Mecanismo de Acao da Enzima Protease de Serina
NS2B-NS3 do Virus da Dengue

Maria Carolina Pacheco Lima

Recife
2016



Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza
Departamento de Quimica Fundamental

Mecanismo de Acdo da Enzima Protease de Serina
NS2B-NS3 do Virus da Dengue

Maria Carolina Pacheco Lima

Tese apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Quimica
Fundamental da UFPE como parte
dos requisitos para obtengdo do grau
de Doutor em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Gustavo de Miranda Seabra
Co-Orientador: Prof. Dr. Ricardo L. Longo

Recife
2016



Catalogacéo na fonte
Bibliotecéria Leonice Maria Cavalcante CRB 4-P1714

L732m Lima, Maria Carolina Pacheco.
Mecanismo de A¢éo da Enzima Protease de Serina
NS2B-NS3 do Virus da Dengue/ Maria Carolina Pacheco Lima— 2016.

169 f.: fig.; tab.

Orientador: Prof. Dr. Gustavo de Miranda Seabra.
Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. CCEN.

Quimica. Recife, 2017.
Inclui referéncias e apéndices.

1. Dengue.NS2B-NS3 protease. 2. Dinamica molecular. |. Seabra,
Gustavo de Miranda. (Orientador). II. Titulo.

616.921 CDD (22. ed.) UFPE-FQ2017-53




A minha familia e aos meus amigos.



MARIA CAROLINA PACHECO LIMA

Mecanismo de Ac¢do da Enzima Protease de
Serina NS2B-NS3 do Virus da Dengue

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Quimica, do Departamento de
Quimica Fundamental, Universidade Federal
de Pernambuco, como requisito para a
obtencdo do titulo de Doutor em Quimica.

Aprovado em: 16/09/2016

BANCA EXAMINADORA

Prof° Gustavo de Miranda Seabra
Departamento de Quimica Fundamental
Universidade Federal de Pernambuco

Prof° Jodo Bosco Paraiso da Silva
Departamento de Quimica Fundamental
Universidade Federal de Pernambuco

Prof° Carlos Henrique Madeiros Castelletti
Instituto Agronémico de Pernambuco

Prof° Willian Ricardo Rocha
Departamento de Quimica
Universidade Federal de Minas Gerais

Prof® Jorge Luiz Neves
Departamento de Quimica Fundamental
Universidade Federal de Pernambuco



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus orientadores, professor Dr. Gustavo de Miranda Seabra, professor
Dr. Ricardo L. Longo e professora Dra. Thereza Soares, pelos ensinamentos, discussoes,
conselhos, oportunidades e paciéncia que permitiram a execucdo e desenvolvimento deste
trabalho.

Ao Gabriel Costa da Hora, pelas dicas durante a escrita deste documento e pelo
suporte emocional.

Aos amigos de laboratério do LQTC (Julio Cosme, Victor Rusu, Diego de Paula,
Miguel Angelo, Fred Pontes, Paulo McMiller, Carlos Henrique, Renaldo Junior, Albano Neto,
Eduardo Aguiar), pelas ideias trocadas e ajuda durante esse tempo.

A administracdo do CENAPAD-PE, Oak Ridge Leadership Facilities e LQTC pelo
suporte técnico, pois sem a estrutura computacional ndo seria possivel a realizacdo do
trabalho.

A CAPES e ao INAMI pelo suporte financeiro.



RESUMO

A Dengue é uma doenca que atinge milhdes de pessoas em todo o mundo, e pode
levar a morte. O Brasil é 0 pais que apresenta 0 maior numero de casos combinados de
Dengue e febre hemorragica da Dengue (D/FHD). No entanto, ndo existem medicamentos
especificos para o tratamento de D/FHD e, uma vez infectado, as recomendacdes da OMS
estdo limitadas a observacgdo e tratamento sintomatico.

Esforcos recentes tém revelado uma série de proteinas essenciais para o ciclo de vida
do virus do Dengue, que podem ser utilizados como alvos para novos medicamentos. O
objetivo deste estudo é entender o mecanismo de acdo de uma dessas enzimas, a proteina ndo
estrutural NS3 protease complexada com o seu cofator NS2B (NS2B-NS3), responsavel pela
clivagem da poliproteina viral durante a etapa de replicacdo do virus, e a compreensao da
interacdo desta proteina com um inibidor e dois modelos do substrato através de estudos de
dindmica molecular. Aqui usamos DM-QM/MM e Umbrella Sampling para estudar o
primeiro passo (acilacdo) da reacdo catalisada pela NS2B-NS3, usando o método semi-
empirico PDDG/PM3 para o subsistema QM, e o campo de forca Amber FF99SB para o
subsistema MM.

E necessaria a construgdo de um modelo estrutural que represente a NS2B-NS3
protease na forma ativa (fechada), chamada DENF2f, e o estudo do comportamento dos
sistemas por dindmica molecular da estrutura NS2B-NS3 inativa (aberta), DENV2a, assim
como o modelo de estrutura ativa na presenga de um inibidor, e também com dois modelos
diferentes de substrato, a fim de conhecer as peculiaridades de cada sistema e validar o
modelo estrutural da NS2B-NS3 protease ativo do virus da Dengue.

Os resultados revelam que a protease NS2B-NS3 pode existir também na conformacao
fechada em solucdo, mesmo na auséncia do inibidor. O DENV2f revelou-se um modelo
realistico para o estudo de modelagem para triagem de inibidores, assim como para o estudo
do mecanismo de reacdo durante a replicacdo viral. Com relacdo ao mecanismo de reacéo,
nossos resultados indicam que o ataque nucleofilico da SER117 sobre o substrato ocorre
gradualmente, em que uma transferéncia de préton para a HIS33 primeiro ativa a SER117,
que s6 depois ataca o substrato. O passo determinante para velocidade de reacdo € a ativacao
da SER117, com uma barreira de 24,1 kcal/mol. A cavidade oxiénion é formada por
moléculas de agua que estabilizam a carga negativa formada sobre o oxigénio carboxilico do
substrato. O passo final da reacdo € a transferéncia do préton da HIS33 ao nitrogénio do
substrato, o que acontece com uma barreira de ativacdo mais baixa de 5,1 kcal/mol, e induz
diretamente a quebra da ligagdo peptidica.

Palavras-chave: Dengue. NS2B-NS3 protease. Dindmica molecular



ABSTRACT

Dengue is a vector tropical disease affecting millions of people, and may lead to death.
Brazil is the country with the highest number of Dengue and Dengue hemorrhagic fever
(D/DHF) cases combined. However, there are no specific medicines for the treatment of
D/DHF and, once infected, the WHO recommendations are limited to observation and
symptomatic treatment.

Recent efforts have revealed a series of proteins essential to the Dengue virus’s life
cycle, which may be used as targets for new medicines. The objective of this study is to
understand the mechanism of action of such an enzyme, the nonstructural protein NS3
protease complexed with the cofactor NS2B (NS2B-NS3), responsible for cleaving the viral
polyprotein during the virus replication step, and understanding this protein’s interaction with
its substrate and inhibitor through molecular dynamics studies.

For the reaction study, a preparation is needed that includes the construction of a
model for the protease structure in active (closed) form, named DENF2f, and the study of the
systems’ behavior by molecular dynamics of the NS2B-NS3 inactive structure (open), the
model for active structure, and the model in the presence of an inhibitor or and two different
models of the substrate, in order to know the peculiarities of each system and validate the
structural model of the active NS2B-NS3 Dengue virus protease. Here we used QM/MM-MD
and Umbrella Smapling to study the first step (acylation) of the reaction catalyzed by NS2B-
NS3pro, using the PDDG/PM3 semi-empirical Hamiltonian for the QM subsystem, and
Amber FF99SB for the MM subsystem.

The results show that the NS2B-NS3 protease may also exist in a closed conformation
in solution, even in the absence of inhibitor. The DENV2f proved to be a realistic model for a
modeling study for screening for inhibitors as well as for the study of the reaction mechanism
during viral replication. Our results indicate that the nucleophilic attack on the substrate by
SER117 occurs in a stepwise manner, where a proton transfer to HIS33 first activates
SER117, which only later attacks the substrate. The rate-determining step is the SER117
activation, with a barrier of 24.1 kcal/mol. Water molecules completing the oxyanion hole
stabilize the negative charge formed on the carbonyl oxygen of the substrate. The final step in
the process is a proton transfer from HIS33 to the substrate’s nitrogen, which happens with a
lower barrier of 5.1 kcal/mol, and leads directly to the peptide bond breaking.

Keywords: Dengue. NS2B-NS3 protease. Molecular dynamics.
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(HIS33, ASP57 e SER117), e a representagcdo em bola sdo do inibidor sem os hidrogénios para a melhor
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Figura 51: RMSD para o sistema DENVZ2f-INIB, tendo como referéncia a estrutura inicial para toda as etapas
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Figura 52: RMSF para os residuos da DENV2f-INIB, regido delimitada com seta azul sdo os residuos da NS3, a
seta em vermelho sdo os residuos da NS2B, jd a seta em verde delimita os residuos do inibidor. Onde os
residuos 1-152 sdo da NS3 e os residuos 153-192 da NSZ2B. 104
Figura 53: Superposigdo para as 700 conformagdes extraidas em intervalos regulares dos tilltimos 150 ns da
simulagdo de dindmica molecular NPT do sistema DENV2f-INIB. a) superposi¢do da NS3; b) superposicdo da

NS2B. A regido da NS3 (azul), em vermelho a NSZB e representado com bolas 0 iNiDidor. .........corerorecrnnees 105
Figura 54: Residuos que estdo num raio de 5.0 A dos residuos do inibidor. Os residuos vizinhos estdo no eixo
da abscissa, enquanto a frequéncia da contagem dos frames que aparecem estd no eixo da ordenada........... 106

Figura 55: Ilustracdo dos residuos que estdo num raio de 5.0 A dos residuos do inibidor. a) os residuos estdo
representados por uma superficie, com o inibidor sobre essa superficie. b) os residuos estdo representados em
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Representado em azul a NS3, em vermelho a NS2B, em bolas o inibidor, e em verde os residuos que estdo num
raio de 5.0 A do inibidor. No inibidor ndo hd a representacdo dos hidrogénios para a melhor visualizagdo. 107
Figura 56: Ilustragdo do inibidor com a cadeia lateral dos residuos do sitio ativo (HIS33, ASP57 e SER117). O
inibidor s6 estd representado nessa imagem pelos residuos 195, 196 e 197, que sdo os residuos da tabela 3. Os
postos tracejados se referem a ligagées de hidrogénio entre residuos do inibidor e os indicados na figura da
proteina. Os dtomos de hidrogénio ligados a dtomos de carbono foram retirados para melhorar a
visualizagdo. 108
Figura 57: llustragdo do inibidor com os residuos ASP111, GLY15, GLY135 e TYR143, todos estdo indicados
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Figura 58: Distdncias de ligacdo de hidrogénio versus os frames da simulagdo. As distdncias r1 (SER117-
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GLY115); r7 (ASP57-LYS196) e r8 (ARG195-TYR:143). Esses frames sdo referentes aos 150 ns finais da
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Figura 59: Niimero de moléculas de H20 que estdo a uma distdncia de 5.0 A dos residuos do sitio ativo. Em
preto sdo as dguas que estdo proximas a triade do sitio ativo, em azul ao residuo HIS33, em vermelho ao
residuo ASP57 e verde ao residuo SER117. Esses frames sdo referentes aos 150 ns finais da dindmica
molecular 111
Figura 60: Superposigdo da tltima estrutura da simulagdo de dindmica molecular da DENV2 com a estrutura
cristalogrdfica da NS2B-NS3 (PDB ID: 3U1I). Em azul, a NS3 da (PDB ID: 3U11); azul claro a NS3 da DENV2;




em vermelho a NS2B da (PDB ID: 3U11); em rosa a NS2B da DENVZ2; verde os residuos do sitio ativo para as
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Figura 61: Uma conformagdo da DENVZ2f-SUBS retirada da simulagdo de dindmica molecular num ensemble
NPT. As moléculas de dgua da caixa de simulagdo ndo estdo representadas na figura para melhor
visualizagdo. Em Azul NS3, vermelho a NS2B, representado em canudo estdo os residuos do sitio ativo (HIS33,
ASP57 e SER117), e a representagdo em bola sdo do inibidor sem os hidrogénios para a melhor visualizagdo.
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Figura 62: RMSD para DENVZf (preto), assim como, 0 RMSD s6 para a NS3 residuos 1 a 152 em azul, NSZ2B
residuos 153 a 192 em vermelho e para o substrato em verde. 114

Figura 63: RMSF para os residuos da DENV2f-SUBS1, regido delimitada com seta azul sdo os residuos da NS3,
a seta em vermelho sdo os residuos da NS2B, jd a seta em verde delimita os residuos do substrato. A
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Figura 64: llustragdo da superposicdo para as 700 conformagées retiradas da simulagdo de dindmica
molecular NPT da DENV2f-SUBS. a) superposi¢do da NS3; b) superposi¢do da NS2B. A regido da NS3 (azul),
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Figura 65: Ilustracdo da superposicdo das estruturas da DENV2f-INIB e DENV2f-SUBS, onde o inibidor estar
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parte da DENV2f-SUBS; NS2B em vermelho da estrutura DENV2f-INIB; NS2B em laranja da estrutura
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Figura 66: Ilustragdo para algumas regiées da proteina. Em amarelo os residuos 10 a 14; azul os residuos
112 a 116; laranja os residuos 138 a 141; rosa residuos 153 a 158 e rosa escuro os residuos 182 a 192. ....... 118
Figura 67: RMSD para algumas regiées da proteina (Figura 66). RMSD: amarelo para os residuos 10 a 14;
azul os residuos 112 a 116; laranja os residuos 138 a 141; rosa residuos 153 a 158 e vermelho os residuos
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Figura 69: llustragdo de algumas estruturas da DENV2f-SUBS em que as regides dos residuos 112-116 e os
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Figura 70: Residuos que estdo num raio de 5.0 A dos residuos do substrato. Os residuos vizinhos estdo no eixo
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Figura 71: Ilustracdo dos residuos que estdo num raio de 5.0 A dos residuos do substrato. a) os residuos estdo
representados por uma superficie, e o substrato estar sobre essa superficie. ; b) os residuos estéo
representados em verde na imagem, e a numeragdo se refere a regido que estd representada no grdfico da
Figura 70. Representado em azul a NS3, em vermelho a NS2B, em bolas o substrato, e em verde os residuos
que estdo num raio de 5.0 A do substrato. No substrato ndo hd a representacdo dos hidrogénios para a
melhor visualizagdo. 123
Figura 72: Distdncias de ligacdo de hidrogénio versus os frames da simulagdo. As distdncias r1 (SER117-
HIS33); r2 (ASP57-HIS33); r3 (GLY133-LYS196); r4 (ARG195-GLY115); r5 (PHE112-ARG195); r6 (ASP11-
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Figura 73: Niimero de moléculas de H20 que estdo a uma distdncia de 5.0 A dos residuos do sitio ativo. Em
preto sdo as dguas que estdo proximas a triade do sitio ativo, em azul ao residuo HIS33, em vermelho ao
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Figura 74: Uma conformagdo da DENV2f-SUBS?Z retirada da simulagdo de dindmica molecular numa
ensemble NPT. As moléculas de dgua da caixa de simulagdo ndo estdo representadas na figura para melhor
visualizagdo. Em Azul NS3, vermelho a NS2B, representado em canudo estdo os residuos do sitio ativo (HIS33,
ASP57 e SER117), e a representagdo em bola sdo do inibidor sem os hidrogénios para a melhor visualizagdo.
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Figura 75: RMSD para DENV2f (preto), assim como, 0 RMSD s6 para a NS3 residuos 1 a 152 em azul, NS2B
residuos 153 a 192 em vermelho e para o substrato (2) em verde. 129

Figura 76: RMSF para os residuos da DENV2f-SUBS, regido delimitada com seta azul sdo os residuos da NS3,
a seta em vermelho sdo os residuos da NS2B, jd a seta em verde delimita os residuos do substrato. A
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Figura 77: llustracdo da superposicdo para as 750 conformagées retiradas da simulagéo de dindmica
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em vermelho a NS2B. 130
Figura 78: Grdfico dos residuos que estido num raio de 5.0 A dos residuos do substrato (2). Os residuos
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Figura 79: Grdfico de distdncias e ilustragcdo das mesmas na imagem ao lado. A distdncia d1 é definida entre
o0 hidrogénio Hy1 da serina e o nitrogénio Nz da histidina, e d2 é a distdncia entre o oxigénio Oy: da serina e o
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Figura 80: Perfil de energia livre bidimensional (ou PMF) QM (PM3PDDG) / MM para a formagdo do
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corresponde a formagdo do complexo enzima-substrato (ES). A linha tracejada representa o caminho de
menor energia para a formagdo do intermedidrio tetraédrico. 133
Figura 81: llustragdo da diferenga de energia livre dos pontos estaciondrios em relagdo ao complexo enzima-
substrato (ES) que representa o caminho de menor energia observado na Figura 80. Deste modo,
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1. INTRODUGCAO

1.1 DENGUE

A Dengue é uma doenca viral infecciosa sistémica que é transmitida entre os seres
humanos por mosquito Aedes (aegypti e albopictus)(BHATT et al., 2013), sendo uma doenca
endémica na Africa, Asia, Caribe e América Latina. O nimero de casos de Dengue tem
crescido em todo o mundo nas Ultimas décadas. Os numeros reais de casos de Dengue sdo
subnotificados e muitos casos sdo classificados erroneamente. Uma estimativa recente indica
390 milhdes de infeccdes de Dengue por ano (95% intervalo de credibilidade 284-528
milhdes), dos quais 96 milhGes manifestam clinicamente os sintomas (com qualquer
gravidade da doenca).(BHATT et al., 2013) Outro estudo, da prevaléncia da Dengue, estima
que 3,9 bilhdo de pessoas, em 128 paises, estdo em risco de infeccdo por DENV (SHEPARD
et al., 2016). Como visto na Figura 1, os paises do hemisfério sul sdo os mais atingidos pelo
virus da Dengue, devido as condicdes climaticas da regido que favorece a disseminacdo do
mosquito Aedes aegypti, vetor do virus (KRAEMER et al., 2015). Noticias recentes mostram
que o virus da Dengue atingiu regiGes onde, até entdo, ndo havia sido registrado casos de
pessoas infectadas, como por exemplo a regido metropolitana de Paris, Franca (LA RUCHE
et al., 2010); Florida, Estados Unidos (FRANCO et al., 2010) e em Nova Caleddnia, Oceania
(KLINE et al., 2013).

Figura 1: Mapa da distribuicao global previsto para o mosquito Ae. aegypti. 0 mapa mostra a
probabilidade de ocorréncia (a partir de 0 (azul ) para 1 (vermelho)) com uma resolucio espacial
de 5 km x 5 km (KRAEMER et al,, 2015). ..

1.1.1 Epidemiologia
O continente asiatico contribuiu com 70% dos casos da doenca, s6 a Iindia com 34%,

ja a América com 14 % dos infectados do mundo, onde mais da metade dos casos ocorreram
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em Brasil e México. Os paises da Africa apresentam uma taxa de 16 % dos infectados. Os
paises da Oceania contribuem com menos de 0,2% das infeccdes aparentes(BHATT et al.,
2013). A taxa de mortalidade é de aproximadamente 5% dos infectados em todo o mundo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009a). O nimero de casos nas Ameéricas, Sudeste
Asiético e na regido Ocidental do Pacifico excedeu 1,2 milhGes em 2008 e mais de 3 milhGes
em 2013 (com base em dados oficiais apresentados pelos Estados-Membros).(“WHO |
Dengue and severe dengue”, 2016) Recentemente, o numero de casos relatados tem
continuado a aumentar. Em 2015, 2,35 milhdes de casos de dengue foram notificados somente
no continente Americano, dos quais 10.200 casos foram diagnosticados como dengue grave
causando 1.181 mortes. O ano de 2015 foi caracterizado por grandes surtos de dengue em
todo o mundo, com o relato das Filipinas mais de 169.000 casos e na Malasia superior a
111.000 casos suspeitos de dengue, representando um aumento de 59,5% e de 16% no
nimero de casos ao ano anterior, respectivamente (“WHO | Dengue and severe dengue”,
2016). S6 o Brasil relatou mais de 1,5 milhdes de casos em 2015, cerca de trés vezes maior do
que em 2014. Também em 2015, Délhi, india, registrou sua pior epidemia desde 2006, com
mais de 15.000 casos (“WHO | Dengue and severe dengue”, 2016).

No século 21, o Brasil se tornou o pais do mundo com mais casos notificados de
Dengue, ocupando o primeiro lugar no ranking internacional para o total de casos da doenca,
com mais de trés milhGes de casos relatados de 2000 a 2005 (COSTA, 2009). Isso representou
78% de todos os casos notificados nas Ameéricas e 61% de todos os casos relatados a
Organizagdo Mundial da Satde (OMS).

O Ministério da Saude ja registrou até a Semana Epidemioldgica (SE), distribuicdo
temporal dos casos que permite a comparabilidade dos dados, (3/1/2015 a 6/2/2016) (Figura
2), em 2016, mais de 170.103 casos provaveis de Dengue no pais (Figura 2). A regido Sudeste
registrou 0 maior nimero de casos (96.664), seguida das regiGes Nordeste (25.636), Centro-
Oeste (25.246), Sul (13.522) e Norte (9.035)(VIGILANCIA, 2016). Neste periodo, foram
descartados 19.249 casos suspeitos de dengue (VIGILANCIA, 2016), pois a Dengue, Zika e

Chikungunha apresentam sintomas similares.
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Figura 2: Casos provaveis de Dengue, por semana epidemiolégica de inicio de sintomas, 2014, 2015 e
2016. (VIGILANCIA, 2016) Semana epidemioldgica é a distribuicdo temporal dos casos que permite a
comparabilidade dos dados, padronizacio internacional.

No estado de Pernambuco, quando comparamos 0s casos provaveis de Dengue até a
Semana Epidemiolégica 7 entre os anos de 2015 (4.798 casos) e 2016 (17.703), ocorreu um

aumento de 28,12 % no nimero de casos.(VIGILANCIA, 2016)

1.1.2 Historico

Embora a Dengue s6 tenha atingindo niveis dramaticos de incidéncia que trouxeram
maiores consequéncias apos a cessacao da Segunda Guerra Mundial, a doenca tem uma longa
historia de interacdo com o homem. E conhecida a partir do registro histérico na China uma
doenca com descricdo clinica semelhante a da Dengue, ja no século Ill durante a dinastia
Chin. Relatos semelhantes foram descritos durante o seculo VII e X do calendéario cristdo
(Dinastia Tang e Dinastia Sung, respectivamente). Estes relatorios descreveram uma doenca
chamada "veneno da agua", devido & sua associagdo com a agua e insetos voadores, e cuja,
descricdo clinica incluia febre, erupcdo cutanea, mialgia e manifestacbes hemorragicas.
Depois de uma longa auséncia de registro historico, o relato de uma doenca semelhante
apareceu quase sete séculos mais tarde, descrevendo uma doenga aguda com convalescenca
prolongada na regido das Antilhas Francesas e no Panama durante o periodo de 1635 a 1699.
Entretanto, s6 no século XX a Organizacdo Mundial de Salde a reconheceu como doenca
(SCHEINER; LIPSCOMB-T, 1976)(WEAVER; VASILAKIS, 2009).
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No Brasil a Dengue tem seu primeiro registro em 1685 na cidade de Recife-
PE,(COSTA, 2009) entretanto, foi em 1692 que houve o primeiro surto de Dengue levando a
Obito duas mil pessoas na cidade de Salvador-BA.(COSTA, 2009) O virus possivelmente
chegou ao Brasil na época do trafico de escravos, nos navios negreiros que chegavam da
Africa. Neste periodo a Africa ja havia registrado casos da doenga. O precursor no combate a
Dengue (combate ao mosquito transmissor) foi Oswaldo Cruz, Diretor Geral de Saude
Publica em 1903 e, decorrente dessa luta contra a doenca, no ano de 1957 a Dengue foi
considerada erradicada no Brasil.

Entretanto, reaparecimento do Aedes aegypti (mosquito transmissor do virus) na
segunda metade da década de 1970, em um pais como o Brasil, com um clima tropical onde
as condicGes ambientais sdo propicias ao vetor, e durante um periodo em que a vigilancia
entomoldgica e a estrutura para combate ao vetor eram inexistentes, permitiu ndo sé a sua
reintroducdo, mas também a sua expansdo territorial.(COSTA, 2009) Embora a primeira
epidemia de Dengue com isolamento viral ocorreu em 1981, em Boa Vista-Roraima, apenas
em 1986, quando o sorotipo 1 (DENV-1) foi introduzido no Rio de Janeiro, que a doenca se
tornou um importante problema de satde publica. Dias depois, algumas capitais do Nordeste
ja tinham sido afetadas e o numero total de casos acumulados notificados em dois anos
chegou a 134.721. A forga de transmiss@o do virus da Dengue foi tdo intensa que, de acordo
com as estimativas com base em um inquérito sorolégico em 1986 e 1987, no Rio de Janeiro
mais de um milhdo de pessoas tinham sido infectadas com o virus DENV-1. Uma vez que nos
anos seguintes as condi¢cbes ambientais permaneceram receptivas a circulacdo do virus da
Dengue, em 1990 um novo sorotipo, DENV-2, foi detectado também no Rio de Janeiro, com
0 recrudescimento da Dengue e os primeiros casos de febre hemorragica da Dengue. Com a
introducdo do DENV-3 em 2002, houve um aumento dramatico em casos notificados de
Dengue (794.219) e febre hemorragica da Dengue (2.702). E em 2010 tivemos a confirmagéo
da circulagéo do sorotipo 4 do virus da Dengue no Brasil.(COSTA, 2009)

Portanto, nos dias atuais, no Brasil a Dengue é considerada uma doenca endémica, ou

seja, um problema de saude publica.

1.1.3 Vetor
O vetor transmissor do virus da Dengue é o Aedes aegypti (Figura 3), um mosquito
que vive de preferéncia em regibes tropicais e subtropicais (Figura 1), que apresentam

temperaturas elevadas e, chuvas frequentes no periodo mais quente do ano, como também em
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regides de baixa altitude. Esse mosquito é originario do Egito, na Africa, e se espalhou pelas
regides tropicais e subtropicais durante o século XVI no periodo das Grandes Navegacdes.
(HENCHAL; PUTNAK, 1990)

Figura 3: Mosquito Aedes aegypti, vetor transmissor do virus da Dengue.

Os mosquitos machos do Aedes aegypti ndo transmitem o virus da dengue, devido a
sua forma de alimentacdo, pois 0s mesmos ndo se alimentam de sangue. Entretanto, os
mosquitos fémeas do Aedes aegypti se alimentam de sangue animal, principalmente o sangue
humano, assim tornando-se capaz de transmitir o virus aos humanos. No momento em que se
alimentam, a fémea infectada pelo virus da Dengue transmite 0 mesmo para 0 ser humano,
devido ao contato com o sangue, que por sua vez podera infectar outro mosquito fémea, e
assim, propagando a doenga. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009a)

1.1.4 Sintomas

Depois de infectado, o individuo pode manifestar alguns sintomas como febre com
duracdo de aproximadamente sete dias, acompanhada por pelo menos dois dos seguintes
sintomas: dor de cabeca, dores musculares, dor na regido posterior dos olhos, dores nas
articulagdes, vermelhiddo no corpo e prostracdo. Os sintomas da Dengue hemorrégica se
assemelham aos da Dengue classica, entretanto hd um agravamento do quadro infeccioso.
Existem alguns sinais que alertam para esse agravamento, como dores abdominais fortes e
continuas, sangramento no nariz, boca e gengiva, vomitos persistentes, pele palida, fria e
Umida, sonoléncia, agitacdo e confusdo mental, dificuldade respiratéria e perda de
consciéncia. Esse quadro clinico da Dengue hemorragica se agrava rapidamente, apresentando
sinais de insuficiéncia circulatoria e choque, podendo levar a pessoa a morte em apenas 24
horas. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009a)
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1.1.5 Combate

Atualmente a prevencdo primaria da Dengue se concentra em combater o vetor
transmissor do virus, o Aedes aegypti, através de pulverizacdo de pesticidas e aplicacdo de
larvicidas. Entretanto, esse tratamento também pode atingir outros insetos e animais, como
também o mosquito pode adquirir resisténcia aos compostos utilizados.(WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009a)

A primeira vacina para a Dengue foi desenvolvida em 2015 (DengVax, Sanofi-
Pasteur), e ja foi licenciada no Brasil, México e Filipinas, apesar de apresentar eficacia de
apenas 65,6% na prevencdo da doenca.(HADINEGORO et al., 2015) Outros esforgos existem
para desenvolver vacinas mais eficientes, como a que esta em desenvolvimento em uma
parceria da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e Instituto Butantan no Brasil.(KONISHI,
2011) Outra linha de acdo em testes € o controle dos vetores através da liberacdo de
espécimes geneticamente modificados para gerar crias que nao chegam a fase adulta,(FRANZ
et al., 2006) ou a esterilizacdo dos mosquitos por irradiacdo.(BENEDICT, 2003) Esses
procedimentos ainda estdo em fase de testes e ndo tem eficiéncia emergencial na rapida
disseminacéo global do virus.(BHATT et al., 2013) No entanto, uma vez contraida a doenga,
ndo h& um tratamento especifico para a Dengue, e as orientacfes da OMS se limitam ao
repouso e tratamento dos sintomas. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009b)

Combater o mosquito transmissor do virus é de fundamental importancia, assim como
investir em pesquisa que vise o0 aprimoramento das técnicas de diagnosticos, tendo em vista a
dificuldade na identificagdo da doenca, como também que tipo de sorotipo da Dengue o
individuo fora infectado. Outro ponto fundamental é a grande dificuldade de conseguir uma
vacina eficiente aos quatro sorotipos da Dengue, simultaneamente.

Atualmente, ndo existe nenhum medicamento no mercado que possa deter a replicacéo
viral, e o individuo, depois de infectado pelo virus, tem um tratamento apenas sintomatico:
repouso, ingestdo de liquidos e paracetamol para febre e dores. Durante esse periodo, 0
paciente pode ainda transmitir a Dengue, caso seja picado novamente por um mosquito.
Portanto, com o aumento do numero de casos de Dengue em todo o mundo, se fazem
necessarias pesquisas na area de substancias que possam deter a replicacéo viral depois que o
individuo for infectado. Embora a Dengue atinja milhares de pessoas em todo o mundo, existe

muito a ser explorado nessa area, haja vista, muitas questdes ainda se encontram sem solucéo.
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1.2 VIRUS

Os virus ndao podem se reproduzir de forma independente, pois ndo produzem
proteinas ou energia de forma independente. Pode-se defini-los como uma quantidade
relativamente pequena de material genético envolto por um envelope de proteina. Uma vez
que o virus infecta uma célula, este utiliza-se dos mecanismos da propria célula infectada para
reproduzir-se. Os virus tém como material genético apenas um tipo de acido nucleico, DNA
ou RNA. Dependendo do virus, este acido nucléico pode ser de cadeia simples ou de cadeia
dupla. O RNA ou DNA podem codificar desde apenas quatro proteinas no virus mais simples
(Brome mosaic virus, BMV), até de 100 a 200 proteinas em virus mais complexos, como 0s
Baculovirus, que infectam artropodes, assim sdo usados como agentes de controle biol6gico
de insetos na agricultura.(FARRELL, 2008)

O virus tem uma estrutura de particula muito pequena e simples, em que seu material
genético se encontra no centro da particula, envolto pelo o capsideo, que é um revestimento
formado por proteinas estruturais; esse arranjo € chamado de nucleocapsideo (Figura 4).
Alguns virus também apresentam uma membrana envolvendo esse nucleocapsideo, podendo
também possuir algumas proteinas externas como ‘“grampos” para ajudar na ligacdo com a

celula hospedeira.

Grampos Envelope (membrana)

Nucleico

Capsideo (proteica)

Capsomeros(subunidades de capsideos)

Figura 4: Organizacdo estrutural de uma particula de virus. O acido nucleico encontra-se no meio da
particula, envolvido pelo capsideo (proteina). Muitos virus possuem também um envelope de membrana,
que normalmente é coberto por “grampos” proteicos. Adaptado da referéncia (FARRELL, 2008)

Os virus ndo se mantém vivos por longos periodos fora da célula e, portanto, procuram

mecanismos para invadir as células. A industria farmacéutica trabalha muito em buscar
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maneiras de bloquear o acesso dos virus a célula como uma das maneiras de se evitar a
infeccdo do hospedeiro pelo virus.(FARRELL, 2008)

1.2.1 Virus da Dengue

Os virus da Dengue, febre amarela, hepatite C e febre do Nilo Ocidental fazem parte
da familia Flaviviridae, do género Flavivirus, caracterizados por serem virus RNA fita
simples senso positivo ((+)ssRNA), deste modo, 0 RNA gendmico serve de RNA mensageiro
e é traduzido pelos ribossomas da célula hospedeira.(AHLQUIST, 2006) Existem quatro tipos
virais, chamados sorotipos, para o virus da Dengue (Figura 5), e todos séo transmitidos pelo
mesmo mosquito.(Ql; ZHANG; CHI, 2008a) Atualmente, no Brasil ha coexisténcia dos
quatro sorotipos. (BARRETO; TEIXEIRA, 2008)

O genoma do virus da Dengue € traduzido em trés proteinas estruturais e sete ndo
estruturais. O primeiro grupo € composto pelo capsideo (C), a proteina precursora de
membrana (prM) e a glicoproteina de envelope (E), essencial para a entrada do virus na
célula. No segundo grupo estdo as proteinas envolvidas na replicacdo viral no interior da
célula, denominadas de NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, e NS5. (MURRELL; WU;
BUTLER, 2011)
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Figura 5: Superficie do virion (particula viral completa, ou seja, infecciosa) maduro da Dengue (sorotipo
2), na sua forma nativa, obtida por crio-microscopia eletronica, PDB: 3]27.(ZHANG et al.,, 2012)

1.2.2 Replicagdo Viral

Os virions (particula viral completa, ou seja, infecciosa) aderem a superficie de uma

célula hospedeira e, subsequentemente, entram na célula por endocitose mediada pelo
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receptor. Apos ter ocorrido a fusdo da membrana viral e celular, o nucleocapsideo (NC) é
libertado para o citoplasma, que conduz a dissociacdo da proteina C e do RNA. Uma vez que
0 material genético é liberado no citoplasma, o RNA de senso positivo ((+)ssRNA) é
traduzido em uma Unica poliproteina que é entdo clivada por proteases virais e do hospedeiro
para a formagdo de um novo virion. A replicacdo do material genético ocorre nas membranas
intracelulares, e a montagem e formacéo das particulas virais imaturas ocorrem na superficie
do reticulo endoplasmaético (RE). As particulas de virions imaturos sdo entdo clivadas pela
protease do hospedeiro, resultando em particulas maduras, infecciosas. Os virions maduros e
de particulas subvirais sdo posteriormente liberados da célula hospedeira por exocitose
(Figura 6). (Ql; ZHANG; CHI, 2008a)
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Figura 6: Ilustracdo da infeccdo viral. Os virions aderem a superficie de uma célula hospedeira e,

subsequentemente, entram na célula por endocitose mediada pelo receptor (descrito no texto).Adaptado
(QI; ZHANG; CHI, 2008b)

A peptidase, enzimas que quebram ligacdes peptidicas entre aminoacidos, da célula do
hospedeiro cliva entre as juncdes C-PrM, PrM-E, E-NS1 e NS4A-NS4B. Ja a protease de
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serina que é codificada pelo proprio virus cliva entre as juncGes NS2A-NS2B, NS2B-NS3,
NS3-NS4A, NS4B-NS5 (Figura 7). (NATARAJAN, 2010)(FALGOUT; MARKOFF, 1995)
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Figura 7: Esquema mostra os sitios na poliproteina do flavivirus que sdo clivadas por proteases do
hospedeiro (setas preenchidas em baixo) e a protease do virus (complexo NS2B.NS3) (setas abertas
acima). O cofator NS2B e o dominio proteolitico da proteina NS3 (NS3pro) estdo sombreados. E os *, na
parte de baixo, estdo indicando os residuos do sitio ativo do complexo NS2B.NS3pro, H51, D57 e S135.
Adaptado da referéncia (ARAKAKI et al., 2002)

1.3 PROTEASES DE SERINA

1.3.1 Aspectos Gerais

As proteases sdo enzimas que catalisam a degradagdo de proteinas por hidrolise de
ligacBes peptidicas e desempenham fungdes indispensaveis em todas as células vivas, que
estdo relacionadas a digestdo, a coagulacdo do sangue, a fibrinolise, o desenvolvimento, a
fertilizagdo, a apoptose, e a imunidade celular.(TURK, 2006) Elas s&o associadas com uma
série de doengas do organismo humano, por exemplo, doencgas cardiovasculares, doenca de
Alzheimer, alguns tipos de cancer, doencas autoimunes, inflamacbes, e
hipertensdo.(COUGHLIN, 2000; HEDSTROM, 2002a; NEURATH, 1984) A compreensao
do mecanismo catalitico e da estrutura dessas proteases pode facilitar o design de drogas.
(EKICI; PAETZEL; DALBEY, 2008)

Um terco das proteases € classificada como proteases de serina, as proteases mais
estudadas dessa classe sendo a quimotripsina, a tripsina, a elastase e a subtilisina. Algumas
proteases de serina estdo associadas a doencas como febre amarela, virus da influenza A,
virus da hepatite C, virus da Dengue e febre do Nilo. As proteases de serina sdo divididas em

duas grandes familias: a familia da quimotripsina (que inclui a tripsina) e a familia da
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subtilisina, embora existam outras familias distintas de protease de serina. O termo "familia"
denota um grupo dessas enzimas que sdo homologas por sua sequéncia de aminoacidos e
muito similares em sua geometria tridimensional.

A caracteristica fundamental das proteases de serina € a presenga do residuo serina
(SER), muito reativo, em seu sitio ativo. Em geral, as proteases de serina, no caso das familias
da quimotripsina e subtilisina, apresentam uma triade catalitica, ASP-HIS-SER (Figura 8).
Entretanto, ha também pequenas diferencas na triade catalitica em outras familias de
proteases de serina, como SER-HIS-GLU, SER-HIS-HIS e SER-GLU-ASP, assim como
diades, SER-HIS ou SER-LYS. (EKICI; PAETZEL; DALBEY, 2008)
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Figura 8: Triade catalitica da quimotripsina (Cédigo PDB: 4CHA). (POLGAR, 2005)

1.3.2 Breve historico

O modo de acgdo das proteases de serina tem sido objeto de estudo por mais de trinta
anos. Os detalhes estruturais dessa classe de proteinas foram observados por diversas técnicas
experimentais como difracdo de Raio-X, difracdo de néutrons e RMN de proteinas.

Em 1964, pesquisadores determinaram a sequéncia de aminoacidos do tripsinogénio
(WALSH; NEURATH, 1964) e da quimotripsinogénio (HARTLEY, 1964), precursoras da
tripsina e da quimotripsina, respectivamente, revelando que essas proteases eram homologas
entre si. A estrutura tridimensional da quimotripsina foi elucidada em 1967 (MATTHEWS et
al., 1967a), ja a estrutura da tripsina foi resolvida em 1974. (STROUD; KAY; DICKERSON,
1974)

Em 1969, David Blow et al. realizou um estudo detalhado da estrutura tridimensional
da quimotripsina pelo método de difracdo de Raio-X, mostrando algumas caracteristicas dessa
enzima.(BLOW; BIRKTOFT; HARTLEY, 1969a) Essa analise estrutural revelou alguns
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aspectos quimicos importantes sobre os residuos do sitio ativo, em que o acido aspartico
(ASP102) forma ligacdo de hidrogénio com a histidina (HIS57), que por sua vez forma
ligacdo de hidrogénio com a serina (SER195), todos do sitio ativo. Alem disso, Blow prop6s
um possivel mecanismo para esse sitio ativo, propondo um mecanismo de redistribuicdo de
carga, onde duas trocas de protons ocorreriam (a partir de SER195 para HIS57 e de HIS57
para ASP102). (A numeracdo dos residuos do sitio ativo — serina, aspartato e histidina
mencionada nesse paragrafo se refere a sequéncia de aminoacidos da quimotripsina estudada
por Blow). Uma de suas conclusdes foi de que a polarizagdo do sistema devido a carga
negativa presente no acido aspartico tornaria o oxigénio da serina mais nucleofilico, assim
explicaria sua reatividade maior para amidas e ésteres. (BLOW; BIRKTOFT; HARTLEY,
1969a)

Com o tempo alguns estudos mostraram a funcdo do ASP102 no sitio ativo. Um
desses estudos mostrou que, ao substituir o residuo ASP02 (que possui carga negativa) por
um grupo ASN102 (com carga neutra), a atividade catalitica dessa enzima diminuiu na ordem
de 10* e a acéo dos inibidores em até oito vezes.(SPRANG et al., 1987) Isso evidencia que a
carga negativa do acido aspartico (ASP102) é fundamental para a distribuicdo de carga do
sitio ativo, favorecendo a maior nucleofilicidade da serina (SER195).

Outro estudo interessante foi 0 de RMN-H em quimotripsina A, que confirmou a
formacdo de ligacdo de hidrogénio entre os residuos do sitio ativo.(ROBILLARD;
SHULMAN, 1972)

Mais tarde o trabalho de Anthony Kossiakoff et al., realizado com difracdo de
néutrons em tripsina bovina, mostrou que ndo ha transferéncia de préton entre os residuos
ASP102 e HIS57. A HIS57 age como base no sitio ativo da proteina, sugerindo que s6 ha uma
transferéncia de proton entre SER195 e HIS57.(KOSSIAKOFF; SPENCER, 1981)

Com essas informacbes foi possivel entender e propor melhores modelos para o

mecanismo de acdo das proteases de serina.

1.3.3 Mecanismo de rea¢do

1.3.3.1 Aspectos Gerais

A hidrolise de ligagdes peptidicas é termodinamicamente favoravel. Entretanto, essas
reacOes de hidrolise sdo extremamente lentas. Tipicamente, na auséncia de um catalisador e
em pH neutro, a reacdo tem um tempo de vida médio entre 10 e 1.000 anos. Em processos

bioldgicos, com a presenca de proteases, essa reacdo ocorre em milissegundos. Essa
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dificuldade com relagdo a parte cinética da quebra da ligacdo peptidica é devida a natureza
quimica dessa ligacdo, em que a ligacdo C—N tem um carater parcial de dupla ligacdo, ndo
permitindo que a molécula rotacione nesse eixo da ligacéo e favorecendo uma estrutura plana.
Os demais atomos que compBdem a regido da ligacdo peptidica, como C, N, O e H formam
entdo uma estrutura plana, resultando na estabilizacdo da ligacdo peptidica por ressonancia.
Outra caracteristica importante € que o atomo de carbono do grupo carboxila € menos
eletrofilico e menos susceptivel ao ataque nucleofilico quando comparado ao mesmo grupo
em compostos de ésteres carboxilato, por exemplo. Por conseguinte, para a quebra da ligagdo
peptidica, a enzima funciona como facilitador nesse processo reacional (FARRELL, 2008).
As proteases executam a reacdo de maneira muito eficiente. As taxas de hidrolise
peptidica por proteases de serina sdo na ordem de 10'° vezes maiores do que as reagdes ndo
catalisadas. Este mecanismo catalitico ndo é exclusivo da hidrélise de peptideos: proteases de
serina também catalisam a hidrélise de outros compostos como acilas, amidas, ésteres e

tioésteres.

1.3.3.2 Cavidade Oxianion

Durante esse periodo de estudo sobre protease de serina, uma regido de interacdo
importante da proteina foi proposta devido a sua recorréncia em diversas proteinas da classe,
chamada “cavidade oxianion” (do inglés, oxyanion hole). Normalmente, a cavidade oxianion
é formada por grupos amida da cadeia principal (backbone) da enzima, por exemplo, GLY193
e SER195, bem como moléculas de adgua, no caso da quimotripsina. A cavidade oxianion é
formada pelos grupamentos NH da cadeia principal dos residuos GLY193 e SER195. Estes
atomos formam uma regido de carga positiva que ativa o grupo carbonila da ligacéo peptidica
clivada e estabiliza o ion oxianion carregado negativamente do intermediario tetraédrico,
(proxima secdo), Figura 9. (HEDSTROM, 2002b; MATTHEWS et al., 1967b; WARSHEL,
RUSSELL, 1986)
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Figura 9: Representacdo esquemadtica da regido da cavidade oxidnion e sua funcionalidade durante a
formacdo do intermediario tetraédrico. Triade catalitica representada por Asp, His e Ser, onde a serina
esta formando a ligacdo acil com o substrato na formagdo do intermediario tetraédrico (carga formal
negativa). Onde X representa &tomos de nitrogénio ou de oxigénio.(WAHLGREN et al., 2011a)

1.3.3.3 Mecanismo

As principais caracteristicas do mecanismo de acdo das proteases de serina foram
primeiramente resumidos por Bender e Zerner (1964)(ZERNER; BENDER, 1964) e Steitz
(1970)(ERLANGER et al., 1970). Diversos outros trabalhos contribuiram para que hoje

tenhamos 0 mecanismo das proteases de serina descrito na literatura.
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Figura 10: Esquema para o mecanismo geral aceito das proteases de serina.(BLOW, 1976; HEDSTROM,
2002b) a) Etapa da acilagdo (acil-enzima) e quebra da licdo peptidica. b) Etapa da quebra da ligacao acil -
enzima. Na ilustra¢do da cavidade oxidnion, o X pode representar 4tomos de nitrogénio (N) ou de oxigénio

(0).

Intermediirio Tetraédrico (1T)

Depois do substrato se aproximar do sitio ativo, o primeiro passo da reacdo € o ataque
nucleofilico do oxigénio da hidroxila da serina (SER195 no caso da quimotripsina) ao
carbono da carbonila do substrato. Ja o hidrogénio da hidroxila da serina € atacado pelo par de
elétrons do nitrogénio da histidina (sitio ativo), havendo uma transferéncia de préton entre
serina e histidina. No segundo passo a ligacdo carbono-nitrogénio da ligacdo peptidica é
quebrada e o intermediario denominado de acila-enzima é formado, composto pelo grupo
acila (acila mais a enzima), formada pela enzima e a parte do substrato ligado ao carbono da
carbonila, que foi atacada pela serina. O resto do substrato fica livre no meio. No terceiro
passo, uma molécula de agua presente ira hidrolisar o complexo acila-enzima, atraves da
transferéncia de um proton da agua ao grupo éster do fragmento acila. Assim, esse fragmento
é eliminado e a serina volta a sua estrutura original, recompondo as caracteristicas do sitio

ativo. Com relacdo as mudancas estruturais e quimicas durante a reacdo pode-se observar que,
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depois do ataque nucleofilico do primeiro passo, ocorre uma alteracdo na geometria do
carbono da carbonila que, antes trigonal plana, passa a ser tetraédrica. Esse intermediario
tetraedrico é instavel, devido a formacéo de uma carga formal negativa no oxigénio derivado
da carbonila. A carga negativa € estabilizada por grupos NH de residuos da proteina que
ficam nessa regido, e também estabiliza o estado de transicdo que precede a formacgdo da
estrutura tetraédrica. Para avaliar de maneira ilustrada o mecanismo geral ver a Figura 10.
(HEDSTROM, 2002c)

Mais recentemente, um trabalho com estruturas de alta resolugdo mostrou outros
aspectos interessantes sobre a catalise. Em 2006, Fodor et al. mostraram a relevancia das
ligacBes de hidrogénio durante o mecanismo de reacdo da tripsina. Estruturas intermediarias
de proteases de serina revelaram que as forcas das ligacdes de hidrogénio entre a enzima e o
substrato sdo alteradas durante a catalise. As ligacdes de hidrogénio sdo conservadas entre a
estrutura folha-p da enzima ¢ o substrato; entretanto, tornaram-se significativamente mais
curtas no complexo de transicdo, de forma sincrona com o ataque nucleofilico ao atomo de
carbono carboxilico da ligacao peptidica que serd quebrada. Assim o mecanismo utiliza a
energia liberada a partir das ligacdes de hidrogénio fortes para superar a barreira energética do
ataque nucleofilico pelo grupo hidroxila da serina catalitica. As liga¢cdes de hidrogénio da
cavidade oxianion proporcionam estabilizacdo adicional para o complexo acil-enzima que terd
sua ligacdo peptidica quebrada. No complexo de acil-enzima a distribuicdo de carga da
ligacdo carbonilica é distorcida para o atomo de oxigénio em comparagao com outras ligagdes
peptidicas da estrutura, indicando um efeito de polarizacdo da cavidade oxianion.(FODOR et
al., 2006)

Outro ponto importante, é o papel do aspartato (ASP) no processo catalitico. Quando a
tripsina é mutada de forma que o aspartato € substituido por um residuo neutro, como a
asparagina, a constante de velocidade da reacdo é reduzida na ordem de 10* suportando a
importancia da carga negativa proxima a histidina (HIS)(KOSSIAKOFF; SPENCER, 1981).
Trabalhos experimentais e tedricos indicam que o aspartato (ASP) desprotona a histidina na
posicdo delta (Nsi, Figura 10), aumentando a basicidade da posicdo épsilon (N, Figura 10)
para a transferéncia de proton da serina para histidina, ativando a serina para a formacao do
intermedidrio tetraédrico(KRAUT, 1977; WAHLGREN et al., 2011b).
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1.3.3.4 Evidéncia do intermediario acil-enzima

O experimento de Hartley e Kilbey, em 1954, evidenciou pela primeira vez o
intermediario acil-enzima. Através do estudo da cinética da reacdo de hidrdlise do acetato de
p-nitrofenil na presenca da enzima quimiotripsina. A hidrélise do acetato de p-nitrofenil pela
quimotripsina indica a formagdo de um intermediario enzima-acetato e a decomposicao deste
intermediario foi o limitante da velocidade. Esse intermediario foi isolado em varias reacfes
de ésteres com a quimotripsina, e a cinética quimica destes intermediarios foi demonstrada.
(HARTLEY; KILBY, 1954) Os intermediérios acil-enzima foram posteriormente isolados em
varias reacOes de ésteres com quimotripsina, assim como a cinética destes intermediarios
foram determinadas. (HESS et al., 1970a)

1.3.3.5 Evidéncia do intermediario tetraédrico

Entretanto, a existéncia do intermediario tetraédrico ainda ndo foi rigorosamente
demonstrada nessas reacGes, mas € inferida apenas a partir de uma solugcdo quimica.
Intermediérios tetraédricos sdo instaveis e tém tempo de vida curto. O tempo de vida do
estado intermedidrio tetraédrico estd associado ao grupo de saida quando se forma o
complexo acil-enzima: quanto melhor o grupo de saida, menor o tempo de vida do estado
intermediario tetraédrico. Isso pode ser evidenciado no caso do grupo de saida do p-
nitrofenol, onde o tempo de vida do estado intermediario tetraédrico € menor que a menor
vibracdo da molécula. A reacdo torna-se concertada, e o estado tetraédrico é considerado um
estado de transicdo. Em solucdo, a hidrolise do p-nitrofenil acetato pela quimotripsina é uma
reacdo concertada, e é formalmente possivel que a hidrélise de peptideos catalisada por esta
enzima também seja concertada. (HEDSTROM, 2002c)

1.3.3.6 Mecanismo de movimento da histidina

No mecanismo geralmente aceito para a catalise de protease de serina (Figura 10), a
HIS57 retira o proton da SER195 e transfere-o para o grupo de saida. Esta transferéncia de
préton intrigou alguns pesquisadores da época, que argumentavam que, se a HIS57 retira um
préton da SER195, formando assim uma histidina com carga positiva HIS57-H" e se
posicionando perto da SER195 no intermediario tetraédrico, assim favorecendo a
reprotonacdo da SER195, regenerando o estado inicial dos dois residuos, HIS57 e SER195.
Para reacdo proceder, a HIS57-H" deveria estar posicionada préxima ao grupo de saida. O
mecanismo chamado ring flip (inglés), um giro de 180° no anel da HIS57-H", foi proposto
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para resolver esse problema: ap6s a formacdo do intermediario tetraédrico, a HIS57-H" gira, 0
que deve colocar o préton do atomo Ns; perto do grupo de saida (Figura 11). A conformagao
da HIS57 invertida foi observada em subtilisina em 50 % de dimetilformamida. Além disso, a
presenca da ligacdo hidrogénio entre os residuos SER214-HIS57 e, a dindmica incomum de
HIS57 foi uma evidéncia para o mecanismo "His Flip".(ASH et al., 2000)

Existem varios argumentos contrarios ao mecanismo "His Flip". Primeiro, a quebra e
formacéo de tantas ligacdes de hidrogénio num curto tempo de vida em que o intermediario
tetraédrico é formado, parece improvavel. O seu mecanismo de inversdo parece violar o
principio de menor movimento, que sugere que as reagOes enzimaticas ocorrem com
economia de movimento. Além disso, HIS57 esta interagindo com residuos do substrato, o
gue cria uma barreira estérica para giro. A dindmica ndo usual do residuo HIS57 pode ser
explicada pelo movimento de entrada e saida do substrato e do solvente na regido do sitio
ativo, ou mesmo por uma transformacdo quimica, ndo necessariamente uma inversao de
posicdo. (HEDSTROM, 2002c)

HN + NH lo
\""003 d] 0-C A o ME 0-C,
1 // »—- 1 - - 1 H )—'Fh
i Ser195.-HN : HN
; ser1gy 7«;0 i Serfos ! 0
A" o~ T’F"
. ]
C ~C
Ser214 Saer214

Figura 11: Esquema do mecanismo "His Flip". Depois da formacdo inicial do intermediario tetraédrico, o
Nei1-H estara formando uma ligagdo de hidrogénio com o atomo yO da SER195. A rotagdo do His57
supostamente coloca o Nei-H perto do grupo de saida NH. Embora as ligagdes de hidrogénio entre Nsi-H e
ASP102 e, entre Ce1 e Ser214 sejam rompidas, novas ligacdes de hidrogénio irdo se formar para substitui-
las (HEDSTROM, 2002c).

Alguns movimentos sdo inevitaveis, como do substrato e da protease para que a rea¢do
de hidrélise prossiga. Para a formacdo do intermediario tetraédrico, o residuo SER195 da
protease deve se movimentar de pelo menos 1 A, assim como pequenos movimentos do
substrato sdo requeridos para que o carbono da carbonila mude de uma hibridizagao sp? para
uma sp®, permitindo a formacéo do intermediario. Portanto, a HIS57 pode ndo ser orientada
para a direcdo da SER195 no intermediario tetraédrico como assumida, anteriormente.
Mesmo se HIS57 estiver posicionada de modo que SER195 seja protonada no intermediario
tetraédrico, a reacdo ndo estd destinada a entrar em colapso, e voltar aos reagentes, pois a
protonacdo da amina é favorecida em geral, e 0 préton necessita apenas se transferir para a

amina antes da quebra do intermediario tetraédrico. Além disso, as varias estruturas dos
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complexos analogos do estado de transicdo indicam que HIS57-H* pode interagir com a
posicdo do grupo de saida, mantendo a ligacdo de hidrogénio ASP102-HIS57.(HEDSTROM,
2002b)

1.3.4 Aspectos Teoricos

Compreender o mecanismo detalhado de catalise enzimatica € um dos problemas
fundamentais em bioquimica. Uma das familias de enzimas mais estudada experimentalmente
e teoricamente sdo as proteases de serina que catalisam a hidrélise de ligagdes peptidicas. As
caracteristicas gerais do mecanismo de reacdo sao amplamente aceitas, no entanto, alguns
detalhes importantes ainda sdo controversos, como a transferéncia de préton entre o aspartato
e a histidina do sitio ativo, assim como se 0 mecanismo de formacdo do intermediario acil-
enzima ocorre em um mecanismo sincronizado ou em etapas, 0 movimento flip da histidina
durante a reacdo, e estdo sujeitos a pesquisa extensiva (HEDSTROM, 2002b).

Embora a funcéo da triade catalitica e da cavidade de oxianion possa ser pensada em
termos de estabilizacdo eletrostatica das cargas no estado de transicdo, a catélise e a
especificidade ndo sdo simplesmente controladas por alguns residuos, mas sdo uma
propriedade de toda a estrutura da proteina, controlada através da distribuicdo de carga por
uma rede de ligacdes de hidrogénio e, talvez, também pelo acoplamento do movimento do
dominio da protease para que haja a transformacgdo quimica. Proteases de serina apresentam
uma oportunidade Unica para o estudo tedrico desses sistemas.

Compreender o funcionamento de enzimas em nivel atomistico € uma questdo central
que vem sendo abordada por diversos estudos teoricos sobre estrutura e funcdo de enzima
(WANG; HU; ZHANG, 2007; WARSHEL; LEVITT, 1976a; WARSHEL; PAPAZYAN;
KOLLMAN, 1995; WARSHEL; RUSSELL, 1986; ZHOU; ZHANG, 2011a).

Grande parte dos trabalhos teodricos se concentra em modelos em fase gas
(DAGGETT; SCHROEDER; KOLLMAN, 1991; SCHROEDER; DAGGETT; KOLLMAN,
1991; TOPF; RICHARDS, 2004; TOPF; VARNAI; RICHARDS, 2002a; UMEYAMA,;
HIRONO; NAKAGAWA, 1984; UMEYAMA; IMAMURA; NAGATA, 1973; WARSHEL;
LEVITT, 1976a; ZHOU; ZHANG, 2011a) do sitio ativo enzimatico, isso devido ao menor
poder computacional que até pouco tempo atras era disponivel. Estes modelos podem dar uma
ideia qualitativa da atividade da enzima. Entretanto, devido a auséncia do meio solvente, ndo

sdo capazes de quantificar o efeito do ambiente enzimatico sobre os processos. A utilizacdo
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de um modelo de solvente implicito (FEIG; BROOKS, 2004; ROUX; SIMONSON, 1999)
pode superar essa limitacdo, mas tambem sera deficiente em tratar o microambiente presente
na regido do sitio ativo da enzima, tornando necessario muitas vezes o tratamento explicito do
solvente e outros residuos do ambiente reacional. No entanto, tudo isso demanda maior poder
computacional.

O estudo tedrico de reacBes enzimaticas teve uma grande mudanca depois da
publicacdo do trabalho de Warshel e Levitt, em 1976, que tiveram uma abordagem pioneira
para simular reacdes enzimaticas(WARSHEL; LEVITT, 1976a). Este foi o primeiro estudo
que combinou fatores internos da reagdo com questdes do ambiente reacional, por meio de um
modelo que combinava mecéanica molecular e mecanica quantica (semi-empiricos) para
avaliar energeticamente a quebra de ligagdo quimica durante a reacdo enzimatica. Os
resultados mostraram que os efeitos eletrostaticos sdo importantes para a estabilizagdo do ion
carbanion que é formado no intermediario dessa reagao. A partir desse trabalho tornou-se um
momento propicio para o desenvolvimento de uma nova abordagem no estudo de reacgdes
enzimaticas (WARSHEL; LEVITT, 1976b). Alguns estudos tedricos usaram essa
metodologia para melhor entender o mecanismo reacional das proteases de serina.

Como ja mencionado anteriormente por trabalhos experimentais (BLOW, 1976;
BLOW; BIRKTOFT; HARTLEY, 1969b; HESS et al., 1970b; KRAUT, 1977; SPENCER,;
STURTEVANT, 1959), existia uma questdo que levantava muita controvérsia no caso das
proteases de serina: a de que existia uma dupla transferéncia de préton no sitio ativo durante o
mecanismo reacional. Isso também foi estudo na época por trabalhos teéricos (DAGGETT;
SCHROEDER; KOLLMAN, 1991; SCHROEDER; DAGGETT; KOLLMAN, 1991; TOPF;
RICHARDS, 2004; TOPF; VARNAI; RICHARDS, 2002a; UMEYAMA; HIRONO;
NAKAGAWA, 1984; UMEYAMA; IMAMURA; NAGATA, 1973; WARSHEL; LEVITT,
1976a; ZHOU; ZHANG, 2011a). O primeiro estudo questionando essa conclusdo foi o de
Hayes e Kollman apontando que, ao serem realizadas corre¢des para os erros nos calculos de
afinidade de préton, e quando séo incluidas ligacdes de hidrogénio no &cido aspartico, 0s
calculos ab initio mostram que s6 deve haver uma transferéncia de préton, que se da entre
serina e histidina (KOLLMAN; HAYES, 1981). Esta analise foi apoiada depois por
Umeyama et al. e Kollman e Hayes, com um modelo de quimica quéntica (QM) de nivel
superior.(KOLLMAN; HAYES, 1981; UMEYAMA; IMAMURA; NAGATA, 1973) A
primeira resposta experimental definitiva a esta questdo foi dada por Kossiakoff e
Spencer.(KOSSIAKOFF; SPENCER, 1981) Por estudo de difracdo de néutrons da tripsina na
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presenca de um inibidor analogo ao substrato, observou-se a protonagdo dos residuos do sitio
ativo, indicando que o hidrogénio Hsi (Figura 10) estd posicionado no Nsi da histidina.
Concluiram assim, portanto, que a eficacia catalitica da triade ASP-HIS-SER néo é devida a
algum efeito quimico perpetuado através do sistema de ligacdo de hidrogénio tal como
proposto na troca de carga (charge-relay),(BLOW; BIRKTOFT; HARTLEY, 1969b) e nem
pelo mecanismo de dupla transferéncia de protons,(HUNKAPILLER et al., 1973) mas em
funcdo das caracteristicas quimicas destes grupos (ASP, HIS, SER) que maximizam a
eficiéncia e eficicia pelo posicionamento estereoquimico no complexo enzima-substrato.
Estudos espectroscopicos por RMN-H! mostram que o Hs; estaria fazendo uma ligagdo de
hidrogénio entre 0 Os e 0 Nsi, como também, indicam que essa ligacdo de hidrogénio
apresenta uma baixa barreira de energia para a transferéncia do préton (Hsi) entre Ns
(histidina) e o Os (aspartato), deste modo facilitando a formacdo do intermediario
tetraédrico.(BACHOVCHIN, 2001; CLELAND; KREEVOQY, 1994; FREY; WHITT; TOBIN,
1994)

Warshel et al. também mostraram que a reacdo em fase gas é caracterizada por uma
barreira grande de ativacdo (associada com a formacdo do nucleofilo carregado a partir de
fragmentos neutros), embora o ataque nucleofilico seja essencialmente por barreiras menores
nas enzimas. Por outro lado, as reacGes enzimaticas e em solugdo apresentam um perfil
energético reacional semelhante, com uma barreira mais baixa para a rea¢do enzimatica. Eles
concluem que os sitios ativos das enzimas proporcionam ambientes polares especificos que
ndo se assemelham a fase gas, mas que sdo projetados para a estabilizacdo eletrostatica de
estados de transicdo ibnicos, e que solvatam esses estados mais do que s6 o
solvente.(WARSHEL; AQVIST; CREIGHTON, 1989)

Schroeder et al. examinaram uma outra questdo sobre a catalise em protease de serina:
qual é o passo limitante para a velocidade global da hidrolise de amida e de éster?
Descreveram célculos semi-empiricos de orbitais moleculares da hidrélise de amida e ésteres
catalisados pela tripsina, observando que o ataque da serina ao substrato, na formacgédo do
intermediario tetraédrico, foi a etapa limitante com ambos os substratos. Assim, o caminho
reacional de menor energia para formacdo do intermediario tetraédrico se realizou pela
aproximacao da serina ao substrato, em seguida pelo movimento acoplado de &tomos pesados
e, da transferéncia de proton para completar a reacdo. Esse trabalho foi um dos poucos onde
todo o caminho da catélise foi simulado e o passo limitante da velocidade foi sugerido. O

efeito do meio sobre a catalise também foi estimado por calculos de mecanica molecular,
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usando um modelo ndo covalente entre o peptideo e a tripsina, mostrando a importancia do
ambiente na estabilizacdo do intermediario tetraédrico. Uma simulacdo de dinamica
molecular do complexo ndo covalente também foi realizada, observando a importancia do
movimento local do sitio ativo nas fases iniciais da catélise. Ficou evidente a necessidade de
calculos precisos de quimica quéntica, assim como uma representacdo do ambiente quimico
para definir o caminho da catalise enzimatica.(SCHROEDER; DAGGETT; KOLLMAN,
1991)

Em 2002, um trabalho de simulagéo de dindamica QM/MM foi utilizado para examinar
a estabilidade do intermediario tetraédrico durante a etapa de desacilacéo da hidrolise de um
peptideo simples, que foi catalisada pela enzima elastase.(TOPF; VARNAI; RICHARDS,
2002b) A regido quantica incluia a triade catalitica, a estrutura tetraédrica, e a cavidade
oxianion. Os célculos indicaram que o intermediario tetraédrico € uma espécie estavel na
escala de tempo de picossegundos, além de outras observagdes como a mobilidade do anel
imidazol entre dois dos 4tomos de oxigénio da estrutura tetraédrica, que mostra como o
intermediario pode proceder para o estado dos produtos sem um “mecanismo de inversao de
anel”. Além da proposta de ligagdo de hidrogénio entre o anel de imidazol e da cadeia
principal da SER214, observa-se uma ligacéo de hidrogénio alternativa com a cadeia principal
do residuo THR213, que pode estabilizar o intermediario durante o movimento do anel
imidazol. O pro6ton se desloca entre ASP102 e HIS57 durante a simulacdo. Entretanto, o
préoton fica grande parte do tempo localizado no atomo de nitrogénio da histidina. (TOPF;
VARNAI; RICHARDS, 2002b)

Ishida e Kato, em 2003, estudaram o mecanismo de reagdo da tripsina por dinamica
molecular QM/MM e célculos de energia livre. Calculando o perfil de energia livre para o
primeiro passo da reacdo, acilacdo, os calculos mostraram que 0 passo determinante para a
velocidade de acilacdo é a formacdo do intermediario tetraédrico, e a quebra desse
intermediario tem uma pequena barreira energética. (ISHIDA; KATO, 2003a) A energia livre
de ativacdo para a formagdo desse intermediario foi de 17,8 kcal/mol usando QM/MM
(MP2/(aug)-cc-pVDZ//HF/6-31+G**/AMBER) combinado com Molecular Dynamics-Free
Energy Perturbation: MD-FEP.(ISHIDA; KATO, 2003b) Ja simulacGes de dinamica
molecular para o complexo enzima-substrato (ES), enzima livre, e em fase gas mostram que a
ligacdo do substrato induz alteragdes conformacionais em torno do sitio ativo, as quais
favorecem o alinhamento dos fragmentos reativos (HIS57, ASP102 e SER195) que ficam

numa orientacao reativa. Observou-se também que a etapa de transferéncia do préton entre a
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serina e a histidina, e o ataque nucleofilico da serina ocorrem de maneira concertada. Como
relacdo ao ambiente, os resultados mostraram que ele desempenha maior estabilizacdo no
intermediario tetraédrico quando comparado ao complexo enzima-substrato. O fator mais
importante de estabilizacdo do intermediario tetraédrico € a interacdo eletrostatica entre o sitio
ativo e algumas regides especificas da proteina: os grupos NH da cadeia principal dos
residuos GLY193 e SER195 (cavidade oxianion) estabilizam a carga negativa gerada no
oxigénio da carbonila quando forma o intermediario, e 0s grupos carbonila da cadeia
principal dos residuos ILE212 e SER214 estabilizam uma carga positiva gerada no anel
imidazol da histidina (His57).(ISHIDA; KATO, 2003a)

Ishida e Kato, em 2004, fizeram um estudo teérico sobre o papel do ASP102 no
sistema catalitico de protease de serina, quimotripsina, calculando o perfil da energia livre de
reacdo da transferéncia de um proton para esse residuo, usando céalculos de estrutura
eletronica QM/MM (HF/6-31+G**/AMBER) combinadas com dindmica molecular e o
método da perturbacdo para energia livre. (ISHIDA; KATO, 2004) O ASP102 desempenha
dois papeéis importantes no processo catalitico: um é para estabilizar a HIS57 protonada, e 0
outro é o de manter a configuracdo em torno do sitio ativo, pois favorece o processo catalitico.
Esses dois fatores estdo intimamente relacionados entre si e sdo indispensaveis para uma
catalise eficiente. Além disso, os célculos apresentados sugerem a importancia da interacdo
entre a HIS57 e os residuos SER214-VAL213 no estado de transi¢do da etapa de acilacéo
(numeragéo dos residuos referente a quimotripsina).(ISHIDA; KATO, 2004)

Em 2006, Ishida publicou um outro trabalho que analisava de maneira tedrica 0 RMN
para a triade catalitica da tripsina, observando a correlagdo entre a variacdo dos
deslocamentos quimicos e o rearranjo estrutural do sitio ativo no processo de acilacdo do
mecanismo. (ISHIDA, 2006) Para isso fez célculos de dindmica molecular QM/MM (HF/6-
31+G**/AMBER). Os deslocamentos quimicos obtidos foram consistentes com 0s
experimentos, mostrando que o préton entre a ASP102 e HIS57 fica localizado proximo a
HIS57, existindo uma forte interacdo eletrostatica entre os dois residuos ASP102 e HIS57.
Quando o intermediario se formou se observou uma interacdo eletrostatica entre a HIS57 e a
cadeia principal dos residuos VAL213 e SER214. (ISHIDA, 2006)

Em 2011, Zhang e Zhou determinaram o mecanismo de acilacdo de um prot6tipo de
serina protease (tripsina) e seu perfil de energia livre por simulacdo de dindmica molecular
QM/MM e amostragem de guarda-chuva (do inglés, Umbrella Sampling). E importante

mencionar alguns aspectos desse artigo, pois faz diversas observacGes sobre pontos ja
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mencionados anteriormente e polémicos sobre a reacdo, além de utilizar uma metodologia
mais recente para o tratamento de reacGes enzimaticas.(ZHOU; ZHANG, 2011b)

A estrutura inicial do complexo de substrato-enzima foi modelada com base na
estrutura de raios-X do complexo tripsina-inibidor (PDB ID: 1MCT). A sequéncia de
aminoacidos para o substrato foi alinhada a partir da posicdo do inibidor no sitio ativo da
enzima, e a ligacdo a ser quebrada entre ARG5S e ILE6. O subsistema QM (nivel B3LYP/6-
31+G¥*) incluiu as cadeias laterais da triade catalitica (HIS57, ASP102 e SER195) e a porcéo
do substrato que teve a ligacdo peptidica quebrada. Deste modo, usando 41 janelas, cada
janela com 30 ps, de Umbrela Sampling para percorrer a coordenada de reacdo. Eles
obtiveram uma barreira de ativacdo total de 16,9 kcal/mol, em boa concordancia com o valor
experimental de 15-20 kcal/mol, dependendo do substrato e das condicGes
experimentais.(ZHOU; ZHANG, 2011b)

Os resultados desse estudo indicam que a posi¢cdo do anel de HIS57 se altera pouco

durante a reacédo (Figura 12).

Aspl94

sub-Arg5

sub-lle6

Aspl02

Figura 12: Superposicdo de estruturas da regido sitio ativo da tripsina para ES (em vermelho), TI1 (em
verde), TI2 (em azul) e EA1 (em laranja) no modo de palito. O atomo do tipo HG da SER195 é apresentado
no modo de esfera. As estruturas enzima-substrato(ES), intermediario tetraédrico 1 (TI1), intermediario
tetraédrico 2 (TI2) e acil-enzima (EA1) pode ser melhor vista na Figura 13. Adaptado da referéncia
(ZHOU; ZHANG, 2011b)

A sutil reorientagdo do seu anel no intermediario tetraédrico serve como uma ponte
que liga duas etapas quimicas: primeiro HIS57 atua como uma base, aceitando o préton da
SER195, e depois age como um acido protonando o grupo amina de saida (substrato). Esta
troca de protons pela histidina prossegue com uma economia de movimento atémico,

contrariando a teoria do ‘His-Flip’ (1.3.3.6 Mecanismo de movimento da histidina ), ou
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mesmo a inversdo do nitrogénio do grupo amina de saida (substrato). Para a ligacdo de
hidrogénio entre HIS57 e ASP102, ela se torna um pouco mais curta no estado de transicao e
nos intermediarios do que nos estados de menor energia (ES e EA1), indicando uma interacdo
mais forte devido a carga positiva no anel (HIS57), na Figura 13. Ja a Figura 14 mostra o
perfil energético para todas as estruturas, como suas barreiras de ativacdo. Durante a
simulacdo nenhuma transferéncia de proton espontanea entre ASP102 e HIS57 foi observada.
Os resultados mostram que o principal papel do residuo ASP102 na catalise € estabilizar a
carga positiva do anel imidazol (HIS57) nos estados TS e TI através de interacdes
eletrostaticas. Isso é mais uma evidéncia contraria ao mecanismo de redistribuicdo de carga
(do inglés, charge-relay mechanism) proposto por Blow et al.(BLOW; BIRKTOFT;
HARTLEY, 1969a)
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Figura 13: llustracdo das estruturas para a fase de acilagdo da tripsina. ES, complexo enzima-substrato;
TI1 e TI2 duas configuracdes distintas intermediarios tetraédricos; EA1, acil-enzima. Adaptado da
referéncia (ZHOU; ZHANG, 2011b)
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Potencial de Forca Média (kcal/mol)

Coordenada de reagdo

Figura 14: Perfil de energia livre para a etapa da reacdo de acilagdo da tripsina determinado pela
simulagdo de dindmica molecular QM /MM por amostragem guarda-chuva (do inglés, umbrella sampling).
Adaptado da referéncia (ZHOU; ZHANG, 2011b)

1.4 NS2B-NS3 PROTEASE DO VIRUS DA DENGUE
A protease viral NS3 tem uma triade catalitica (HIS51, ASP75, SER135) que &

essencial para a replicacdo viral (como visto para as proteases de serina, caso da NS3) e é
responsavel pela clivagem das juncdes NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A e NS4B/NS5 na
poliproteina.(CHAMBERS et al., 1990)

Li et al., em 1999, revelaram que o dominio responsavel pela atividade da protease do
virus da Dengue é constituido por 167 aminoacidos da parte N-terminal da NS3.(LI et al.,
1999) O residuo His51, que pertence a NS3 protease e também a triade catalitica, sendo
fundamental para a funcdo da protease. (FALGOUT; MILLER; LAI, 1993)(CLUM,
1997)(YUSOF et al., 2000)

Experimentos in vitro (YUSOF et al., 2000) mostraram que a NS3 protease por si sO
apresenta uma atividade limitada para varios substratos peptidicos sintéticos enquanto, para
processar 0s substratos naturais, 0 dominio da protease da NS3 é co-expressa com um cofator,
a proteina NS2B.(YUSOF et al., 2000)

Falgout et al., em 1993, mostrou que preservar um fragmento central de 40
aminoéacidos (residuos 53-92 da NS2B) no precursor NS2B ¢ suficiente para produzir um
produto ativo junto com a NS3 (NS2B-NS3). A atividade desse complexo NS2B-NS3 foi
demonstrada em sistemas de expressdo tanto eucariéticas quanto procariéticas.(FALGOUT;
MILLER; LAI, 1993; YUSOF et al., 2000)

Erbel et al., em 2006, relatou as estruturas cristalinas de um complexo NS2B-NS3pro
do virus da Dengue (DENV) e, um complexo NS2B-NS3pro com um inibidor do virus do
Nilo Ocidental (WNV). Cristais de alta qualidade pra NS2B-NS3pro da Dengue (1,5 A) e
para o Nilo Ocidental (1,68 A), e o complexo WNV NS2b-NS3pro com inibidor baseado em
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modelo de substrato benzoil-norleucina (P4) - lisina (P3) - arginina (P2) - arginina (P1) -
aldeido (Bz-NLE-LYS-ARG-ARG-H) foram obtidos e as estruturas foram resolvidas. Com
essas estruturas foi possivel identificar residuos importantes para o reconhecimento do
substrato na NS3pro e esclarecer a importancia do cofator NS2B para estrutura ativa da
protease no caso do WNV. (ERBEL et al., 2006)

Os dominios NS3pro em ambas as estruturas adotaram a conformacdo semelhante a da
quimotripsina, ou seja, dois barris-p, cada um formado por seis folhas-p, com a triade
catalitica (HIS51-ASP75-SER135) localizada na fenda entre barris (Figura 15). Os dois virus
apresentam 50 % de identificacdo das sequéncias dos aminoacidos para a NS3pro, e a
superposicao das estruturas apresenta um r.m.s de apenas 1.37 A. (ERBEL et al., 2006)

A conformacdo adotada pela parte C-terminal da NS2B revelou diferencas marcantes
entre os complexos cofator-protease com inibidor ligado e ndo ligado. Na estrutura da NS2B-
NS3pro da Dengue (Figura 15), a densidade de elétrons para residuos além do residuo 76 é
descontinua, o que sugere gque a parte C-terminal do cofator para essa estrutura adota diversas
conformacdes quando em solucdo. NS2B néo interage com o local de ligacdo do inibidor, e a
atividade da NS2B-NS3pro ndo pode ser explicada por esta estrutura. Em contraste, para o
caso da estrutura do Nilo Ocidental (Figura 15), o complexo NS2B-NS3pro com inibidor
revela interagdes diretas da NS2B (ASP82-PHES85) com o sitio ativo da NS3pro. (ERBEL et
al., 2006)

A NS2B ndo s estabiliza ambos os barris de N-terminal e C-terminal, fornecendo
folhas-f adicionais, como também completa o local de ligacdo ao inibidor com a sua regido
C-terminal. As estruturas apresentadas proporcionaram, pela primeira vez, uma explicagéo
para 0 aumento na atividade da NS3pro na presenca de NS2B. (ERBEL et al., 2006) As
coordenadas para essas estruturas estdo no PDB (Protein Data Bank) com os codigos: 2FOM
(DENV NS2B-NS3pro) e 2FP7 (WNV NS2B-NS3pro-Bz-NLE-LYS-ARG-ARG-H).(ERBEL
et al., 2006)
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Figura 15: Ilustragéosdas estruturas de NS2B-NS3pro na auséncia e na presenca de um inibidor. (a) DEN
NS2B-NS3pro. Cinza, NS3pro; amarelo, NS2B. Nio foi observada densidade de elétrons dos residuos NS2B
77-84. (b) WNV NS2B-NS3pro em complexo com Bz-Nle-Lys-Arg-Arg-H (laranja). Adaptado da referéncia
(ERBEL et al., 2006)

Wichapong et al., em 2010, geraram e validaram um modelo de homologia da forma
ligada do inibidor com protease NS2B-NS3pro para o virus da Dengue (DV). O modelo DV-2
por homologia foi construido com base unicamente na estrutura de Raio-X do homdlogo do
complexo NS2B-NS3pro com inibidor, e apresentou resultados que se encontram em bom
acordo com os dados experimentais. Dessa maneira, sugeriram que o modelo DV-2
representava a protease NS2B-NS3 para Dengue na forma ativa. O modelo obtido e as
simulacdes dindmica molecular (DM) revelaram elevada similaridade com os resultados
obtidos para o cristal de protease do caso do virus do Nilo Ocidental (WNV). As simulacdes
DM revelaram a existéncia de fortes interacdes entre o dominio C-terminal da NS2B e a NS3,
ajudando na estabilidade das regides de loop da NS3 protease. Os resultados indicam que 0
dominio C-terminal da NS2B nédo ¢é apenas importante para a ligagdo com a NS3 protease,
mas também desempenha um papel importante para a interagdo com o residuo da posicdo P2
do inibidor, além de mostrar outras interacbes importantes entre a NS2B-NS3 com os residuos
do inibidor e outros residuos da proteina. Assim, este trabalho descreve pela primeira vez a
interacdo do inibidor peptidico com NS2B-NS3 protease da Dengue utilizando uma
abordagem de simulacdo DM. (WICHAPONG et al., 2010b)

Foi apenas em 2012 que uma estrutura cristalina para o complexo formado por um

peptideo ligado covalentemente a NS2B-NS3pro do virus da Dengue (sorotipo 3, DEN-3),
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bem como o inibidor de serina-protease aprotinina ligado a mesma enzima, foram obtidas.
(Noble et al., em 2012) Estas estruturas revelaram, pela primeira vez, uma conformacéo
fechada que é cataliticamente ativa para a protease do DENV. Na presenca do peptideo, a
protease do DENV-3 constitui a conformacédo fechada, em que a regido hidréfila do grampo-f8
da NS2B fica em torno da NS3 protease, de uma maneira andloga a da estrutura da protease
do virus do Nilo Ocidental (WNV). Os resultados confirmaram que a protease (NS2B-NS3)
para 0 virus da Dengue forma uma conformacdo fechada durante protedlise, como
anteriormente proposto para a WNV. A Figura 16, mostra a estrutura para o complexo NS2B-
NS3 protease da Dengue tipo 3 com inibidor Bz-nKRR-H (benzoila-norleucina-LYS-ARG-
ARG-aldeido). (NOBLE et al., 2012)

- Grampo-f
NS2B/

Figura 16: Ilustracdo da estrutura NS2B-NS3 protease da Dengue ligada ao Bz-nKRR-H. A estrutura é
mostrada na representacdo de cartoon, NS3 em verde e NS2B em azul, com o Bz-nKRR-H em
representacao stick. Adaptada da referéncia (NOBLE et al,, 2012).

1.4.1 Inibigdo da NS2B-NS3 do virus da Dengue

1.4.1.1 Generalidades

Compostos que agem inibindo ou modulando a atividade das proteases tem efeitos nos
processos bioldgicos em que essas proteases atuam. Muitos desses inibidores naturais se
assemelham aos substratos com relacdo a estrutura.(FERSHT; REQUENA, 1971; HIROARA;
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BENDER; STARK, 1974) O fato de a enzima estabilizar o estado de transicdo vem sendo
demonstrado muitas vezes através da utilizacdo de analogos do estado de
transicdo(SCHRAMM, 2011), que sdo moléculas que mimetizam o estado de transicdo de
substrato. No caso das proteases de serina € comum construir inibidores que se paregam com
a estrutura tetraédrica observada no mecanismo da reacdo. (HEDSTROM, 2002c)

Estudos mostram um padrdo de interacdo dos residuos que compdem o inibidor ou
substrato com regides especificas da enzima. Os locais de reconhecimento do substrato
incluem o prdprio sitio ativo da enzima, como também, regies de bolsdes de interacdo que
acomodam as cadeias laterais dos peptideos do substrato.(HEDSTROM, 2002c)

Os estudos normalmente focam em uma interacdo especifica da protease com o
substrato. Com base na nomenclatura proposta por Harper e Berger, (HARPER; BERGER,
1972) a interacdo mais focada é a P1-S1, onde P1 e P1’ (Figura 17) indicam residuos
peptidicos no grupo acila, em que um ficara ligado a serina e outro saird como grupo de saida
pela clivagem da ligacdo peptidica. S1 é a regido da proteina com a qual P1 interage. A
numeracdo é dada segundo a Figura 17, e os sitios de interagdo Sn interagem com Pn
correspondente. Cada bolsdo tem caracteristicas quimicas diferentes para interagir com
residuos distintos: uns acomodam melhor residuos com cargas negativas, outros com carga
positiva, outros ainda interagem melhor com residuos neutros, hidrofilicos, ou também com
hidrofdbicos. 1sso deve ser levado em consideracdo quando se cria modelos para se estudar a
interacdo do substrato com a proteina(HEDSTROM, 2002c)

Z L

Figura 17: Os potenciais sitios de interacdo do substrato com a enzima sio designados P (mostrados em
vermelho), e os correspondentes locais de ligacio a enzima sdo designados S (subsitio). A ligacdo
peptidica (em vermelho) é o ponto de referéncia. Adaptado da referéncia (HEDSTROM, 2002c)

Para as posigdoes P1’ e P2’, a protease do WNV mostra uma preferéncia por GLY
(P17)-GLY(P2’) (SHIRYAEV et al., 2007), ao passo que no caso do DENV, ha preferéncia
pela SER na posicao P1°, como também mostra uma fraca preferéncia para os residuos acidos

na posi¢do P2’ (LI et al., 2005). No caso da DENV, a posi¢ao P3’ do substrato mostra uma
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forte preferéncia para SER (LI et al., 2005). A DENV também exibe preferéncia para GLY na
posi¢do P4’ do substrato.(LI et al., 2005)

Com relacdo ao estudo da preferéncia da clivagem da ligacdo peptidica do substrato,
estudos mostram que a NS2B-NS3pro do virus da dengue apresenta uma preferéncia para
clivar ligacGes peptidicas com uma sequéncia de aminoacidos caracteristica. (SHIRYAEV et
al., 2007)Representando a sequéncia de um substrato peptidico por -P4-P3-P2-P1-P1°-P2’-
P3’-P4’-, na qual a ligacédo peptidica clivada ocorre entre P1 e P1°, a diade (LYS/ARG)-ARG
¢ comumente encontrada nas posicbes P2 e P1 em varias sequencias na poliproteina
precursora. Em estudos com modelos de substrato de oito aminoéacidos de comprimento, a

sequéncia que apresentou maior eficiéncia catalitica foi GKKRR|PVR (a seta para baixo

indica a regido da quebra da ligacdo entre os residuos).(SHIRYAEV et al., 2011)

Figura 18: Detalhe das interagdes entre NS2B-NS3 protease da DEN-3 e a aprotinina (inibidor). Diagrama
dos residuos da aprotinina (mostrado como stick amarelo) na superficie da protease NS2B-NS3 da DEN-3
(cinzento). As possiveis ligagdes de hidrogénio estdo indicadas por linhas tracejadas. Outros residuos que
revestem os bolsdes sdo mostrados com stick verdes, com a triade catalitica com stick azuis. Imagem em
estéreo, adaptada da referéncia (NOBLE et al.,, 2012)

Em ambas as estruturas da protease da DENV-3 com Bz-nKRR-H ou com aprotinina
(Figura 18), a cavidade oxianion é formada pelos residuos G133, T134, e S135. A cavidade
oxianion é uma regido para acomodar o intermediario tetraédrico carregado negativamente, e
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que é formada durante a reacdo do substrato com a protease. No caso da protease da DENV-3
com a Bz-nKRR-H, a regido da cavidade oxianion foi ocupada por uma molécula de agua e
um sulfato. Quando a ligagdo peptidica GLY133 € invertida, leva a estrutura da cavidade
oxidnion “fechada” (uma conformacao inativa). Foi proposto anteriormente que o fechamento
da cavidade oxianion é devido & auséncia de um residuo na posi¢do P1. (NOBLE; SHI, 2012)
Entretanto, no caso da Figura 19(a) vemos uma conformacédo ativa da cavidade oxianion,
mesmo sem a presenca do residuo P1 do Bz-nKRR-H. Este resultado indica que um residuo
em P1’ ndo é necessario para esta conformacéo ativa.(NOBLE et al., 2012)

Na estrutura da protease (DENV-3) com aprotinina, existem fortes interagdes do tipo
de ligacdo de hidrogénio entre os residuos da triade catalitica (HIS51, ASP75, e SER135);
todas as ligagdes de hidrogénio estdo dentro de uma distancia de 2,7 A (Figura 19a). O grupo
carboxilico do residuo LYS (P1) na aprotinina esta posicionado na cavidade oxianion (Figura
19b), indicando que a cavidade oxidnion estd na conformagdo ativa. Uma conformacéo
semelhante foi observada num complexo protease-aprotinina para 0 WNV.(ALESHIN et al.,
2007) Estes resultados indicam fortemente que as estruturas representam conformacdes

cataliticamente competentes.(NOBLE et al., 2012)

T134

Figura 19: Ilustragio detalhada da estrutura da regido catalitica para a protease (NS2B-NS3) da DENV-3
na presenca de inibidores, (a) Bz-nKRR-H e (b) aprotinina. (a) representacdo em stick para a cavidade
oxidnion (verde), para a triade catalitica (H51, D75, e S135) (azul) e do inibidor Bz-nKRR-H (rosa). Apenas
residuos na posicdo P1 e P2 sdo mostrados por motivos de clareza. A agua e o sulfato sio mostrados como
uma esfera e stick (vermelho), respectivamente. As possiveis ligages de hidrogénio (até 3,2 A) sdo
indicadas pelas linhas tracejadas. (b) A representacdo para a triade e para a cavidade oxianion é a mesma
do (a). Os residuos P1 a P2 da aprotinina sdo mostrados como stick de cor amarela, e o grupo carbonilo do
residuo P1 ocupa a cavidade oxianion. Adapatada da referéncia (NOBLE et al., 2012)

Inibidores de NS2B/NS3pro contém uma sequéncia de peptideos altamente
carregados, com elemento dibasico P1-P2 acoplado a uma variedade de grupos eletrofilicos
(aldeidos, trifluorometil cetonas, e acidos bordnicos).(ERBEL et al., 2006; YIN et al., 2006a,
2006b) Inibidores ndo peptidicos como a-acetamidas,(STEUER et al., 2011), derivados a base
de ftalazina,(BODENREIDER et al., 2009) acil-ciano-acrilamidas,(NITSCHE; STEUER,;
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KLEIN, 2011) peptideos hibridos,(NITSCHE et al., 2012) derivados de benzo [d] isotiazol-3
(2H)-ona(TIEW et al., 2012), e outros tem sido relatados.(PARKINSON; PRYDE, 2010)
(ARAVAPALLI et al., 2012)

Muito se tem discutido sobre as proteases de serina. Entretanto, existem algumas
proteinas dessa classe para as quais temos poucas informacGes, mesmo sendo importantes
devido ao impacto na satde de milhdes de pessoas, como é o caso da protease NS2B-NS3 do
virus da Dengue.

Logo, além das questdes dindmicas relacionadas a esse sistema, ha muitos desafios a
respeito da protease NS2B-NS3 do virus da Dengue, a comecar pela necessidade de um
modelo estrutural ativo, e a elucidacdo do mecanismo da reacdo de quebra da ligacdo
peptidica do substrato durante replicagéo viral.

Este trabalho pretende contribuir para cobrir esse espaco, estudando a protease do
NS2B-NS3 do virus da Dengue por métodos de quimica tedrica e computacional.
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2. OBIETIVO

2.1 Objetivos Gerais
O objetivo deste trabalho é o estudo tedrico do mecanismo reacional da replicacdo
viral da NS2B-NS3, elucidando cada etapa da reacdo para a quebra da ligacdo peptidica do
substrato. Com a elucidacdo do mecanismo serd possivel usar a estrutura do estado de

transicdo como molde na varredura de potenciais inibidores em um banco de substancias.

2.1.1 Objetivos Especificos
Para o estudo reacional é necessario um preparo que inclui a construcdo de um modelo
para estrutura da NS2B-NS3 protease na forma ativa, e o estudo do comportamento dos
sistemas através de dinamica molecular da NS2B-NS3 na estrutura inativa (fechada), do
modelo para estrutura ativa, e 0 modelo na presenca de inibidor ou substrato, a fim de
conhecer as peculiaridades de cada sistema e validar o modelo estrutural ativo da NS2B-NS3

protease do virus da Dengue. As etapas estdo divididas deste modo:

1. Dinadmica Molecular: DENVZ2a (2FOM) - estrutura inativa da NS2B-NS3 (aberta)

2. Criacao do modelo estrutural: DENV2f (molde) - estrutura ativa da NS2B-NS3
(fechada)

3. Dinadmica Molecular: DENV2f

4. Dinamica Molecular: DENV2f com inibidor (BZO-NLE-LYS-ARG-ARG-H).

5. Dinadmica Molecular: DENV2f com substrato (ALA-GLY-ARG-LYS-SER-ILE) e
(CH30C-VAL-PRO-ARG-ARG-NHCH3).

6. Validagdo do modelo estrutural DENV2f para estudo reacional.

7. Estudo reacional da NS2B-NS3 protease ativa (DENV2f) na quebra da ligacao
peptidica do substrato (NHCH3-ARG-ARG-PRO-VAL-CH30C).

8. Busca por novos inibidores para a replicagdo viral da NS2B-NS3 protease do

virus da Dengue

A metodologia usada para alcancar esses objetivos serd apresentada a seguir.
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3. METODOLOGIA

Essencial para o sucesso de qualquer abordagem computacional no estudo de sistemas
quimicos é a qualidade do modelo matematico utilizado para calcular a energia do sistema
como uma fun¢do da sua estrutura. Para sistemas quimicos menores estudados na fase gas,
abordagens da mecénica quantica (QM) sdo apropriados. Estes métodos, no entanto, séo
tipicamente limitados a sistemas de aproximadamente centenas de atomos ou
menos.(JENSEN, 2007; YOUNG, 2004) Abordagens para o tratamento sistemas grandes tém
sido desenvolvidas (LEACH, 2001). Sistemas de interesse em areas como a bioquimica ou
biofisica tipicamente envolvem macromoléculas que contém 1000-5000 (KOLLMAN, 1987)
ou mais atomos, além do seu ambiente de fase condensada. Isto pode levar a sistemas que
chegam a conter dezenas de milhares de atomos. Além disso, a natureza dinamica inerente
desses sistemas e do ambiente quimico exige a amostragem de um grande numero de
conformacdes, que podem ser geradas através de diferentes métodos de amostragem,
envolvendo célculos de energia para cada conformacdo. Assim, ha necessidade de uma funcédo
de energia que permita a realizacdo de um grande nimero de calculos de energia em sistemas
que contém na ordem de >10° 4tomos.

Funcgdes de energia empiricas podem atender a tais demandas exigidas para estudos
computacionais de sistemas bioquimicos e biofisicos. As equacGes matematicas em funcdes
de energia empiricos incluem termos relativamente simples para descrever as interagdes
fisicas que determinam a estrutura e propriedades dinamicas de moléculas biol6gicas. Além
disso, os campos de forcas empiricos, em que a energia eletrénica é descrita como uma
funcdo paramétrica das coordenadas nucleares, e ajustam o0s parametros para dados
experimentais ou dados computacionais de nivel mais elevado, (JENSEN, 2007) usam um
modelo atomistico no qual os atomos sdo as menores particulas do sistema, em vez de 0s
elétrons e ndcleos usados na mecanica quantica. Estas duas simplificacbes permitem a
velocidade computacional necessaria para executar o grande namero de célculos de energia
em biomoléculas nos seus ambientes exigido e, mais importante, através da utilizacdo de
parametros devidamente otimizados nos modelos matematicos, a precisdo necessaria pode ser
alcancada (MACKERELL, 2004). O uso de funcdes de energia empiricas foi inicialmente
aplicado a pequenas moléculas organicas (ALLINGER, 1977; LII; ALLINGER, 1989) e, nas
Gltimas décadas, para os sistemas biologicos (CORNELL et al., 1995; WEINER et al., 1984).
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3.1 SUPERFICIE DE ENERGIA POTENCIAL

Uma superficie de energia potencial (PES, do inglés Potential Energy Surface)
descreve a energia potencial do sistema, especialmente um conjunto de atomos, em funcgéo de
determinados parametros, normalmente, as posi¢des dos atomos. Se existe um conjunto de
atomos, a PES é uma superficie definida pela energia potencial de todos os arranjos atbmicos
possiveis desse conjunto de atomos. Assim, a PES tem dimens@es de 3N — 6, onde N é o
nimero de atomos. A energia potencial do sistema serd uma funcdo das posi¢des dos N
atomos interagentes. Essa energia potencial pode ser descrita tanto por métodos classicos,
guanto por métodos quanticos de quimica tedrica.

A PES é uma ferramenta conceitual para auxiliar a analise da geometria molecular e
dindmica de reacdo quimica. Os pontos estacionarios tém significado fisico, podem ser
minimos de energia que corresponde a espécie fisicamente estavel, como também os pontos

de sela que correspondem estados de transicao.

3.2 CAMPOS DE FORCAS

Quando se tem o interesse de estudar estrutura e interacdo em sistemas moleculares
muito grandes, compreendendo centenas ou mesmo milhares de atomos, as técnicas de
modelagem molecular mais sofisticadas exigem também, maior recurso computacional.
Portanto, calculos de mecéanica molecular (campo de forca), podem ser de grande utilidade na
descricdo desses sistemas. Neste tipo de modelagem, o aspecto estrutural € mais relevante e
ndo se tem informacdo sobre as propriedades eletrénicas e/ou espectroscopicas, pois baseia-se
num modelo matematico, onde o sistema molecular é descrito por um conjunto de esferas (o
gue corresponde aos atomos) que sdo mantidas juntas por meio de “molas” (correspondentes
as ligagcOes e angulos), assim como interacdes de carga e van der Waals para as interagdes
intermoleculares.

Deste modo, modelos atdmicos de campos de forcas sdo baseados em potenciais
empiricos com uma forma funcional especifica, representando as propriedades fisicas e
quimicas dos sistemas de interesse. Parametros ajustaveis sdo escolhidos de tal modo que o
potencial empirico represente um bom ajuste para as regides relevantes da superficie de
energia potencial, ou podem basear-se em dados experimentais. Um campo de forcas tipico,

utilizado nas simulacdes de biossistemas, tem a forma mostrada na equacéo 1.
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Os trés primeiros termos da soma estdo relacionados a todas as ligagfes, angulos e
angulos de tor¢do definidas pela estrutura covalente do sistema, enquanto que os dois Ultimos
termos somam os pares de atomos (ou locais ocupados por ponto de carga qi), separados por
distancias rij= | ri-rj | e ndo ligados quimicamente.

Fisicamente, os dois primeiros termos descrevem energias de deformacdes do
comprimento de ligacdo li e angulos 6 em relacdo aos seus respectivos valores de equilibrio
lio e fio. A forma harménica desses termos (com constantes de forca a; e bi) garante a estrutura
quimica correta, mas impede que acontecam alteracdes quimicas na modelagem, do tipo
quebra e formacdo de ligagcdes. O terceiro termo descreve rotacdes em torno da ligacdo
quimica, que sdo caracterizadas por termos energéticos periodicos (com periodicidade
determinada por n e alturas de barreiras de rotacdo definidos pelas ci). O quarto termo
descreve forcas interatbmicas repulsivas e atrativas de van der Waals (dispersao) na forma do
potencial de Lennard-Jones 12-6. Finalmente, o ultimo termo é o potencial eletrostatico de
Coulomb.

O potencial deve ter uma forma simples e funcional para facilitar a avaliacdo das
forcas. ldealmente, os potenciais empiricos também devem ser transferiveis e aplicaveis a
muitos sistemas e em diferentes condicdes. A abordagem padrdo combina dados
experimentais e os resultados de calculos ab initio em sistemas modelo que podem ser
utilizados como blocos de construcdo para uma macromolécula. Por exemplo, pardmetros
estruturais, tais como o comprimento de ligacéo de equilibrio pode ser feita a partir de estudos
de cristalografia e a estimativa inicial das cargas parciais atbmicas pode basear-se em
densidades eletrénicas de calculos ab initio. Os campos de forca disponiveis, como o
AMBER (Cornell et al.,, 1995), CHARMM (Brooks et al., 1983) ou GROMOS (van
Gunsteren et al., 1996), tém-se revelado suficientemente precisos em termos de propriedades
cinéticas e termodinamicas obtidas por meio de simula¢fes de dindmica molecular para

proteinas ou &cidos nucleicos.
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3.3 DINAMICA MOLECULAR

A simulacdo de dinamica molecular é uma ferramenta importante para a compreensao
da base fisica da estrutura e fungdo de macromoléculas bioldgicas. A visdo inicial de
proteinas como estruturas relativamente rigidas tem sido substituida por um modelo dindmico
em gue 0s movimentos internos e mudancas conformacionais resultantes desempenham um
papel essencial na sua fungdo.(KARPLUS; KURIYAN, 2005; KARPLUS; MCCAMMON,
2002)

Simulacdes dinamicas monitoram processos dependentes do tempo em sistemas
moleculares, bem como suas propriedades estruturais, dindmicas e termodinamicas, através da
resolucdo numérica de uma equacdo de movimento, que é a formulacdo das regras que
governam o movimento executado pela molécula. Ou seja, a amostragem através de dindmica
molecular (MD) fornece informacBes sobre a dependéncia do tempo e magnitude das
flutuacGes em ambas as posi¢des e velocidades (JENSEN, 2007; LEACH, 2001)

Simulagbes por dindmica molecular de macromoléculas biol6gicas tém fornecido
muitas informagdes sobre os movimentos internos desses sistemas, desde a primeira proteina
estudada a mais de 25 anos atrds.(MCCAMMON; GELIN; KARPLUS, 1977) Com os
avancgos continuos na metodologia e a velocidade dos computadores, que ainda esta dobrando
a cada 18 meses ou menos, os estudos de dindmica molecular estdo sendo estendidos para
sistemas maiores, com maiores mudancas conformacionais e as escalas de tempo cada vez
mais longas. Isso torna possivel a investigacdo de movimentos que tém particulares
implicacBes funcionais e a obtencdo de informagfes que ndo sdo acessiveis a partir de
experimento. Os resultados disponiveis hoje deixam claro que as aplica¢cdes de dinamica
molecular irdo desempenhar um papel ainda mais importante para a nossa compreensao da
biologia no futuro. (FRENKEL; SMIT, 2001)

3.3.1 Formulagdo
Nas simulagbes de dinamica molecular a evolucdo temporal de um conjunto de
particulas que interagem é acompanhada através da solucdo das equag¢fes do movimento de
Newton, equagdo 2, onde r;(t) = (x;(£), v;(£), z;(£)) é o vetor posicdo da particulaie F; é a

forga que age sobre a particula i no tempo t e, m; € a massa da particula.

d?r;(t)
dt?

[2]

Fi=mi
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"Particulas" geralmente correspondem a atomos, embora possam representar quaisquer
entidades distintas (por exemplo, grupos quimicos especificos ou cargas pontuais) que podem
ser convenientemente descritos em termos de uma determinada lei de interacdo(JENSEN,
2007; LEACH, 2001). Para integrar as equacOes diferenciais das forgas instantaneas que
atuam sobre as particulas, as suas posic¢des iniciais e velocidades precisam ser especificadas,
pois a equacdo de movimento de Newton é de segunda ordem em relacdo a r (posicéo).
Devido a natureza de muitos corpos do problema as equac¢@es de movimento sao discretizadas
e resolvidas numericamente(JENSEN, 2007; LEACH, 2001). As trajetorias da dindmica
molecular sdo definidas por ambos vetores das posi¢des e das velocidades, e assim descrevem
a evolucdo temporal do sistema no espaco de fase. Deste modo, as posi¢oes e velocidades sdo
propagadas com um intervalo de tempo finito utilizando integradores numéricos, por
exemplo, o algoritmo de Verlet (VERLET, 1967). A posi¢do instantanea de cada particula no
espaco é definida por r;(t), enquanto que as velocidades instantaneas v;(t) determinam a
energia cinética e a temperatura do sistema em um determinado momento. Como as particulas
se movem, suas trajetérias podem ser exibidas e analisadas, proporcionando propriedades
médias. Os eventos dinamicos que podem influenciar as propriedades funcionais do sistema
podem ser diretamente relacionados ao nivel atémico, tornando dindmica molecular

especialmente valiosa em biologia molecular.(FIELD, 2007)

3.3.1.1 Integra¢ao numeérica das equagdes de movimento

O objetivo da integracdo numérica das equacdes do movimento de Newton é encontrar
uma expressdo que defina as posi¢des r;(t + At) no momento t + At em termos das
posi¢Oes ja conhecidas no tempo t. As coordenadas e velocidades moleculares no tempo t +
At s&o obtidos a partir das coordenadas moleculares em um momento anterior t. A posi¢do no
tempo t + At pode ser representada como uma expansdo de Taylor para as posigdes r;(t),
que esta escrita na equacdo [3]:

r;(t + At) = 2r;(t) — r;(t — At) + i{:)At2 [3]
i

Na equacao [3] pode se incluir termos até quarta ordem em At.

As trajetdrias exatas correspondem ao limite de um passo de integracdo (At)
infinitamente pequeno. E, no entanto, desejavel utilizar passos de tempo maiores para

amostrar trajetorias mais longas. Na pratica At é determinado por rapidos movimentos no
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sistema. Ligacdes envolvendo atomos leves (por exemplo, a ligagdo O-H) vibram com
periodos de alguns femtosegundos, implicando que At deve estar numa escala de sub-
femtosegundos para garantir a estabilidade da integracdo. Embora as vibragGes mais rapidas e
ndo cruciais podem ser eliminadas mediante a imposicao de restricdes sobre 0 comprimento
de ligacdo no algoritmo de integracdo, um passo de tempo de mais que 2,0 fs raramente pode

ser conseguida em simula¢des de biomoléculas.(FIELD, 2007)

3.3.1.2 Cdlculos das Forcgas e das Interacdes de Longo Alcance

A atualizacdo passo a passo das posicdes e velocidades no processo de integragdo
numérica requer que as forcas que atuam sobre os &tomos (que mudam suas posicdes relativas
a cada periodo de tempo) sejam recalculadas a cada passo. Campos de forca de biomoléculas
incluem interaces de longo alcance eletroestaticas e de dispersdo. Assim, um somatorio de
ordem N2 precisa ser realizado em uma implementacdo simples para abranger todos os pares
ndo ligados. Portanto, o calculo repetido das forcas define a complexidade geral do algoritmo
de MD pois, com o aumento no tamanho do sistema, e pela inclusdo de moléculas de agua
explicita, o calculo de todas as interagdes possiveis, levaria mais de 90% do tempo
computacional(LEACH, 2001), muitas técnicas tém sido desenvolvidas para lidar com o
problema das forgas de longo alcance.

Uma solucdo aquosa € o ambiente tipico para macromolécula bioldgica que deve ser
considerada numa simulacao realista, de preferéncia usando uma representacdo atomistica do
solvente. Devido a memdria computacional limitada e, também, para acelerar os céalculos,
apenas uma amostra finita do sistema estendido (infinito) pode ser representada de forma
explicita em um modelo no computador. O tratamento das forgas de longo alcance esta
relacionado com a escolha das condicdes de fronteira impostas a um sistema para lidar com os
efeitos de tamanho finito e superficie. Duas abordagens comuns sdo baseadas em condicdes
periodicas e o método de Ewald ou em condi¢Bes de contorno esféricas e no método de
campo de reacdo. Algoritmos recentes, por exemplo, 0 método chamado de particle meshed
Ewald, permitem o célculo eficiente das interacdes de longo alcance, sem recorrer a
aproximacdo de corte abrupto, em que as contribuigdes de particulas separadas por uma

distancia maior do que certo limite sdo negligenciadas.(FRENKEL; SMIT, 2001)
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3.3.1.3 Breve introducado sobre condicdes periddicas de contorno

Num sistema realistico teriamos que atingir o limite termodindmico de 102 moléculas.
Entretanto, isso ndo ainda nao é viavel, e o nimero N de moléculas que constituem o sistema
ndo pode ser maior que algumas centenas. Porém esse problema é contornado, usando-se as
condicBes de contorno periddicas (Figura 20), em que se define uma célula de referéncia com
N moléculas e, esta célula, cujas paredes séo ficticias, é entdo envolvida por um ndmero
infinito de réplicas nas trés dimensdes. Nessas condi¢BGes de contorno, caso uma molécula,
sob o efeito das forcas que atuam sobre os atomos, escape da célula de referéncia, a saida sera
compensada pelo movimento de outra molécula proveniente da célula imagem oposta.
Utilizando esse método, as moléculas do sistema (célula principal) sentem um ambiente
equivalente ao de dentro do volume e ndo mais da superficie. Assim o nimero de particulas
dentro da caixa central se mantem constante. Algo que pode parecer estranho é a interacdo da
molécula com ela mesma em outra célula, entretanto, isso ndo acontece se for introduzido um
“raio de corte” menor que o comprimento da célula, garantindo a ndo repeti¢do das interagdes.
Importante dizer que s6 a coordenada e parametros dos atomos da célula principal sdo
considerados na configuragéo do sistema.(FRENKEL; SMIT, 2001)

Figura 20: Condi¢es de contorno periddicas. Quando uma particula se move para fora da caixa (célula)
de simulagdo, uma particula se move na imagem para substitui-lo. Ao calcular as interacdes das particulas

dentro do raio de corte, os vizinhos reais e imagem estdo incluidos.

3.4 MECANICA ESTATISTICA

De acordo com a mecénica estatistica, quantidades fisicas sdo representadas por
médias sobre os estados microscopicos (configuragdes) do sistema, distribuidos de acordo
com um determinado conjunto estatistico(JENSEN, 2007; LEACH, 2001). Um exemplo
importante € o ensemble micro canbnico, em que apenas o0s diferentes estados que

correspondem a uma energia E especifica tem probabilidade ndo nula de ocorréncia. Outro
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exemplo é o ensemble canbnico, em que a temperatura T é constante, enquanto que a energia
pode ser trocada com o ambiente (banho térmico) e a distribuicdo de estados é dado pela
funcéo de Boltzmann.

A Dinadmica newtoniana implica na conservacdo da energia(LEACH, 2001), e
trajetorias de MD fornecem um conjunto de configuracGes distribuidas de acordo com o
ensemble micro candnico. Generalizacbes de MD podem ser usadas para provar outros
ensembles estatisticos. Por exemplo, através da introducdo de um acoplamento com o banho
térmico, podemos obter um conjunto de trajetérias que representam o ensemble canénico.
Verificou-se que a energia ndao é estritamente conservada(JENSEN, 2007), mesmo na
simulacdo micro canénica, por causa dos erros que se acumulam na integracdo numeérica
(estimar a variacdo de energia € um bom teste para a qualidade das simulacdes de DM).
Entretanto, o reescalonamento das velocidades pode ser usado para ajustar a energia.

Observada sob o ponto de vista da mecénica estatistica, MD é apenas um método de
amostragem conformacional que produz propriedades estruturais e termodinamicas médias. A
hipdtese da ergodicidade garante que todos os microestados acessiveis sdo igualmente
provaveis, ao longo de um periodo de tempo prolongado. Ou seja, a média de uma
propriedade sobre o tempo € igual a média sobre o conjunto (ensemble)(JENSEN, 2007). Na
pratica, uma dada propriedade termodindmica serd obtida computando-se médias sobre as M
configuracbes do sistema definidas pelas trajetérias de dindmica molecular,

independentemente do tipo de ensemble utilizada:

M
()= 3> At pM) g
t=1

Portanto, uma quantidade fisica pode ser medida por meio de simulagdo MD, tendo
uma média aritmética de valores instantaneos ao longo das trajetérias. No limite de tempo de

simulacéo infinito tais médias convergem para o valor real das propriedades termodinamicas:

M
1
(4) = mﬁtZlAt(rN,pN) 5
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3.5 HOMOLOGIA

O objetivo da modelagem comparativa estrutural de proteinas ou homologia(JOHN;
SALI, 2003; SALI; BLUNDELL, 1993) é de construir um modelo tridimensional (3D) de
uma proteina de estrutura desconhecida (o alvo), com base em uma ou mais proteinas
relacionadas de estrutura conhecida (os moldes). As condi¢des necessarias para a obtencao de
um modelo Util sdo que a semelhanca entre a sequéncia do alvo e das estruturas de modelo
seja grande o suficiente, e que o alinhamento correto entre elas possa ser construido (JOHN;
SALI, 2003). Esta abordagem para estruturar a predicdo é possivel porque uma pequena
alteracdo na sequéncia de proteina resulta normalmente numa pequena mudanga na sua
estrutura 3D(SALI; BLUNDELL, 1993). Modelagem comparativa da estrutura de proteinas
continua a ser o método de previsdo mais preciso(ERAMIAN et al., 2008; JOHN; SALI,
2003).

Todos os métodos atuais de modelagem comparativa consistem em quatro passos
sequenciais. O primeiro passo € identificar as proteinas com estruturas 3D conhecidas que
estdo relacionados com a sequéncia alvo. A segunda etapa é alinha-los com a sequéncia alvo e
escolher aquelas estruturas conhecidas que serdo usados como modelos. O terceiro passo €
construir o modelo para a sequéncia alvo dado o seu alinhamento com as estruturas de
modelo. No quarto passo, 0 modelo é avaliado utilizando uma variedade de critérios. Se
necessario, a selecdo do modelo, alinhamento, e modelo de construcdo sdo repetidas até que
um modelo satisfatorio seja obtido. A principal diferenca entre os métodos de modelagem
comparativa esta na forma como o modelo 3D € calculado a partir de um determinado
alinhamento (terceira etapa). Para cada uma das etapas do processo de modelagem, existem
programas e servidores disponiveis, por exemplo, Modeller (JOHN; SALI, 2003), Swiss-
model (ARNOLD et al., 2006) e JACKAL(PETREY et al., 2003).

3.6 ENERGIA LIVRE

A energia livre € frequentemente considerada uma das quantidades termodindmicas
mais importantes, usualmente expressa como uma fungdo de Helmholtz, A, ou pela funcéo de
Gibbs, G. A energia livre de Helmholtz é apropriadamente usada para sistemas que o0 numero
de particulas, volume e temperatura sdo constantes (NVT), enquanto que a funcao de Gibbs é
adequadamente usada quando o sistema apresenta numero de particulas, pressdo e

temperatura constantes (NPT). A maioria dos experimentos séo realizados sob as condigdes
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de pressdo e temperatura constante, onde a funcdo de Gibbs é fungdo adequada para
quantificacdo da energia livre.

A funcgéo de particdo canonica Q de um sistema pode ser calculada por uma integral
que inclui todo o espaco de fase, isto &, 0 espaco de configuracdo e de momento. Se a energia
potencial, E, € independente do momento, a integral do mesmo é uma constante multiplicativa

de Q, que pode ser ignorada. Entdo, Q é obtida por:

0= f exp[—BE)]dr" [6]

Comp = 1/kBT’ ks é a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, e N 0 nimero de

graus de liberdade do sistema.

A energia livre de Helmholtz A é relacionada com Q por A = — 1/B In Q. Se a presséo

for mantida constante, entdo a energia livre de Gibbs, G, é obtida. Em fase condensada, que é
relevante para a maioria das aplicacdes, os sistemas sdo dificilmente compressiveis, logo AA e
AG sdo numericamente similares.

Entretanto, existe uma dificuldade para obter a energia livre em sistemas liquidos ou
macromoléculas flexiveis que apresentam muitas configuracdes que sdo separadas por
pequenas barreiras de energia. Quantidades associadas como entropia e potencial quimico séo
também dificilmente calculados. A energia livre ndo pode ser determinada com acuracia por
simulagdes padrédo de Monte Carlo e dindmica molecular, pois essas simulagfes ndo fazem
amostragem adequada das regifes de fase que tem contribui¢cdes importantes para a energia
livre. Uma maneira de contornar esse problema é usando técnicas de amostragem do tipo

amostragem guarda-chuva (Umbrella Sampling).

3.6.1 Amostragem guarda-chuva (Umbrella Sampling)

Essa técnica de amostragem modifica a funcdo potencial para que os estados nédo
favoraveis sejam amostrados suficientemente. O método pode ser usado com ambos 0s
métodos de simulacdo Monte Carlo e dindmica molecular.(TORRIE; VALLEAU, 1974,
1977) A modificacdo da funcédo potencial pode ser escrita como uma perturbacao:

V') = ve) + wer) [7]

Onde W(r") é uma funcéo peso, que frequentemente tem uma forma quadratica (harménica):
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W) = k(" —np")? [8]

Onde k,, é a constante de forca da funcdo; quanto maior essa constante, maior o valor do
potencial. Para configuracdes que estdo distantes do estado de equilibrio r{’ a funcéo tera um
peso maior, entdo uma simulagéo que usa essa fungdo de energia modificada ( V' (")) levara
a um caminho relevante na direcdo de configuragdes longe da distancia de equilibrio, r{’. Por
exemplo, se aplicada a um sistema para garantir uma boa amostragem ao longo de uma
coordenada de reacdo (Figura 21). Isso pode ser feito em uma Unica simulacdo ou em
diferentes simulac¢des, chamadas de janelas (Figura 21), em que as distribuicbes em cada
janela se sobrepdem. O potencial de restricdo, W;(r"), da janela i é um termo de energia
adicional, que s6 depende da coordenada de reacdo.

Figura 21: Separacdo da coordenada de reagdo entre dois estados em janelas distintas (linha entre A e B),
aqui representados por dois minimos da superficie de energia potencial. O sistema é principalmente
amostrado na regido perpendicular a coordenada de reacdo de cada janela.

O resultado dessa distribuicdo de configuracdo sera ndo Boltzmann. Entretanto, as
médias correspondentes a distribui¢do do tipo Boltzmann podem ser extraidas da distribuicéo
ndo Boltzmann, pelo método desenvolvido por Torrie e Valleau em 1977.(TORRIE;
VALLEAU, 1977) O resultado €:

(A) B <A(TN) exp [+ W(TN)/kBT])W
" e [T

Onde, A é a energia livre de Helmholtz, o W subscrito na equacéo (9) é para indicar que as

[9]

médias sdo baseadas na probabilidade, P, ("), que por sua vez é determinado pela fungdo de
energia modificada, V' (r").(KASTNER, 2011)

Quando o sistema estd sobre restricio por uma funcdo peso (bias), W;(r"V), a
distribuicdo de probabilidade do sistema com restricdo (biased), P; (r"), para cada janela é
(KASTNER, 2011):
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P; (") = e_Wi(T )/kBT piu(rN) (e_wi(r )/kBT )1

[10]

Onde P}(r") é a distribuicéo de probabilidade sem restricdo (unbiased), e W;(r") é a
funcdo peso que se refere a restricdo (bias)(KASTNER, 2011).

Assim a energia livre de Helmholtz da janela i sem a restricdo (unbiased) dada por:

At(rN) = —%ln P, M) -w,(rV) - F, [11]

Onde Aj‘é o potencial de forca média referente a simulagdo sem a perturbagdo, assim como
P; é a probabilidade dessas configuracBes com a perturbacdo (bias), e W, é a funcéo peso
que se refere a perturbacdo do sistema. E os valores de F; correspondem a energia livre
introduzida devido a introdugdo da fungdo peso. Apesar de ser independente da variavel vV, o
F; depende do perfil global de energia livre (equagdo 12)(KASTNER, 2011):

F = % [ ewt-ptare™) + weary [12]

O método é exato, a aproximacdo é para o tempo finito. Para combinar as janelas, pode-se
calcular o F;, usando o método do histograma ponderado (WHAM).

As equacdes do WHAM apresentam duas quantidades ndo conhecidas, F; e P}*. O
programa WHAM consiste em ajustar as curvas A} pela equagdo 11, calculando a média para
as diferentes janelas, até a convergéncia ser atingida(HUB; DE GROOT; VAN DER SPOEL,
2010).

3.7 METODO HIBRIDO QM/MM

Os métodos hibridos que combinam célculos de quimica quantica com mecanica
molecular (QM/MM, Figura 22) tem sido usados para modelagem de processos reacionais em
sistemas biomoleculares (WARSHEL; LEVITT, 1976a; WEINER; SINGH; KOLLMAN,
1985). Os métodos de quimica quéntica sdo necessarios para 0s processos de reacdes
quimicas, transferéncia de carga e excitacdo eletrénica. Entretanto, os métodos QM estdo
limitados a sistemas de até algumas centenas de atomos. No entanto, o tamanho e a
complexidade conformacional de biopolimeros exige métodos capazes de tratar um namero

de a4tomos na ordem de 10°, assim como permitir simulages em escalas de tempo de dezenas
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de nanosegundos. Isto é possivel com alta eficiéncia pelo método de mecéanica molecular
baseado em campos de forca. A abordagem logica para tratar sistemas biomoleculares é
combinar as duas tecnicas, ou seja, usando 0 método QM para a regido quimicamente ativa
(por exemplo, substrato e cofator numa reacdo enzimatica), e um tratamento por método de
mecanica molecular (MM) para tratar a vizinhanga (proteina e solvente). Eles permitem a
modelagem de sistemas biomoleculares reativos com esforco computacional plausivel, e

proporcionando a precisdo necessaria.

MM

Figura 22: Ilustracdo da divisdo do sistema onde serd tradado pelo método hibrido QM/MM. A maior
parte sera tratada por mecanica molecular e a menor parte calculada por quimica quantica.

Assim, a partir dessa perspectiva de modelagem, pode-se considerar o tratamento do
sistema como descrito resumidamente na Figura 22. Dentro de uma regido limitada, faz-se
uso das ferramentas da mecanica quantica para modelar com precisdo um problema de
estrutura eletrdnica, enquanto que no entorno dessa regido a representacdo explicita do resto
do sistema é importante, mas o nivel de modelo aplicado pode ser reduzido em sua
complexidade, pois essa regido é mais externa ao sistema onde ocorre 0 processo, aplicando a
essa vizinhanca o0 método MM. O Hamiltoniano completo para o sistema deve ser um hibrido
que inclua a parte QM e MM, assim como a regido de fronteira QM/MM. De maneira
simples:

H= HMM + HQM + ﬁQM/MM [13]

Onde ﬁQM representa o operador da energia total de as interagcdes entre as particulas
quanticas, Hy, € 0 operador da energia total de interacdo de todas as particulas cléssica, e
ﬁQM/MM representa a energia de todas as interacBes entre as particulas quénticas e as

particulas classicas.
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Uma das principais diferencas entre os varios métodos QM/MM ¢ o tipo de tratamento
para a regido de fronteira QM/MM, ou seja, na forma como sdo tratadas as interacdes (se
existirem) entre os &tomos QM e MM. Um método mais simples de tratar a ligacao entre a
parte QM e MM, envolve uma interagéo direta da parte QM e o ambiente MM. Em que as
interacdes entre as regides QM e MM sdo tratadas puramente classicamente, isto &, o sistema
QM é representado por cargas pontuais (MM) na sua interacdo com o ambiente MM. Para o
caso em que ndo existem ligacdes covalentes entre as regides QM e MM, este termo é o
somatdrio da contribuicdo eletrostatica e do termo Lenard-Jones.

A particdo do sistema € caracterizada por um Hamiltoniano efetivo, que opera sobre a
funcdo de onda do sistema, que é dependente das posi¢cdes dos nucleos QM e MM, para se
obter a energia efetiva do sistema, E,rr (WALKER; CROWLEY; CASE, 2008):

Eorp = (W|Hom + Homymm|¥) + Enm [14]

Na implementacio QM/MM no sander (WALKER; CROWLEY; CASE, 2008),
programa do pacote de programas Amber, a E,,, (energia da parte MM) é calculada
classicamente a partir das posi¢cGes atdbmicas da regido MM, utilizando a equacdo e 0s
parametros campo de forca Amber, enquanto a regido QM é avaliada através do método QM
escolhido(WALKER; CROWLEY; CASE, 2008).

O termo de interacdo HQM/MM é mais complicado. Por padrdo, o sander usa um
esquema de incorporacdo eletrostatica (também referida como esquema aditivo), em que a
interacdo das cargas pontuais MM com os elétrons da regido QM, bem como, a interacdo
entre as cargas pontuais MM e os nucleos da regido QM (nucleos atbmicos para 0s métodos
semiempiricos) é explicitamente calculado. Deste modo, a regido MM polariza a densidade de
eletrbnica da regido QM. Para o caso onde ndo existem ligacGes covalentes entre os &tomos da
regido QM e regido MM, o Hamiltoniano de interacdo € a soma de um termo eletrostatico e
um termo Lennard-Jones (VDW).(WALKER; CROWLEY; CASE, 2008)

Ha& uma variedade de abordagens para lidar com o problema dos limites da regido
QM/MM nas ligacBes covalentes.(AMARA et al., 2000; GAO et al.,, 1998; GARCIA-
VILOCA; GAO, 2004) O mais comum € o uso da metodologia &tomo de ligacao (link atom)
(WALKER; CROWLEY; CASE, 2008) para satisfazer a valéncia da regido QM, deste modo,
a ligacdo covalente do limite da regido QM ¢é saturado por um atomo adicional QM, mais

comumente um atomo de hidrogénio, colocados ao longo da ligacdo entre os limites da
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fronteira QM/MM. Compartilhando a mesma lista de pares para as interagées QM/MM como
atomos reais QM. Os atomos de ligacdo estdo presentes apenas no calculo QM, e séo
invisiveis para os &tomos MM. Em principio, cada link atom apresenta trés graus de liberdade
adicionais para o sistema. No entanto, na pratica, o link atom é colocado numa posi¢éo fixa ao
longo da ligagcdo que separa o atomo QM do MM na ligacdo covalente, em cada passo da
simulacdo, de modo que estes graus de liberdade adicionais sdo removidos de novo. Em cada
passo, a forca que atua sobre o link atom esta distribuida ao longo dos atomos QM e MM da
ligacéo.

O método QM que foi empregado no estudo sera brevemente comentado na proxima

seccao.

3.7.1 METODO SEMI-EMPIRICO

Os métodos semi-empiricos sdo baseados em aproximacdes das equagdes de Hartree-
Fock-Roothaan (HFR)(ROOTHAAN, 1951), introduzindo nestas equagOes fungbes com
parametros empiricos. Esses parametros sdo ajustados a certos conjuntos de dados
experimentais para melhorar a qualidade dos resultados. O custo real de calculo HF deve-se
ao calculo das integrais de dois-elétrons que séo simplificadas e/ou desprezadas nos métodos

semi-empiricos. A maioria dos métodos semi-empiricos possui trés aproximacdes basicas.

3.7.1.1 Eliminacdo dos elétrons internos

Elétrons internos ou de carogo ndo contribuem significativamente para atividade
quimica, o que torna possivel remover as fun¢Bes que descrevem estes elétrons da matriz de
Fock. Normalmente, o caroco inteiro (o nucleo e os elétrons de caroco) de um atomo é
substituido por uma funcdo parametrizada. Isto reduz a complexidade do célculo
drasticamente sem muito impacto na precisdo do calculo. No caso dos métodos semi-
empiricos, em geral, a simplificacdo é ainda maior, pois simplesmente subtrai-se 0 nimero de

elétrons de caroco da carga nuclear.(THIEL, 2005)

3.7.1.2 O uso do conjunto de fun¢bes de base minimo
Assim como no método HFR, sdo introduzidas funcBes de base para descrever 0s
elétrons valéncia, entretanto apenas um namero minimo de fungbes base é utilizado. Em

geral, todos os metodos semi-empiricos utilizam fungdes do tipo Slater (STO — Slater Type
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Orbitals)(SLATER, 1968) em seu conjunto de base minima, pois as integrais de dois-elétrons
e dois-centros tém solugdes analiticas. Para integrais com mais de dois-centros ndo solucdes
analiticas, mas os métodos semi-empiricos desprezam estas integrais, e, portanto, ndo causam
problemas computacionais. A utilizacdo de funcbes STO é relevante, pois elas apresentam as
mesmas condicBes assintéticas e de cuspide que as funcdes de onda exatas.(THIEL, 2005)

3.7.1.3 Areducdo de integrais de dois elétrons

Dada a grande demanda computacional do calculo de integrais, M*, uma das
principais aproximacdes dos métodos semi-empiricos estd na reducdo do nimero de integrais
de dois elétrons calculadas. A aproximacdo de maior importancia com relagdo a reducdo do
custo computacional, para o célculo das integrais de dois-elétrons, é conhecida como
aproximacédo ZDO (Zero Differential Overlap)(THIEL, 2005) que anula todas as integrais que
contém produtos de funcBes de base diferentes no seu integrando. O nivel de aplicacdo da
aproximacdo ZDO leva aos trés métodos basicos semi-empiricos em ordem crescente de
sofisticacdo e demanda computacional: CNDO, INDO e NDDO.(THIEL, 2005) Destas
aproximagdes, a CNDO praticamente ndo é mais utilizada e a INDO esta presente em alguns
poucos métodos semi-empiricos como ZINDO (ou INDO/S-CIS)(ZERNER, 1991) e
SINDO(NANDA,; JUG, 1980). A maioria dos métodos semi-empiricos € baseada nas
equacdes e aproximacbes NDDO e a familia de métodos desenvolvida por Dewar e
colaboradores(DEWAR; THIEL, 1977), a saber, MNDO(DEWAR; THIEL, 1977),
AM1(DEWAR et al, 1985), PM3(STEWART, 1989), PDDG-PM3(REPASKY;
CHANDRASEKHAR; JORGENSEN, 2002) e, mais recentemente, RM1(ROCHA et al.,
2006).

3.7.1.4 Interagdes intermoleculares

Sabe-se que 0s métodos semi-empiricos ndo descrevem tdo bem as interacdes
intermoleculares como ligacdes de hidrogénio. Os modelos mais populares tém sido derivados
da aproximagdo MNDO, que ndo consegue descrever complexos formados por ligacGes de
hidrogénio, devido a sua tendéncia a superestimar a repulsdo entre os atomos que estdo
separados por distancias proximas a soma dos seus raios de van der Waals. Muito tem se feito
para corrigir a deficiéncia da aproximagcdo MNDO, por exemplo, AM1, PM3, PDDG-PM3.
Todos esses propem uma modificacdo no termo de repulsdo nicleo-nicleo. Nesses casos,
tem aproximacGes e equacdes semelhantes ao método MNDO com relagdo a integrais de dois

elétrons, mas usa uma expressdo modificada para repulsdo caro¢o-caro¢co com a inclusao de
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funcbes Gaussianas para aprimorar as energias de interagcdo intermoleculares, assim,
proporcionando uma contribuicdo extra para estabilizar a distancia de equilibrio dessa
interacdo. Essas funcgdes sdo parametrizadas para reproduzir valores experimentais de calores

de formacdo para pequenos complexos formados por liga¢des de hidrogénio.

3.7.1.5 Estudo com proteases

Em estudo de Schroder et al. (SCHROEDER; DAGGETT; KOLLMAN, 1991) afim
de determinar o melhor método semi-empirico (AM1 e PM3) para representam compostos
modelo pertinentes a catalise da protease de serina pela hidrolise de amidas e ésteres. Tendo
como resultado que o PM3 obteve melhores resultados para as geometrias de ligacdo de
hidrogénio do que o AMI, obtendo-se geometrias que foram muito semelhantes aos
encontrados na estrutura cristalina da tripsina.(SCHROEDER; DAGGETT; KOLLMAN,
1991) O PM3 foi o melhor semi-empirico para sistemas de ligagdo de hidrogénio, onde é
claramente importante e onde o processo de interesse estd a ocorrer no local ativo da enzima.
A comparagdo com um maior nivel de calculo ab initio mostrara que as energias relativas a
catalise da reacdo de transferéncia de protons estdo em uma escala
comparével.(SCHROEDER; DAGGETT; KOLLMAN, 1991)

Além disso, valores de barreiras de energia para transferéncia de prétons em sistemas
contendo ligagdes de hidrogénio, em geral, sdo sobrestimados por PM3.(MORPURGO;
BOSSA; MORPURGO, 1998)

A modificagdo Pairwise Distance Directed Gaussian (PDDG) fornece uma boa
descri¢do da van der Waals atragdo entre atomos, deste modo, e 0 modelo PDDG-PM3 mostra
ser apropriado para calculos de complexos intermoleculares. PDDG-PM3 produz as energias
ligacdo de hidrogénio mais confiaveis para um conjunto de geometrias de dimeros de agua e
melhor energia para dimero de benzeno.(REPASKY; CHANDRASEKHAR; JORGENSEN,
2002; TUBERT-BROHMAN et al., 2004).Uma combinacao desses métodos foi utilizada para
estudar os sistemas de interesse. No proximo capitulo veremos os métodos sendo aplicados

aos sistemas.
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4. PROCEDIMENTO COMPUTACIONAL

Para simular um sistema de particulas através de dindmica molecular sdo necessérias
algumas etapas, de preparagdo do sistema, execucdo dos calculos, controle e anélise dos
resultados. Nesta secdo sera apresentada a metodologia utilizada em cada etapa do processo.

Em resumo:

= Gerar a configuracdo inicial das moléculas
= Ensemble e controles de simulacao

= Andlise das configuragdes (trajetdrias)

4.1 ESCOLHA DA ESTRUTURA INICIAL
A estrutura da proteina NS2B-NS3 protease na sua forma inativa foi obtida através do
banco de dados de proteinas, Protein Data Bank — PDB. Na busca procuramos a NS2B-NS3
do virus da Dengue para o sorotipo tipo 2, sorotipo de grande circulacdo no Brasil. Na época
(2010), a estrutura com a melhor resolucéo (1,50 A) foi 2FOM (ID, identificador), obtido por
técnica de difracdo de Raio-X (Figura 23).(ERBEL et al., 2006)

Figura 23: Estrutura da 2FOM (DENV2a protease). Em azul a NS3, e em vermelho a NS2B.
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4.1.1 Complementacado de regides da proteina

Dependendo da técnica de elucidacao de estrutura, nem todas as posi¢fes atbmicas sdo
solucionadas, podendo haver regides sem definicdo estrutural, até mesmo por caracteristicas
proprias da proteina. Entretanto, é possivel utilizar-se programas que comparam estrutura de
proteinas e, por similaridade, completem as regibes ndo elucidadas por técnicas
experimentais.

A regido da protease que precisou ser adicionada compreende os residuos 183-194 da
NS2B. Esses residuos fazem parte de uma regido altamente moével da NS2B e, para
reconstruir essa regido, utilizamos um programa de comparacdo estrutural. Neste caso,
utilizamos o programa Swiss-Model (ARNOLD et al., 2006), onde se submete online a
sequéncia para a qual se deseja a estrutura, e o PDB ID (2FOM)(ERBEL et al., 2006) da
sequéncia na qual se deseja completar regides ndo solucionadas. O programa, por um método
de comparacéo (similaridade), completa as regides e fornece um novo arquivo de coordenadas
(Figura 24).

Figura 24: Estrutura da 2FOM (DENV2a) com acréscimo dos residuos 183-194. Em azul a NS3 (1-150),
em vermelho a NS2B (151-204), e em verde os residuos adicionados a estrutura (183-194).
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4.1.2 Estado de Protonacao de Residuos lonizaveis

Para verificar os estados de protonacao dos residuos ionizaveis da proteina usamos o
programa MolProbity. (CHEN et al., 2010)

Ao entrar com o ID:PDB da proteina no servidor do MolProbity
(http://molprobity.biochem.duke.edu), o programa oferece uma opgdo de adicionar
hidrogénios, que é feito a partir do calculo de pKa dos residuos. Depois verificamos o estado
de protonacdo das histidinas, aspartato e glutamatos calculadas pelo programa, foi possivel
verificar quais mudancas seriam necessarias no arquivo PDB original. A Gnica alteracdo que
efetuamos foi a mudanca da histidina do sitio ativo, que apresentou uma protonagéo delta; as
demais histidinas tém sua protonacdo épsilon. No PDB mudamos a chamada HIS do sitio
ativo para HID, para posteriormente os hidrogénios serem adicionados corretamente por um
outro programa. Assim, ndo salvamos as coordenadas dos hidrogénios fornecida pelo
MolProbity, essa etapa foi realizada pelo utilitario LEaP do AmberTools11l (CASE et al.,
2010a), que adiciona os hidrogénios a partir de moldes, ou seja, ao ler no PDB 0 molde HID,
automaticamente a histidina é protonada na posicdo delta, o padrdo é a protonacao na posi¢do

épsilon

4.1.3 Arquivos de entrada

A etapa seguinte é adicionar os atomos de hidrogénios dos residuos, moléculas do
solvente e contra ions. Se o sistema a ser simulado for um sistema isotrpico homogéneo
(fluido), o procedimento mais usual ¢ a criagdo de uma “caixa de simula¢do” ortorrombica
onde se encerram as N moléculas do sistema.

Para comecar os calculos no programa pmemd do pacote de programas Amber (CASE
et al., 2010a) é necessario que se tenha as coordenadas da estrutura, assim como um arquivo
com os dados de parametros do campo de forga utilizado, e outro arquivo contendo 0s
comandos de controle da simulacéo.

O programa utilizado para gerar a estrutura inicial e o arquivo com os parametros foi o
utilitario LEaP, parte do pacote AmberTools (CASE et al., 2010a). Ao final se tem o arquivo
de coordenadas que inclui a proteina, ions e solvente (H20) e, o arquivo de parametros.

O campo de forca usado para a proteina foi o Amber ff99SB, (HORNAK et al., 2006)
e 0 modelo para as moléculas de H.O o TIP3P.(JORGENSEN et al., 1983) Em todos o0s
casos, 0s tamanhos das caixas de simulacdo foram tais que a distancia entre qualquer atomo
da proteina e qualquer parede da caixa seja de, no minimo, 10 A. Condicdes periddicas de

contorno foram utilizadas para simular o sistema.
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4.2 CRIACAO DO MODELO ATIVO DA NS2B-NS3 (DENV2f)

Como no inicio desses trabalhos ainda ndo havia sido determinada a estrutura
cristalina para a forma ativa da NS2B-NS3 protease, criamos um modelo para a estrutura
ativa a partir de um molde da mesma proteina de outro virus, o Virus do Nilo Ocidental,
(WNV, PDB ID:2FP7(ERBEL et al., 2006)). O modelo foi criado utilizando o programa
Swiss-Model (ARNOLD et al., 2006), em que se forneceu a sequéncia FASTA"(LIPMAN;
PEARSON, 1985) do virus da Dengue (2FOM), e o0 molde da estrutura da protease do virus
do Nilo Ocidental (2FP7).

O objetivo de modelar a estrutura de proteinas por comparacdo ou homologia é a
construcdo de um modelo tridimensional (3D) para proteinas de estrutura desconhecida (o
alvo) com base na similaridade de sequéncia de proteinas de estrutura conhecida (o molde)
(MARTI-RENOM et al., 2000). Usualmente, uma maior similaridade de sequéncia entre o
alvo e 0 molde produz um modelo melhor. Portanto, a maior precisao estrutural do modelo
depende de qudo proximos seja a sequéncia de identidade entre o alvo e molde, estudos
indicam que uma sequéncia de identidade > 30% gera modelo estrutural de alta similaridade
entre as estruturas alvo e molde (BORDOLI et al., 2009; MARTI-RENOM et al., 2000).

A alta sequéncia de identidade entre WNV e DENV, sendo de 57% para o dominio
NS3 e 40% para o dominio NS2B (WICHAPONG et al., 2010a), indica uma alta similaridade

entre estas duas estruturas, ou seja, um modelo estrutural confiavel para o estudo.

* O formato FASTA, em bioinformatica, é um formato baseado em texto para identificar, através de codigos de
uma Unica letra, sequencias de nucleotideos ou sequencias de aminoécidos.
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Figura 25: Modelo para a estrutura ativa da NS2B-NS3 (DENV2f). Em azul a NS3, e em vermelho a NS2B.

A partir desse modelo (Figura 25) foram criados também mais dois sistemas: um na
presenca de um inibidor e outro na presenga de um modelo de substrato, como descrito a

sequir.

4.3 DENV2f-INIB
Usamos o0 modelo DENV2f para protease, enquanto a posi¢do do inibidor (Bz-NLE-
ARG-ARG-LYS-H, Figura 26) foi a mesma posicado do caso do WNV (2FP7).(ERBEL et al.,
2006) Utilizamos o programa VMD (Visual Molecular Dynamics)(HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) para alinhar as estruturas da DENV2f e WNV, assim adicionar as
coordenadas do inibidor na estrutura da DENV2f, tornando o arquivo de coordenadas
DENV2f-INIB. A estrutura da DENV2f com inibidor pode ser vista na Figura 27.
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Figura 26: Inibidor Bz-NLE-ARG-ARG-LYS-H.

Figura 27: DENV2com inibidor (DENV2fINIB). Em azul a NS3, em vermelho NS2B, canudo a triade
catalitica (HIS33, ASP57 e SER117), e as bolas representam o inibidor.
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4.4 DENV2f-SUBS

4.4.1 Substrato ALA-GLY-ARG-LYS-SER-ILE-NME (DENV2f-SUBS1)

Neste sistema 0 modelo DENV2f também foi usado, e a posi¢do do substrato (Figura
28) foi alinhada a posi¢édo do inibidor, alinhando os 4&tomos da espinha dorsal (backbone) do
substrato aos atomos do backbone do inibidor, com o programa VMD (HUMPHREY;
DALKE; SCHULTEN, 1996). (Figura 29).

Figura 28: Substrato ALA-GLY-ARG-LYS-SER-ILE-NME. NME é um residuo para completar a valéncia, -
NHCHs.
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Figura 29: DENV2 com o substrato (DENV2-SUBS1). Em azul a NS3, em vermelho NS2B, canudo a triade
catalitica (HIS33, ASP57 e SER117), e as bolas representam o substrato.

4.4.2 Substrato CH3NH-ARG-ARG-PRO-VAL-COCH3(DENV2f-SUBS2)

A escolha desse substrato foi baseada em estudos experimentais que analisaram a
eficiéncia da catdlise da protease NS2B-NS3 para varias pequenas sequéncias de
aminoacidos.(SHIRYAEV et al., 2007) A sequéncia de residuos com melhor eficiéncia
catalitica foi GKKRR |PVR (SHIRYAEYV et al., 2007). Com base nesse substrato escolhemos
a sequéncia de quatro aminoacidos CHsNH-RRPV-COCH:j3 (Figura 30).

HsC,
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Figura 30: Substrato CHsNH-RRPV-COCH3, onde os grupos CHsNH e COCH3z sdo para completar a valéncia
da sequéncia de aminoacidos do modelo do substrato.

|I|Z
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Para posicionar esse substrato no sitio ativo da enzima, usamos o programa VMD
(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996), alinhando os 4&tomos do backbone do substrato
aos atomos do backbone dos residuos do inibidor Bz-Nle-Lys-Arg-Arg-H, presente na
estrutura obtida por raios-X,(ERBEL et al., 2006) o que deixou a regido -Pro-Arg- (ligacédo

peptidica a ser quebrada) proxima ao sitio ativo.

4.5 PARAMETRIZACAO DO INIBIDOR

Houve a necessidade de parametrizar dois residuos do inibidor (Bz e NLE, Figura 31).
Para que 0 programa possa gerar os parametros de campo de forca para o inibidor sdo
necessarias a geometria e as cargas, que foram calculadas utilizando-se o programa
Gaussian09 (M. J. FRISCH, G. W. TRUCKS, H. B. SCHLEGEL, G. E. SCUSERIA, M. A.
ROBB, J. R. CHEESEMAN, G. SCALMANI, V. BARONE, B. MENNUCCI, G. A
PETERSSON, H. NAKATSUJI, M. CARICATO, X. LI, H. P. HRATCHIAN, A. F.
IZMAYLOV, J. BLOINO, G. ZHENG, J. L. SONNENBERG, M. HAD, 2009) e, depois,
ajustados no programa Antechamber (CASE et al., 2010b) utilizando o método RESP
(BAYLY et al., 1993). Os pardmetros utilizados pelo Antechamber sdo do campo de forca
GAFF (WANG et al., 2004), que ja inclui parametros para moléculas organicas ( C, N, O, S,
P,H,F, Cl Brel).

Figura 31: Residuos que foram parametrizados. a) Bz (benzoil) e b) NLE (norleucina) tem um grupo -CHs
a mais quando comparado com a ILE.

4.6 MINIMIZACAO DA ESTRUTURA
O objetivo desta fase € ajustar a estrutura em funcdo dos campos de forcas, em

particular a distribuicido das moléculas do solvente, e relaxar possiveis impedimentos estéricos
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criados durante a preparacdo da estrutura inicial, em especial a adicdo de moléculas de
solvente.

Em primeiro lugar, é feita uma minimizacdo de energia com 100 passos com 0
algoritmo steepest descente (JENSEN, 2007, p. 383-385), seguidos de 900 passos de
gradiente conjugado (conjugate gradient) (JENSEN, 2007, p. 383—385) mantendo a restricdo
em todo sistema (proteina e/ou inibidor e/ou substrato) constante de forca de 100 kcal mol™ A-
2 exceto nas moléculas de agua, assim relaxando a posicdo dos seus atomos. Um raio de
corte (cuttoff) para as interacdes ndo ligadas de 10 A. Essa etapa é importante para deixar
as moléculas de agua mais bem distribuidas.

Posteriormente, minimizamos todo o sistema, deste modo, retiramos a retricdo de
coordenada sobre o sistema (proteina e/ou inibidor e/ou substrato), com 100 passos com
algoritmo steepest descente, seguidos de 900 passos de conjugate gradient. E um raio de corte

(cuttoff) para as interacdes ndo ligadas de 10 A.

4.7 DINAMICA MOLECULAR

Depois que o sistema passou pela etapa de minimizagéo, o aquecimento foi feito com
uma simulacdo a volume constante e temperatura de 100 K por 1 ns, seguido de 1 ns a 300 K,
a volume e temperatura constantes (ensemble NVT). Uma vez que o sistema € aquecido
(NVT), entdo continuamos a dindmica em pressdao constante (NPT) para permitir que a
densidade atinja o equilibrio, por 20 ns a pressdo e temperatura constantes de 1 bar e 300 K,
verificando a convergéncia por meio do monitoramento das propriedades energéticas do
sistema, densidade e RMSD. Por ultimo, depois que o sistema entrou em equilibrio, a etapa de
producdo foi realizada num ensemble NPT, importante para garantir que o sistema liquido
esteja com a densidade correta durante a simulacdo. O sistema foi finalmente submetido a
200 ns de simulacdo a uma temperatura de 300 K e uma pressdo constante de 1 bar para
estabilizacdo. Todas as simula¢fes usaram condicGes periodicas de contorno.

No ensemble NVT, usamos termostato de Langevin (UBERUAGA; ANGHEL,;
VOTER, 2004) com frequéncia de colisdes 2,0 ps?, raio corte (cutoff) de 10 A para interagdes
ndo ligadas, e o método de Particle Mesh Ewald (PME)(DARDEN; YORK; PEDERSEN,
1993) para as interacOes eletrostaticas e de longa distancia. O algoritmo SHAKE
(RYCKAERT,; CICCOTTI; BERENDSEN, 1977) foi utilizado para restringir as ligagdes

envolvendo atomos de hidrogénio, permitindo um passo de simulacdo de 2 fs.
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Em um ensemble NPT utilizamos os mesmos parametros anteriores, somados ao
barostato isotropico de Berendsen (BERENDSEN et al., 1984) com constante de acoplamento
1,0 ps para manter a presséo em 1 atm. Novamente, algoritmo SHAKE (RYCKAERT;
CICCOTTI; BERENDSEN, 1977) foi utilizado para restringir as liga¢cdes envolvendo atomos
de hidrogénios. Detalhes dos protocolos de simulagdo, com os arquivos utilizados, estéo
reproduzidos no Apéndice A.

Portanto, todos os sistemas DENV2a (2FOM) (ERBEL et al., 2006), DENV2f
(modelo), DENV2f-INIB e DENV2f-SUBS1/2 (substrato 1 e substrato 2) passaram pelas
mesmas etapas de minimizacdo e dindmica molecular (ensembles NVT e NPT).
O programa pmemd que esta no pacote de programas Amberll foi utilizado para os
calculos.(CASE et al., 2010a)

4.8 Calculos Hibridos (QM/MM)

Para as simulacbes que envolvem quebra ou formacdo de ligacdes, utilizamos o
hamiltoniano hibrido QM/MM (WARSHEL; LEVITT, 1976a; WEINER; SINGH,;
KOLLMAN, 1985). Ou seja, O sistema foi dividido em duas regides: a parte QM definida
pelo substrato (CH3OC-V-P-R-R-NHCH?3) e pelos residuos cataliticos (HIS51, ARG75 e
SER135), e mais doze atomos de residuos vizinhos (N e CO da espinha dorsal) que fazem
ligacdo peptidica com os residuos do sitio ativo, evitando substituir uma ligacao peptidica por
uma ligacdo com hidrogénio, totalizando 148 &tomos QM, descrito pelo método PM3PDDG
(REPASKY; CHANDRASEKHAR; JORGENSEN, 2002) (Figura 32). Link Atoms do tipo
hidrogénio foram utilizados para completar as valéncias das ligacdes que atravessam a
fronteira entre as regides QM e MM. O algoritmo SHAKE néo foi utilizado para a regido QM.
A regido MM incluia todo o resto do sistema (proteina, moléculas de agua e ions) sendo
descritos pelos pardmetros de campos de forca mencionados anteriormente.

Escolhemos uma geometria inicial para o estudo reacional, vinda da simulacdo de
dindmica molecular (MM) do sistema DENV2f-SUBS2 descrita acima, uma estrutura com a
geometria apropriada, ou seja, em que os residuos que teriam sua ligacdo peptidica quebrada
ficassem préximo ao sitio ativo da protease. Assim, optamos por selecionar uma configuracao
em que d1 e d2 tivessem os menores valores, d1=1,85 A e d2 =2,51 A, respectivamente

(Figura 32, Pagina 81). Assim, tendo a melhor condicéo para o estudo da reacéo.
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Figura 32: (a) Ilustragdo de algumas das distancias usadas para esse estudo, na qual, d1(Hy1 - Ne2), d2(Cy2
- 0y1), d3(Nez2 - Hy1), d4(Cy2 - Ny2), d5(0s1 — Ns1) e d6(Ns1 — Hs1). (b) llustragdo da regido QM, os atomos de
hidrogénio em vermelho sdo &tomos para completar a valéncia da regidao QM.

4.8.1 Coordenada de Reacao

Para explorar a coordenada de reacdo utilizamos o método de amostragem de guarda-
chuva (Umbrella Sampling).(KUMAR et al., 1992) A reacdo foi dividida em dois passos: 0
primeiro passo, caracterizado pela formacao da ligacédo acil-enzima (intermediario tetraédrico,
Figura 10, Pagina 32), e 0 segundo passo a quebra da ligacdo peptidica a partir do

intermediério tetraédrico.
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Para o primeiro passo, fizemos uma varredura bidimensional. Um potencial de
restricdo foi utilizado para controlar a transferéncia de préton (d1 na Figura 32, Pagina 81),
com distancia variando de 1.90 A a 0.90 A, e outro para o ataque nucleofilico (d2 na Figura
32), variando de 2.40 A a 1.35 A.

Na segunda etapa, as restricdes utilizadas na etapa anterior foram removidas. A
transferéncia do préton da histidina (H,1) para o nitrogénio da amina (N,2) no substrato, foi
controlada atraves da restricdo da coordenada d3 na Figura 32, com valores variando de
2.60 A a 0.85 A. Essa aproximacio leva naturalmente & quebra da ligagdo peptidica (d4 na
Figura 32), de forma que o controle de uma Unica coordenada de reacdo foi suficiente.

Um potencial quadratico foi utilizado em todas as restricfes. As distancias foram
varridas em intervalos de 0.1 A, e as constantes de forca entre 200 e 1500 kcal mol™* A2,
Assim, foram utilizadas 120 janelas para a primeira etapa, e 16 para a segunda etapa da
reacdo. Necessitou-se de 136 janelas de simulacgdo para a obter os perfis completos de energia.

A simulacdo de cada janela foi realizada em trés etapas. Em primeiro lugar, € feita
uma minimizacdo de energia com 100 passos com o algoritmo steepest descent, seguidos de
900 passos de gradiente conjugado (conjugate gradient) mantendo as restri¢cdes e relaxando a
posicdo dos demais &tomos. O sistema € entdo aquecido a 300 K por 5 ps a volume constante,
seguidos de 35 ps a pressdo e temperatura constantes de 1 bar e 300 K, sempre mantendo as
restricbes. O termostato de Langevin foi usado para controle da temperatura, com uma
frequéncia de colisdo de 2.0 ps?,(UBERUAGA; ANGHEL; VOTER, 2004) e o controle da
pressdo com o barostato de Berendsen, (BERENDSEN et al., 1984) com tempo de relaxacédo
1 ps. Assim, usou-se 10 A de raio de corte (cutoff) para as interaces néo ligadas. As analises
foram realizadas utilizando-se apenas os ultimos 30 ps de simulacdo. Os pontos criticos da
reacao foram ainda submetidos a mais 50 ps de simulacdo para os pontos da etapa de acilacéo,
e 30 ps para 0s pontos criticos da etapa da quebra da ligacdo peptidica, para melhor
caracterizar os estados. Todas as simula¢gdes QM/MM foram realizadas utilizando o programa
sander (CASE et al., 2010b) e um passo de simulagéo de 1 fs.

As energias livres foram obtidas com o Weighted Histogram Analysis Method
(WHAM),(KUMAR et al., 1992) utilizando uma temperatura de 300 K, 110 e 85 bins para as
etapas de acilacdio e quebra da ligacdo peptidica, respectivamente, e tolerancia de

convergéncia de 0.01.
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4.9 ANALISE DOS RESULTADOS
Uma parte crucial dos estudos de simulacdo é a andlise das trajetorias obtidas. No
nivel mais béasico, a analise de uma trajetéria dinamica consiste em calcular uma propriedade
para cada quadro da trajetdria e ver como ela muda em funcéo do tempo. Como a simulagédo
de dindmica molecular gera um nimero grande de dados é necessario o uso de programas, e

por vezes, criar pequenos programas (scripts) para a analise desejada.

4.9.1 RMSD e RMSF

O deslocamento quadratico médio ou RMSD (root mean square deviation) € uma
medida da mobilidade relativa do sistema.(CRAMER, 2004)

A evolucdo temporal do RMSD é usada em dinamica molecular para avaliar o quanto
a estrutura molecular de interesse se modifica durante a simulacdo, em relacdo a uma
estrutura de referéncia.(CRAMER, 2004) . Assim se faz o RMSD para um conjunto de
atomos especificos a cada passo de simulagdo. Desta maneira, esse calculo pode ser analisado
fazendo um grafico RMSD vs. tempo, para avaliar quais mudancas estruturais ocorrem ao
longo da simulacdo. VariacbGes pequenas em torno da posicdo de equilibrio indica baixa
mobilidade, enquanto, mudancas bruscas, durante a dinamica molecular pode indicar uma

mudanca na conformacao da proteina, equacao 6.

RMSD(t;) = \/ 2l (;,i) il [6]

Onde N é namero total de atomos considerados. Normalmente, usa-se 0os atomos da cadeia
principal dos residuos. E 7;(t;) € a posi¢do do atomo j num tempo t;, e r, € a coordenada de
referéncia.

A flutuacéo quadratica media ou RMSF é uma medida do desvio entre a posi¢do da

particula i e a posigdo da referéncia com relagdo ao tempo (t), equacdo 7.(CRAMER, 2004)

RMSF,; =

JZ?-JH(Q’) — 1]’ [7]
t

RMSD é uma medida refletindo desvio de todas as coordenadas de referéncia para as

coordenadas em cada quadro, enquanto RMSF reflete o0 movimento global de atomos (ou
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residuos depender do seu tipo de saida) ao longo de todos os quadros. (VOTANO; PARHAM;
HALL, 2004)

O programa cpptraj (parte do pacote AmberToolsll) (CASE et al., 2010b) foi
utilizado para os célculos de RMSD e RMSF.

4.9.2 Analise dos vizinhos

Usando o programa VMD (Visual Molecular Dynamics)(HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) selecionamos os residuos 0s quais desejdvamos avaliar os vizinhos
proximos, dentro de um raio de 5,0 A (Figura 33), contando isso a cada configuracio da

trajetdria da simulacdo. Deste modo, gerando um histograma a partir dessa informacao.

- -

Figura 33: Definicdo dos vizinhos a uma regido da proteina. Onde R é o raio que inclui a vizinhanga.

4.9.3 LigacOes de Hidrogénio

Para determinar se existe uma ligacdo de hidrogénio entre um atomo doador D e um
aceitador A, utilizamos um critério geométrico (Figura 34): r < 3,5A e a < 30° Este é o
critério padrédo, entretanto, 0 programa cpptraj (parte do pacote AmberTools) permite que 0s

critérios sejam alterados.
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Figura 34: Definicdo para a ligacdo de hidrogénio. Onde r ¢é a distancia entre doador e aceitador de ligacdo
de hidrogénio, e o é o angulo.

4.9.4 Numero de moléculas de H,0

Para avaliar quantas moléculas de agua estavam proximas ao um grupo de residuos,
usamos uma opg¢do do programa cpptraj (incluso do pacote Ambertools) que realiza a
contagem do nimero médio de moléculas de H>O que se encontram dentro de um raio de

5,0 A do centro de massa de um grupo de residuos, para cada quadro de simulac&o.

4.10 Performance dos Cdlculos

Existe um custo computacional na execucdo do estudo, tanto nos célculos de dindmica
molecular classica (MM), quanto para a dindmica molecular usando o método hibrido
QM/MM.

Ao usarmos 64 processadores Xeon 2,67 GHz, CENAPAD-PE, o desempenho da
dindmica molecular classica (MM) foi de 2,2 ns/dia. Mas ao usar 128 processadores AMD
Opteron 2.2GHz (supercomputador TITAN), Oak Ridge National Laboratory (EUA), a
performance passou para 8,5 ns/dia. Entretanto, ao usarmos uma GPU Geforce GTX 780, a
performance passou para 34 ns/dia.

Ja os calculos de dindmica molecular QM/MM em uma méaquina com 8 processadores
Intel Xeon 1,80 GHz, a performance foi 0,02 ns/dia. Pois o calculo QM exige maior demanda

computacional para sua execucao.
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO

Estudos estruturais sugeriram que as proteases tanto da DENV (Dengue) quanto WNV
(Nilo Ocidental) existam em equilibrio entre as formas aberta e fechada, assim como outras
conformacdes, e que este equilibrio é deslocado para a forma fechada, na presenca de um
inibidor ou substrato.(KIM et al., 2013) Em solucgdo, a forma fechada da protease do WNV é a
conformacgdo predominante, independentemente da presenca ou auséncia de inibidores.
Entretanto, 0 mesmo estudo indica que a conformacdo aberta é a forma predominante na
auséncia de inibidores para a protease do DENV. (NOBLE et al., 2012)(SU et al., 2009)

Para entender o funcionamento da NS2B-NS3 protease, realizamos célculos de dindmica
molecular tanto para estrutura fechada quanto a estrutura aberta, na presenca do inibidor e do
substrato.

Realizamos ainda o estudo da reacdo enzimatica de quebra da ligacdo peptidica do
substrato-2 pela NS2B-NS3 protease do virus da Dengue (DENV2f). Os resultados indicam
que a formacdo do intermediario tetraédrico deve ocorrer em duas etapas claramente distintas,
sendo a primeira a ativacao da Ser135 pela transferéncia do proton entre a serina e a His51 e,
posteriormente, o ataque nucleofilico da Ser135 ao carbono da carbonila no substrato. Esse
intermediario tetraédrico tem seu anion estabilizado por moléculas de agua formando a

cavidade oxianion.

5.1 SISTEMA DENV2a: NS2B-NS3 (2FOM)

Nessa seccdo serdo apresentados os resultados da simulacéo para a estrutura aberta da
NS2B-NS3 protease (DENV2a), que foi modelada baseada na estrutura cristalografica
retirada do banco de dados de proteina (PDB ID: 2FOM) (NOBLE et al., 2012).

A Figura 35 representa uma conformacdo da NS2B-NS3 durante a simulagdo num
ensemble NPT. Essa estrutura mostra que o sitio ativo da protease se encontra numa regido
externa, e que a NS2B (cofator) se localiza proxima a uma pequena regido da NS3, e a outra

parte do cofator fica imersa na regido do solvente.
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Figura 35: Conformagdo da NS2B-NS3 obtida de uma simulacdo de dindmica molecular num ensemble
NPT. As moléculas de dgua da caixa de simulagio foram omitidas para melhor visualizagdo. Em Azul NS3,
vermelho a NS2B, e representado em canudo estdo os residuos do sitio ativo (Asp, His e Ser).

Os dados de RMSD (Figura 36), podemos ver mostram que a simulacdo atinge o
equilibrio apés os 75-100 ns inicias. Entretanto, quando separamos 0s RMSDs das regides da
proteina, observamos uma flutua¢do maior do cofator (NS2B — em vermelho na Figura 36), ja
um comportamento de pouca flutuacdo para a NS3 protease (grafico azul da Figura 36). Essa
maior flutuacdo observada no cofator j& era esperada, uma vez que 0 mesmo se encontra mais
livre no meio solvente, além de interagir pouco com a NS3. Assim, a NS2B passa maior parte

do tempo procurando outras conformacdes.
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Figura 36: RMSD para DENV2a (preto), assim como, o RMSD s6 para a NS3 (azul) e para o cofator NS2B
(vermelho).

Essa maior mobilidade do cofator (NS2B) pode ser vista na Figura 37, em que ha
superposicdo de 700 conformacdes da NS2B da simulacéo de dindmica molecular NPT. Essa
superposicao evidencia as regides do cofator que possuem maior mobilidade que sdo, como
seria esperado, as regides terminais e a regido que fica mais exposta ao solvente e tem menos
contato com a NS3. J& as regides com maior contato com a NS3, apresentam menor
mobilidade. Por outro lado, na superposic¢do das 700 conformacdes da NS3 (Figura 37), fica

evidente a estabilidade conformacional da proteina.



89

Figura 37: Superposicdo para as 700 conformacgdes extraidas a intervalos regulares da simulagdo de
dindmica molecular da DENV2a. a) superposi¢ao da NS3; b) superposicao da NS2B. Em Azul tem-se a NS3,
e em vermelho a NS2B.

Um exame mais detalhado das regides de maior mobilidade da NS2B pode ser feito
analisando-se separadamente algumas regides, como mostrado na Figura 38. Em preto, 0
RMSD do NS2B inteiro mostra, como ja se viu anteriormente (vermelho na Figura 36), uma
maior amplitude entre os tempos de 70 a 130 ns, que também € vista para a regido dos
residuos 196 a 204 (em vermelho), ou seja, a maior mobilidade é devida a esses residuos. A
Figura 39 mostra que esses residuos correspondem a regido terminal da NS2B. Segundo a
literatura, esta é a regido que precisa se ajustar para a ativacdo da proteina, formacdo de uma
conformacao fechada. (NOBLE et al., 2012)
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Figura 38: RMSD para NS2B completo (preto), e para algumas regides do cofator: residuos 151 a 156 em
azul; 196 a 204 em vermelho, e 182 a 196 em verde. Em todos os casos, a referéncia foi a estrutura inicial

da simulagao.
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Figura 39: llustracdo da DENV2a mostrando os residuos da NS2B analisados por RMSD na Figura 38. Em
cinza esta a NS3, ja a NS2B tem seus residuos divididos em: azul os residuos 151 a 156, vermelho claro os
residuos 157 a 181, residuos 182 a 196 em verde, residuos 196 a 204 em vermelho.

A mesma informacdo pode ser obtida a partir das flutuacbes relativas dos residuos
(RMSF na Figura 40). Como esperado, a maior mobilidade ocorre com os residuos terminais
da NS2B 151 a 156 e 186 a 192. Isso esté de acordo com experimento de difracdo de Raios-X,
(ERBEL et al., 2006) que encontraram uma descontinuidade na densidade eletronica nessa

regiao, indicando que essa ultima regido assume multiplas conformacdes em solucdo.
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Figura 40: RMSF para os residuos da DENV2a. Onde os residuos 1-152 sdo da NS3 e os residuos 153-192
da NS2B.

O estudo da estrutura aberta (DENV2a) foi realizado para comparar com o modelo
criado para a estrutura ativa da NS2B-NS3 protease (fechada), uma vez que até meados de
2013 ndo havia sido publicada a elucidacdo da estrutura cristalografica dessa protease ativa
para o virus da Dengue.

A simulacdo mostrou que a estrutura aberta é estavel em solucdo. Entretanto, existe

uma grande mobilidade do cofator por causa da exposi¢cdo ao solvente e sua baixa interacdo
com a NS3.

5.2 MODELO DA ESTRUTURA FECHADA (ATIVA) DA NS2B-NS3 PROTEASE DO VIRUS DA
DENGUE (DENV2f)

Havia a necessidade da estrutura na sua forma ativa. Para 0 WNV era conhecida a
estrutura com inibidor e (ERBEL et al., 2006) desta mesma protease, que apresenta uma
interacdo maior do cofator com a NS3. Como essas proteinas sdo homdlogas, criamos um

modelo por homologia para a estrutura ativa da NS2B-NS3 protease do virus da Dengue,
chamado aqui de DENV2f.
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O modelo DENV2f (Figura 41) se mostrou estavel com relacdo a sua estrutura durante
a simulacdo de dindmica molecular (246 ns). N&o se observa alteracfes significativas no
RMSD (Figura 42), indicando uma estabilidade estrutural mesmo a estrutura ativa na auséncia
de inibidor ou substrato.

A NS3 e a NS2B apresentam também estabilidade quando se observa o RMSD
separadamente (Figura 42), indicando que tanto NS3, quanto NS2B se encontram numa

regiao amostral de minimo local.

Figura 41: Uma conformacgdo da DENV2 extraida de uma simula¢do de dindmica molecular num ensemble
NPT. As moléculas de agua da caixa de simulagdo ndo estdo representadas na figura para melhor
visualizagdo. Em Azul NS3, vermelho a NS2B, e representado em canudo estio os residuos do sitio ativo
(HIS33, ASP57 e SER117).
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Figura 42: RMSD para NS2B-NS3 do modelo DENV2f completa (preto), apenas NS3 (residuos 1 a 152) em
azul e apenas NS2B (residuos 153 a 192) em vermelho.

A Figura 43 mostra a superposi¢do de 700 conformac@es tanto da NS3 quanto da

NS2B. E possivel notar que as duas estruturas variam pouco de posi¢do, confirmando a
estabilidade da estrutura.

a) b)

Figura 43: Superposicio de 700 conformacdes extraidas em intervalos regulares da simulacdo de

dindmica molecular NPT da DENV2f. a) superposicdo da NS3; b) superposicdo da NS2B. Em Azul tem-se a
NS3, e em vermelho a NS2B.
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A andlise do RMSF (Figura 44) concorda com os dados experimentais em solucéo
(analise de RMN-H) (KIM et al., 2013), em que, os residuos 1 a 13 (N-terminal), e 0s
residuos 141 a 152 (C-terminal) da NS3 séo flexiveis, assim como os trés primeiros residuos
da NS2B (153-156). E possivel também observar que os residuos do sitio ativo (HIS33,
ASP57 e SER117) apresentam mobilidade limitada.

A Figura 45 mostra os residuos da triade catalitica, HIS33, ASP57 e SER117,
enquanto a Figura 46 mostra o comportamento das ligacdes de hidrogénio entre estes residuos
(r1, r2, r3 na Figura 45). As interacdes estdo presentes em grande parte da simulagdo, com
distancia menor que 2,5 A em mais que 50% do tempo, fazendo com que os residuos tenham
sua mobilidade diminuida. As distancias médias durante a simulagio foram 2,089 A, 1,965 A
e 2,017 A parari, r2 e r3, respectivamente. A ligacdo de hidrogénio entre HIS33 e ASP57 se
alterna entre os oxigénios da cadeia lateral da ASP57 (OD1 e OD2 na Figura 46), de forma

que as médias das distancias r2 e r3 sdo basicamente equivalentes.
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Figura 44: RMSF para os residuos da DENV2f. Os residuos HIS33, ASP57 e SER117, do sitio ativo, estdo
indicados. Onde os residuos 1-152 s3o da NS3 e os residuos 153-192 da NS2B.
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Figura 46: Distancia entre atomos do sitio ativo, conforme ilustrado na Figura 45. Preto: r1 (SER117 HG
- NE2 HIS33); azul: r2 (HIS33 HD1 - OD1 ASP57); Vermelho: r3 (HIS33 HD1 - OD2 ASP57)

Com relacdo as possiveis interacfes dos que os residuos 153 a 156 (residuos da
NS2B) possam fazer com a NS3, o histograma na Figura 47 mostra os residuos da NS3
encontrados dentro de um raio de 5.0 A em torno desses primeiros residuos, que podem ser

visualizados na mesma figura. Os residuos vizinhos ao N-terminal da NS2B (153-158) que
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tiveram contagem maior que 90% neste histograma foram ILE7, LYS8, GLN9, LYSI10,
ILE18, HIS33 (sitio ativo), ALA34, THR35 E MET41. Algo interessante nesse grafico é a
presenca da por¢cdo N-terminal da NS2B (153-158) proxima a regido do sitio ativo (HIS33) na
maior parte do tempo, podendo também interagir com inibidor ou substrato.
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Figura 47: Residuos encontrados dentro de um raio de 5.0 A dos residuos 153-156. Os residuos vizinhos
estdo no eixo da abscissa, enquanto a frequéncia da contagem dos frames que aparecem estd no eixo da
ordenada.

O histograma na Figura 48 mostra os residuos da NS3 encontrados dentro de um raio
de 5.0 A em torno dos residuos 182 a 192 da NS2B, que podem ser visualizados na mesma
figura. Os residuos vizinhos ao C-terminal da NS2B (182-192) que tiveram contagem maior
que 90% no histograma foram VAL54, LYS55, LYS56, ASP57, LEU97, THR100, ASN101,
THR104, ASN134, GLY135, VAL136, VAL137, THR138, ARG139 E ALA146. O ambiente
quimico dos residuos 182 a 192 da NS2B estdo em conformidade com os dados experimentais

para a mesma regido no caso do virus da Dengue tipo 3. (KIM et al., 2013)
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Figura 48: Residuos que estio num raio de 5.0 A dos residuos 182-192. Os residuos vizinhos estdo no eixo
da abscissa, enquanto a frequéncia da contagem dos frames que aparecem esta no eixo da ordenada.

O histograma na Figura 49 mostra 0s residuos encontrados dentro de um raio de 5.0 A
dos residuos do sitio ativo (HIS33, ASP57 e SER117), que podem ser visualizados na
mesma figura. Os residuos vizinhos ao sitio ativo (HIS33, ASP57 e SER117) que tiveram
contagem maior que 90% no histograma foram ILE8, GLY19, ALA20, TYR132, GLY133,
ASN134 e GLY187. O residuo ASN134 forma ligacao de hidrogénio com o ASP57 do sitio
ativo, e essa ligacéo de hidrogénio é observada em 40% dos frames da simulacdo de dindmica

molecular. Os demais residuos dessa regido sdo importantes, pois essa regido ira receber o

inibidor, e alguns desses residuos poderao interagir com os residuos do inibidor ou substrato.
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Figura 49: Residuos que estio num raio de 5.0 A dos residuos 33 57 e 117. Os residuos vizinhos estiio no
eixo da abscissa, enquanto a frequéncia da contagem dos frames que aparecem esta no eixo da ordenada.

A Tabela 1 mostra as principais ligacdes de hidrogénio entre a proteina (NS3) e o

cofator (NS2B). Na anélise de ligacdes de hidrogénio se pode escolher o conjunto de residuos

que serdo doadores ou aceitadores de ligagdo de hidrogénio, para melhor observar as

interacdes entre NS3 e NS2B no modelo DENV2f. A primeira parte da Tabela 1 tem os

residuos da NS3 como aceitadores de ligacdo de hidrogénio e os residuos da NS2B como

doadores, ja a segunda parte da Tabela 1 os papéis se invertem.
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Tabela 1: Dados das ligagdes de hidrogénio entre a NS3 e a NS2B, onde os residuos da NS3 estdo como
aceitadores de ligacdo de hidrogénio, e os residuos da NS2B estdo como doadores de ligacdo de hidrogénio.

Aceitador Doador % Tempo Média da distancia (A)
NS3 NS2B
ALA4 ALA161 73 2,87
LYS99 ILE181 65 2,87
ASP2 ARG160 64 2,85
GLN78 GLU167 63 2,87
MET41 LEU158 62 2,87
LYS8 GLU157 57 2,88
GLN92 SER173 51 2,88
PRO95 SER176 49 2,72
ASP2 ARG160 44 2,81
NS2B NS3
GLU159 ARG6 9 2,81
SER173 THR93 92 2,73
GLU171 GLN92 89 2,82
ALA162 ALA4 85 2,84
GLU157 LYS8 84 2,84
GLUl67 GLN78 78 2,84
LEU179 LY S99 64 2,87
LEU156 MET41 62 2,87
SER175 SER109 61 2,73
LYS192 ARG139 46 2,80

Os residuos ALA4, LYS8 e GLU157, MET41 e LEU158 aparecem fazendo ligacdo de
hidrogénio nas duas partes da tabela, mostrando que atuam tanto como doadores de ligagédo de
hidrogénio quanto aceitadores. As ligagdes de hidrogénio presentes na maior porcentagem de
tempo sdo as que estdo na segunda parte da tabela, ou seja, quando os residuos da NS3 sdo
definidos como doadores de ligacdo. Algumas ligacGes de hidrogénio sdo entre regides
terminais das proteinas como: GLU159-ARG6, ALA162-ALA4, GLU157-LYS8, ALA4-
ALA161. Entretanto, ndo se observa ligacfes de hidrogénio envolvendo os residuos do sitio

ativo. Todas essas interagcOes apresentadas na Tabela 1 sdo importantes para manter a
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estrutura fechada (ativa), no modelo DENV2f, que se mostrou estavel mesmo na auséncia do
inibidor.

Os resultados revelam que a protease NS2B-NS3 pode existir também na conformacao
fechada em solugdo, mesmo na auséncia do inibidor. O DENV2f revelou-se um modelo
realistico para o estudo de modelagem para triagem de inibidores, assim como para o estudo
do mecanismo de reacdo durante a replicacdo viral. Portanto, servira como uma ferramenta

valiosa para o desenvolvimento de inibidores para a protease do virus da Dengue (DENV).

5.3 MODELO DENV2f COM INIBIDOR (DENV2f-INIB)

A observagdo do sistema DENV2f na presenca do inibidor (Figura 50) dard uma
melhor compreensdo das interacbes que mantém o inibidor na regido do sitio ativo da
DENV2f, assim como o entendimento de questdes dinamicas da protease, fundamentais para
validacdo também do modelo DENV2f, ja que essa estrutura “fechada” se da na presenga do
inibidor (Bz-nKKR-H).

A andlise do RMSD (Figura 51) obtido a partir de uma simulagdo de 246 ns de
dindmica molecular para estrutura da DENV2f na presenca do inibidor (Figura 50) revela a
estabilidade da estrutura, com RMSD médio de 1,65 A, em relacdo a estrutura inicial do
modelo, e sem grandes variag0es do valor em torno dessa média, indicando baixa mobilidade

da estrutura durante esse tempo de simulagéo.
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Figura 50: Uma conformagdo do sistema DENV2f-INIB extraida da simula¢do de dindmica molecular com
ensemble NPT. As moléculas de dgua da caixa de simulagdo ndo estdo representadas na figura para
facilitar a visualizagdo. Em Azul NS3, vermelho a NS2B, representado em canudo estdo os residuos do sitio
ativo (HIS33, ASP57 e SER117), e a representagdo em bola sdo do inibidor sem os hidrogénios para a
melhor visualizagao.
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Figura 51: RMSD para o sistema DENV2f-INIB, tendo como referéncia a estrutura inicial para toda as
etapas de simulagao.
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Figura 52: RMSF para os residuos da DENV2f-INIB, regido delimitada com seta azul sdo os residuos da
NS3, a seta em vermelho sdo os residuos da NS2B, ja a seta em verde delimita os residuos do inibidor.
Onde os residuos 1-152 sdo da NS3 e os residuos 153-192 da NS2B.

A Figura 52 mostra 0 RMSF para o sistema. Os residuos que apresentam maior
flutuagdo na proteina sdo 0os mesmos observados no modelo DENV2f sem inibidor. J& os
residuos do C-terminal e N-terminal da NS2B apresentam menor amplitude do RMSF na
presenca do inibidor quando comparados com DENV2f sem inibidor, assim, menor
mobilidade. Esta mudanca € devida a interagdes do inibidor com essas extremidades da
NS2B. Na regido do inibidor na Figura 52 (residuos 193 a 197), o residuo 193 que é terminal
apresenta maior mobilidade, e interage menos com a proteina.

A Figura 53 mostra a superposicao de 700 frames da simulacédo, permitindo analisar
de maneira visual a mobilidade da cadeia principal de cada porcéo da proteina, NS3 e NS2B.
Na presenca do inibidor a estrutura se apresenta com pouca variagdo da posi¢do dos a&tomos
da cadeia principal tanto para NS3 quanto para a NS2B.
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Figura 53: Superposicdo para as 700 conformacdes extraidas em intervalos regulares dos ultimos 150 ns
da simulacdo de dinamica molecular NPT do sistema DENV2f-INIB. a) superposicdo da NS3; b)
superposicdo da NS2B. A regido da NS3 (azul), em vermelho a NS2B e representado com bolas o inibidor.

Com relagcdo as possiveis interacbes que inibidor possa fazer com a protease, 0
histograma na Figura 54 mostra os residuos encontrados dentro de um raio de 5.0 A em torno
do inibidor. Os residuos da triade catalitica (HIS33, ASP57 e SER117) aparecem dentro desse
raio durante todo o tempo de simulacdo, assim como residuos terminais da NS2B (186-190).
Essas interac6es mantém o inibidor aprisionado ao sitio ativo da DENV2f.

Na Figura 55 se observa a regido dos residuos 186 a 190 (regido 7 na Figura 55b) da
NS2B proxima ao inibidor, que esta interagindo com alguns residuos do inibidor. Nenhuma
ligacdo de hidrogénio estavel foi localizada entre esses residuos da NS2B e o inibidor (Tabela
4), porém eles podem interagir através de interacdes do tipo eletrostaticas ou de van der
Waals. Essa interagdo é confirmada através de dados experimentais mostrando também esse
tipo de interacdo do inibidor com os residuos da NS2B.(NOBLE et al., 2012)
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Figura 54: Residuos que estdo num raio de 5.0 A dos residuos do inibidor. Os residuos vizinhos estdo no
eixo da abscissa, enquanto a frequéncia da contagem dos frames que aparecem estd no eixo da ordenada.

Observando-se a regido 4 na Figura 55 (residuos 111 a 117) e comparando com 0s

dados da Tabela 2, identifica-se que essa regido é a que mais faz ligacGes de hidrogénio com o

inibidor. Como ja mencionado anteriormente, o residuo SER117 faz parte do sitio ativo, e 0

inibidor além de estar proximo a esse residuo, também forma ligacdo de hidrogénio com

mesmo durante a simulacdo. Esse residuo é fundamental para a quebra da ligacdo peptidica

durante a replicacdo viral, atuando no ataque nucleofilico ao substrato.(HEDSTROM, 2002b)
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Figura 55: Ilustragio dos residuos que estdo num raio de 5.0 A dos residuos do inibidor. a) os residuos
estdo representados por uma superficie, com o inibidor sobre essa superficie. b) os residuos estdo
representados em verde na imagem, e a numeracgdo se refere a regido que esta representada no grafico da
Figura 54. Representado em azul a NS3, em vermelho a NS2B, em bolas o inibidor, e em verde os residuos
que estio num raio de 5.0 A do inibidor. No inibidor nio ha a representagio dos hidrogénios para a
melhor visualizagio.

Os residuos da DENV2f que formam ligac6es de hidrogénio com inibidor sdo ASP57,
ASP111, GLY115, SER117, GLY135 e TYR143, (Tabela 2). A Figura 56 mostra esses
residuos que fazem ligacdo de hidrogénio com os residuos 195, 196 e 197 do inibidor. Na
Figura 56 tem-se o sitio ativo proximo ao inibidor, mostrando que o ASP57 a SER117
formam ligacdo de hidrogénio com inibidor, enquanto, a HIS33 forma ligacao de hidrogénio
com o ASP57.

As simulagBes também mostram a formagdo da cavidade oxianion pelos residuos
GLY135, TYR143 e SER117 (4&tomos de N e H desses residuos) interagindo com inibidor,
em concordancia com dados experimentais (NOBLE et al., 2012). Essa interacdo é importante
para a estabilizacdo do intermediario tetraédrico formado durante a primeira etapa da reacao
de replicacéo viral.(HEDSTROM, 2002b)

Tabela 2: Ligacdes de hidrogénio entre a DENV2 e o inibidor. Residuos do inibidor estao destacados em
negrito.

Doador Aceitador % Tempo Média da distancia (A)
SER117 ARG197 64 2,62
ARG197 ASP111 53 2,79
SER117 ARG197 44 2,85
GLY135 LYS195 43 2,88
GLY115 ARG197 41 2,86
ARG196 ASP57 36,5 2,80

TYR143 LYS195 36,2 2,79
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Figura 56: Ilustragdo do inibidor com a cadeia lateral dos residuos do sitio ativo (HIS33, ASP57 e
SER117). O inibidor s6 esta representado nessa imagem pelos residuos 195, 196 e 197, que sdo os
residuos da tabela 3. Os postos tracejados se referem a ligagdes de hidrogénio entre residuos do inibidor e
os indicados na figura da proteina. Os atomos de hidrogénio ligados a atomos de carbono foram retirados
para melhorar a visualizagio.

Ao monitorar as distancias das ligagoes de hidrogénio (Tabela 2) durante a simulacéo
(Figura 58), observa-se que as ligagOes de hidrogénio que apresentam maior contagem
durante a simulag&o para valores de distancia menores que 2,5 A foram as ASP111-ARG197
(r4), ARG197-GLY115 (r7), ASP57-LYS196 (r6) e ARG195-TYR143 (r8). Monitorou-se
também as ligacdes de hidrogénio entre os residuos do sitio ativo, neste caso SER117-HIS33
(rl) e ASP57-HIS33 (r2). A ligacédo de hidrogénio ASP57-LYS196 (r6) e a ASP57-HIS33
(r2) séo as que apresentam maior estabilidade dessa ligacdo durante a dindmica molecular, ou
seja, 0 residuo ASP57 (carga negativa) tem sua carga estabilizada por essas interacdes, além
de manter o inibidor mais préximo ao sitio ativo. Tudo isso mostra a importancia dos residuos
GLY115, TYR143, ASP57 e ASP111 (Figura 57) para a estabilizagdo do inibidor na regido

do sitio de reacéo.
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GLY135

Figura 57: Ilustracdo do inibidor com os residuos ASP111, GLY15, GLY135 e TYR143, todos estdo
indicados na figura. O inibidor s6 estar representado nessa imagem pelos residuos 195, 196 e 197, que sdo
os residuos da Tabela 2. Representacdes em azul sdo os hidrogénios, em amarelo os carbonos, em rosa os
nitrogénios, e em vermelho, os oxigénios. Os postos tracejados se referem a ligagdes de hidrogénio entre
residuos do inibidor e os indicados na figura da proteina.
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Figura 58: Distancias de ligacdo de hidrogénio versus os frames da simulag¢do. As distancias r1 (SER117-
HIS33); r2 (ASP57-HIS33); r3 (197-SER117); r4 (ARG195-GLY135); r5 (ARG195-GLY135); r6 (ARG197-
GLY115); r7 (ASP57-LYS196) e r8 (ARG195-TYR:143). Esses frames sdo referentes aos 150 ns finais da
dindmica molecular.

Algo que deve ser avaliado durante a simulacdo € o niumero médio de moléculas de
agua proximas ao sitio ativo (HIS33, ASP57 e SER117), pois a 4gua pode participar de uma
das fases de reacdo da quebra da ligacdo peptidica do substrato.(HEDSTROM, 2002b)
Analisou-se também o numero de moléculas de agua proximas a cada residuo do sitio ativo
separadamente, avaliando assim qual dos residuos interagem mais com moléculas de dgua. A
Figura 59 mostra o nimero de moléculas de 4gua encontradas dentro de um raio de 5,0 A em
torno dos residuos da triade catalitica durante a simulacdo. Pode-se ver que existe um grande
numero de moléculas de 4gua préximas ao sitio ativo (média de 9 moléculas de H-0), sendo o
residuo HIS33 (média de 7 moléculas de H20) que apresenta maior quantidade quando
comparada com os demais residuos do sitio ativo, ASP57 e SER117, com em média 4 e 1
moléculas de agua, respectivamente. A presenca de &gua nas proximidades, que pode
participar em ligagOes de hidrogénio, explica a auséncia desse tipo de interagéo entre o HIS33

e o inibidor, apesar da proximidade.
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Figura 59: Ntimero de moléculas de H20 que estdo a uma distancia de 5.0 A dos residuos do sitio ativo.
Em preto sdo as aguas que estdo proximas a triade do sitio ativo, em azul ao residuo HIS33, em vermelho
ao residuo ASP57 e verde ao residuo SER117. Esses frames sdo referentes aos 150 ns finais da dindmica
molecular

A cadeia lateral do residuo ARG197 (inibidor) forma uma ponte salina com o0s
residuos ASP57 da NS2B e ASP111 da NS3. Essas duas interages colaboram para manter o
NS2B-NS3 na conformagdo fechada, com NS2B préximo ao sitio ativo, em acordo com 0s
dados experimentais. (NOBLE et al., 2012)

Os resultados dessa simulagdo confirmam a importancia da regido de grampo- da
NS2B para a atividade, devido a interagdo com inibidor.(NOBLE et al.,, 2012) Essa regido
tinha sido proposta como um potencial local de alvo para inibidores.(CHAPPELL et al,,
2008) Além disso, as simulacdes evidenciam a importancia de varios residuos da NS3 para a
inibicdo, e mostram as interacdes entre os residuos do sitio ativo, e as moléculas de agua
presentes na regido reacional da protease.

Um dado experimental de extrema importancia para a validacdo do modelo DENV2f
foi publicado em meados de 2012, apresentado a estrutura cristalina da NS2B-NS3 do virus
da Dengue (sorotipo 3) com inibidor (Bz-NLE-ARG-ARG-LYS-H), (PDB ID:
3U1I).(NOBLE et al., 2012) A Figura 60 mostra a superposi¢do da ultima estrutura da
simulagdo de dindmica molecular do modelo DENV2f com a estrutura cristalografica da
NS2B-NS3 com inibidor para o virus da Dengue (PDB ID: 3U1l).(NOBLE et al., 2012) Fica
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claro que o modelo DENV2f esta em concordancia com a estrutura ativa da NS2B-NS3

protease do virus da Dengue.

Figura 60: Superposicdo da ultima estrutura da simulagdo de dindmica molecular da DENV2 com a
estrutura cristalografica da NS2B-NS3 (PDB ID: 3U1I). Em azul, a NS3 da (PDB ID: 3U1I); azul claro a NS3
da DENV2; em vermelho a NS2B da (PDB ID: 3U1I); em rosa a NS2B da DENV2; verde os residuos do sitio
ativo para as duas estruturas.

Quando fizemos 0 RMSD da simulacdo do modelo DENV2f usando como referéncia a
estrutura cristalografica do PDB 1D: 3U1l, o valor foi de 1,3 A, evidenciando que o modelo
utilizado durante o estudo é apropriado para estudar a replicacéo viral (Figura 60), bem como,

varredura de inibidores para a protease.

5.4 MODELO DENV2f COM O SUBSTRATO 1 (DENV2f-SUBS1)

A observacao do sistema DENV2f na presenca do substrato (ACE-ALA-GLY-ARG-
LYS-SER-ILE-NME) (Figura 61) dard uma melhor compreensdo das interacfes que mantém
0 substrato na regido do sitio ativo da DENV2f, assim como a anélise dos residuos que séo
importantes para a reacdo de quebra do substrato, j& que na préxima etapa do trabalho serd
necessario saber o ambiente reacional para a constru¢do do modelo reacional QM/MM.
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Figura 61: Uma conformacdo da DENV2f-SUBS retirada da simulacdo de dindmica molecular num
ensemble NPT. As moléculas de 4gua da caixa de simulacdo ndo estdo representadas na figura para melhor
visualizagdo. Em Azul NS3, vermelho a NS2B, representado em canudo estdo os residuos do sitio ativo
(HIS33, ASP57 e SER117), e a representacdo em bola sdo do inibidor sem os hidrogénios para a melhor
visualizagio.

A Figura 62 mostra o RMSD obtido para a simulacdo de 237 ns de dinamica
molecular para estrutura da DENV2f-SUBS1. Nos primeiros 8 ns de simulacdo, em que 0
substrato estava preso por uma restricio com constante de forca de 200 kcal mol* A), o seu
RMSD (grafico verde da Figura 62) se mantém numa regido com pouca oscilacdo, como
esperado. Retirada a restrigdo, o substrato se estabiliza oscilando uma regido proxima a 2,0 A.
Ja o comportamento do DENV2f, assim como das por¢ées NS3 e NS2B € de um RMSD
maior, mas estabilizado depois dos 50 ns de dinamica molecular. Na Figura 62, os graficos
em preto, azul e vermelho tem 0 mesmo comportamento, evidenciando que as duas po¢oes da
protease contribuem da mesma maneira para um RMSD médio de 1,95 A, mostrando que

houve uma variacdo maior com relagdo a estrutura de partida.
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Figura 62: RMSD para DENV2f (preto), assim como, o RMSD s6 para a NS3 residuos 1 a 152 em azul, NS2B
residuos 153 a 192 em vermelho e para o substrato em verde.

Observa-se que também existe uma maior variacdo em torno da média do RMSD
quando comparamos com o caso DENV2f-INIB (Figura 51, P4gina 103), mostrando uma
maior mobilidade da protease, assim como também do substrato (grafico verde da Figura 62).
O tamanho do substrato pode ser responsavel por essa maior mobilidade da DENV2f, ja que
esta precisa se ajustar a uma molécula muito maior (7 residuos) do que no caso anterior
(DENV2f-INIB, apenas 5 residuos).

Analisando o grafico de RMSF, na Figura 63, observa-se que 0s residuos 12, 72, 86,
101, 153 e 185 da protease apresentam maior mobilidade, além dos residuos 198 e 199 do
substrato. Os residuos 72, 86 e 101 ndo apresentavam essa mobilidade no caso da DENV2f-
INIB (Figura 52, Pagina 104). Entretanto, esses residuos estdo em regides da proteina que nao
apresentam estrutura, assim é natural que residuos dessa regido sejam mais moveis. Essa
maior mobilidade ja tinha sido observada pelo RMSD da proteina. Os residuos do sitio ativo
apresentam os mesmos valores para RMSF (Figura 63) quando comparados com 0s obtidos
para 0 DENV2f-INIB (Figura 52). Os residuos 72, 86, 101 e 185 ganharam mobilidade,
mostrando que o substrato ndo interage com esses residuos como o inibidor. No sistema livre,

DENV2f (Figura 44, Pagina 95), esses residuos também apresentam menor mobilidade,
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indicando que a presenca do substrato gera uma perturbacdo na regido, fazendo com que eles
figuem mais flexiveis. J& os residuos das regides terminais como 1-12, 150-152, 153-156 e
190-192 (Figura 63) se comportam da mesma maneira como no sistema DENV2f (Figura 44,
Péagina 95). Entretanto, o caso DENV2f-INIB (Figura 52) essa mobilidade das extremidades é
diminuida com relagdo ao DENV2f (Figura 44, Péagina 95) livre.
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Figura 63: RMSF para os residuos da DENV2f-SUBS1, regido delimitada com seta azul sdo os residuos da
NS3, a seta em vermelho sdo os residuos da NS2B, ja a seta em verde delimita os residuos do substrato. A
numeracgdo é para os residuos que apresentam maior mobilidade.

A Figura 64 mostra que tanto a NS3 quando a NS2B oscilou mais em suas posi¢0es do
que no caso DENV2f-INIB (Figura 53, Pagina 105), como dito anteriormente, o nimero
maior de residuos no substrato faz com que a proteina tenha que se ajustar mais, provocando
uma maior mobilidade dos seus &tomos. Algo interessante € a regido grampo-f§ da NS2B que
oscila bastante quando comparamos com o caso DENV2f-INIB, e sabe-se que no caso do
inibidor com poucos residuos, essa regido da proteina interage tanto com inibidor quanto com

a regido do sitio ativo.
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Figura 64: Ilustracdo da superposicdo para as 700 conformagdes retiradas da simulacdo de dindmica
molecular NPT da DENV2f-SUBS. a) superposicdo da NS3; b) superposicio da NS2B. A regido da NS3
(azul), em vermelho a NS2B e representado com bolas o substrato.

Na Figura 65 em que as imagens da estrutura DENV2f-INIB e DENV2f-SUBSL1 estao
superpostas é possivel ver a diferenca de tamanho entre os peptideos do inibidor e substrato.
Parte do substrato fica sob uma regido flexivel da proteina (residuos 112-116), prendendo o
substrato nessa regido por efeitos estéricos.

Para tirar algumas davidas quanto a mobilidade da proteina, analisamos
separadamente 0 RMSD de regides diferentes, para que ficasse claro se havia ou ndo uma
regido da proteina com mobilidade muito maior, ou era um fenébmeno da proteina com todo.
Escolhemos, a partir da analise dos residuos que apresentaram maior mobilidade pelo grafico
do RMSF (Figura 63) as regifes que sdo mostradas na Figura 66, incluindo regifes da NS3 e
da NS2B. Essas regides sdo os residuos terminais da NS2B, e residuos da NS3 que interagem

com os residuos terminais da NS2B (Figura 66).
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Figura 65: [lustracdo da superposicdo das estruturas da DENV2{-INIB e DENV2{-SUBS, onde o inibidor
estar representado em lilds, e o substrato em verde. NS3 em azul escuro parte da DENV2f-INIB; NS3 em
azul claro parte da DENV2f-SUBS; NS2B em vermelho da estrutura DENV2f-INIB; NS2B em laranja da
estrutura DENV2f-SUBS.

O RMSD (Figura 67) das regides amarela e laranja da Figura 66 apresentaram maior
variacdo em torno da média, variacdo de 1,3 A e 1.1A, respectivamente. Portanto, foram que
mais oscilaram, o que a principio ndo se esperaria, pois no caso do DENV2f-INIB isso ndo é
observado, e também pela regido ser bem estruturada. Como visto na Figura 66, essas duas
porcdes ficam proximas ao sitio de reacdo. A regido em vermelho apresentou uma variagédo
em seu RMSD de 2,0 A (Figura 67), essa regifo fica proxima a regi&o em laranja (Figura 66).
Isso tudo mostra que a presenga de uma molécula maior provoca um comportamento diferente

quando comparado a uma molécula menor.
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Figura 66: Ilustracdo para algumas regides da proteina. Em amarelo os residuos 10 a 14; azul os residuos
112 a 116; laranja os residuos 138 a 141; rosa residuos 153 a 158 e rosa escuro os residuos 182 a 192.
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Figura 67: RMSD para algumas regides da proteina (Figura 66). RMSD: amarelo para os residuos 10 a 14;
azul os residuos 112 a 116; laranja os residuos 138 a 141; rosa residuos 153 a 158 e vermelho os residuos
182 a192.

Ao analisar a Figura 66, nota-se que os residuos 10 a 14 (amarelo) e os residuos 138 a
141 (laranja) se posicionam de maneira oposta um ao outro. Assim, avaliamos a distancia
entre dois residuos, sendo um o residuo ILE12 e outro o residuo SER140, na Figura 68.
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Figura 68: Distancia entre os residuos ILE12 e SER140.

A distancia (Figura 68) entre os residuos ILE12 (amarelo na Figura 66) e SER140
(laranja na Figura 66) apresentou variacdo de até 21,0 A. Isso indica que durante a dindmica
molecular essas regides fizeram um movimento de abrir e fechar. Como as duas regides ficam
proximas a regido de acesso ao sitio ativo, uma molécula maior pode ter maior dificuldade de
aproximacao ao sitio ativo.

Esse resultado € de grande importancia, especialmente em trabalhos de docking
molecular, pois a utilizacdo de uma Unica estrutura do alvo molecular pode ndo ser a melhor
opcdo. Talvez haja a necessidade do uso de um conjunto de estruturas que melhor
representem a dindmica dessa proteina. Isso foi também indicado no trabalho de De Almeida
et al., onde distinguiram quatro estados conformacionais diferentes para a NS3 do virus da
Dengue, atraves de dindmica molecular (DE ALMEIDA et al., 2013).A Figura 69 mostra
algumas dessas estruturas que apresentam essa mudanca estrutural referente ao movimento
das regides amarela e laranja da Figura 66. Fica claro que o movimento observado na regido
amarela e laranja € acompanhado por outros movimentos da proteina. Possivelmente o
substrato, por ter mais residuos que o inibidor (caso DENV2f-INIB), provoque maiores
perturbagdes no sistema, e apresente maiores dificuldades para alcancar sua posicao ideal no

sitio ativo da proteina.
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Figura 69: Ilustracdo de algumas estruturas da DENV2f-SUBS em que as regides dos residuos 112-116 e
os 138-141 estdo fazendo um movimento de se afastar e se aproximar uns dos outros, relativamente.
Distancia relativa entre as regides amarela e laranja a) 45,3 A; b) 35,5 A; ¢) 44,5 A e d) 34, 1 A. Em azul a
NS3; vermelho a NS2B; verde o substrato e amarelo os residuos 112-116 e, laranja os residuos 138-141.

Com relagdo as possiveis interagdes que substrato possa fazer, observamos os residuos
da protease de serina que mais aparecem num raio de 5.0 A em torno do substrato, contando
os com maior frequéncia de aparecimento neste raio (Figura 70). Os residuos do sitio ativo
aparecem proximos ao substrato numa frequéncia maior que 90%, assim como 0s residuos
83,111-119, 132-137, 143, o Unico residuo da NS2B que aparece com mais de 70% é o
residuo 188, mostrando que ha pouca interacdo entre o substrato e a NS2B, especialmente a
por¢do grampo-f terminal, que no caso anterior (DENV2f-INIB) foi responsavel por vérias
interagdes com o inibidor. Experimentalmente se observa que em inibidores grandes ndo ha
interacdo com a NS2B.(NOBLE et al., 2012) Ou seja, esse resultado esta de acordo com

dados ja observados para moléculas grandes (mais de seis residuos).(NOBLE et al., 2012)
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Figura 70: Residuos que estdo num raio de 5.0 A dos residuos do substrato. Os residuos vizinhos estio no
eixo da abscissa, enquanto a frequéncia da contagem dos frames que aparecem esta no eixo da ordenada.
Na Figura 71 é possivel verificar a regido dos residuos que estdo proximos ao
substrato-1 num raio de 5.0 A. Uma das regides (regido 4 na Figura 71 (b)) é aquela vista na
Figura 66 (cor azul), uma regido bastante flexivel. Uma andlise das ligacGes de hidrogénio

sera capaz de tirar algumas davidas sobre o tipo de interacdo do substrato com a proteina.
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Figura 71: Ilustracio dos residuos que estdo num raio de 5.0 A dos residuos do substrato. a) os residuos
estao representados por uma superficie, e o substrato estar sobre essa superficie. ; b) os residuos estdo
representados em verde na imagem, e a numeragdo se refere a regido que esta representada no grafico da
Figura 70. Representado em azul a NS3, em vermelho a NS2B, em bolas o substrato, e em verde os
residuos que estdo num raio de 5.0 A do substrato. No substrato nio ha a representagio dos hidrogénios
para a melhor visualizagdo.

A analise das ligacOes de hidrogénio entre substrato e a proteina (DENV2f) (Tabela 3)
mostra que existem poucas interacdes de natureza forte entre essas moléculas, o que pode
indicar que a permanéncia do substrato na regido do sitio ativo seja devida a efeitos estéricos,
interacbes de carga e interacbes de van der Waals (vdW), o que ja foi observado
experimentalmente para inibidores com mais de quatro residuos. (NOBLE et al., 2012)

Apenas trés dos sete residuos do substrato interagem através de ligagdes de hidrogénio
com a proteina, dois residuos com carga positiva (ARG195 e LYS196) e um de carga neutra e
apolar (ILE198) (Tabela 3).

Os residuos da proteina que interagem por ligacdo de hidrogénio com o substrato
foram os ASP111, PHE112, GLY115, GLY133 e TYR143 (Tabela 3), ou seja, interagdes
observadas também no caso DENV2f-INIB (Tabela 2 Pagina 107), exceto para os residuos do
sitio ativo que ndo aparecem no caso com o substrato.

Os residuos responsaveis pela cavidade oxianion também sdo observados interagindo
com o substrato, ASP111, GLY133 e TYR143, o que é importante para a etapa da reagdo na
estabilizacdo de uma das etapas.

Uma maneira de melhor visualizar o comportamento dessas ligac6es de hidrogénio
durante a simulacdo é acompanhando as distancias dessas ligacdes durante a simulacdo de

dindmica molecular (Figura 72).
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Tabela 3: Dados das ligagoes de hidrogénio entre a DENV2f e o substrato-1. Residuos do substrato estdo
destacados em negrito.

Aceitador Doador % Tempo Média da distancia (A)
GLY133 LYS196 61 2,87
ARG195 GLY115 56 2,85
PHE112 ARG195 29 2,84
ASP111 ARG195 24 2,82

ILE198 TYR143 17 2,80

Na Figura 72 é possivel verificar que s rl e r2 passam maior parte do tempo com a
distancia da ligacdo de hidrogénio menor que 2,5 A. Essas duas ligagdes de hidrogénio s&o
entre residuos do sitio ativo, r1 (SER117-HIS33) e r2 (ASP57-HIS33).
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Figura 72: Distancias de ligacdo de hidrogénio versus os frames da simulag¢do. As distancias r1 (SER117-
HIS33); r2 (ASP57-HIS33); r3 (GLY133-LYS196); r4 (ARG195-GLY115); r5 (PHE112-ARG195); r6 (ASP11-
ARG195); r7 (AILE198-TYR143).

J& as outras ligacbes de hidrogénio passam pouco tempo com distancia menor que
2,5 A, mostrando os casos r3, r4, r5, r6, e r7 com valores acima de 3,0 A, ou seja, interacdes

mais fracas entre esses residuos. Isto evidencia que na presenca desse substrato, os residuos
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do sitio ativo tenderam a interagir entre si ao invés de com o0 substrato, e mostra que as
interacOes entre proteina e substrato ndo sdo fortes. Portanto, o que deve manter o substrato
nessa regido sdo efeitos estéricos, interacdes de carga e van der Waals (vdW) .

Os efeitos estéricos podem estar relacionados aos residuos da Figura 66 (Pagina 118),
em que os residuos 112-116 ficam sobre parte do substrato, os residuos 10-14 e residuos 138-
141 que fazem um movimento do tipo abertura e fechamento. Isso tudo pode estar
relacionado ao tamanho da molécula do substrato (sete residuos) que induz outro tipo de
comportamento na proteina (DENV2f).

Nesse sistema também avaliamos o nimero médio de moléculas de agua préximas ao
sitio ativo (HIS33, ASP57 e SER117), pois a agua pode participar de uma das fases da reacédo
de quebra da ligacdo peptidica do substrato.(HEDSTROM, 2002b) Analisamos também o
nimero de moléculas de &gua préximas a cada residuo do sitio ativo separadamente,
avaliando assim quais dos residuos interagem mais com moléculas de agua. Ao observar a
Figura 73, pode-se ver gque existe um grande numero de moléculas de agua préximas ao sitio
ativo (meédia de 12 moléculas de H20), sendo o residuo HIS33 (média de 7 moléculas de
H20) o que apresenta maior quantidade quando comparada com os demais residuos do sitio
ativo, ASP57 e SER117, para os quais notamos uma média de 4 e 3 moléculas de &gua
proximas, respectivamente. No caso do DENV2f-INIB, o residuo SER117 aparece com mais
duas moléculas de agua préximas, ou seja, este residuo tende a interagir mais com as
moléculas de agua do que com o substrato, além da interacdo com o residuo HIS33 que
aparece, nesse caso, mais forte. As moléculas de agua préximas aos residuos HIS33 e

SER117 ndo interferiram na interacdo entre os mesmos (Figura 72).
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Figura 73: Nimero de moléculas de H20 que estio a uma distancia de 5.0 A dos residuos do sitio ativo.

Em preto sdo as aguas que estio proximas a triade do sitio ativo, em azul ao residuo HIS33, em vermelho
ao residuo ASP57 e verde ao residuo SER117.

Os resultados desse sistema mostraram que 0 modelo DENV2f esté de acordo com
dados experimentais da proteina na presenca de um inibidor com maior nimero de residuos
(mais que seis).(NOBLE et al., 2012)

Entretanto, como ndo existe uma estrutura cristalina resolvida dessa protease com seu
substrato, portanto, era necessario um sistema mais comportado do ponto de vista estrutural, e
com dados cristalograficos para o0 modelo DENV2f. Deste modo, necessitava-se de um estudo
com um modelo de substrato com um ndmero menor de residuos, pois 0 DENV2f-INIB, onde
o0 inibidor tem quatro residuos poderia servir de modelo DENV2f com um novo modelo de

substrato.

5.5 MODELO DENV2f COM SUBSTRATO 2 (DENV2f-SUBS2)
Observamos, na simulacdo anterior do modelo DENV2f com o substrato-1 (ALA-
GLY-ARG-LYS-SER-ILE-NME), que era necessario um novo modelo de substrato para o
estudo da protease DENV2f.
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A sequéncia de aminoacidos do novo modelo de substrato foi obtida de um artigo
experimental que testou varias sequéncias de aminoacidos de oito residuos,(SHIRYAEV et
al., 2007) mostrando que a sequéncia que apresentava maior eficiéncia catalitica para a
protease de serina (NS2B-NS3) do virus da Dengue era GKKRR|PVR (a seta para baixo
indica a regido da quebra da ligacdo entre os residuos). (SHIRYAEV et al., 2007) . Desta
maneira, decidimos estudar a DENV2f com um novo modelo se substrato baseado nesses
dados.

Entdo, escolhemos um segundo modelo para o substrato, aqui referenciado de
substrato-2, com os quatro aminoacidos RRVP (CHsNH-R-R-P-V-COCHa), pois evitaria
assim problemas com estrutura desse substrato, onde CHs3NH e COCHz; sdo residuos para
completar a valéncia.

Alinhamos os residuos desse novo substrato na estrutura de raio-X do inibidor que
também contém quatro aminoacidos, mantendo a diade R-P proxima a regido da serina do
sitio ativo (Figura 74). Isso é fundamental para o estudo do mecanismo de reacdo que sera
mostrado na préxima seccdo (Pagina 133). Desta maneira, fizemos o estudo de dindmica
molecular desse novo sistema (DENV2f-SUBS2).

A Figura 75 mostra o RMSD obtido para a simulacdo de 125ns de dinamica
molecular para a estrutura DENV2f-SUBS2. Nos primeiros 5ns de simulagdo, onde o
substrato (CH3NH-R-R-P-V-COCHz) estava preso por uma restricdo com constante de forga
de 200 kcal mol* A2, o seu RMSD (grafico verde na Figura 75), em relagdo a estrutura
inicial, se mantém numa regido com pouca oscilacdo. Depois de retirada a restricdo, o
substrato se estabiliza oscilando numa regi&o de 1,8 A, entretanto, na regido de 80-100 ns
percebe-se uma maior oscilacdo, provavelmente devido ao molde usado para o substrato-2,
em que os residuos do inibidor sdo diferentes, e o alinhamento s6 se deu pelo backbone da
estrutura, portanto, as cadeias laterais acabam se movendo mais para se adaptar as regides da
protease. No entanto, 0 comportamento da protease de serina (DENVf2 na Figura 75), assim
como das regides NS3 e NS2B é de um RMSD de aproximadamente 2,4 A, mas sdo

estabilizados depois dos 40 ns de dindmica molecular.
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Figura 74: Uma conformagdo da DENV2f-SUBS2 retirada da simulagdo de dindmica molecular numa
ensemble NPT. As moléculas de dgua da caixa de simula¢do ndo estdo representadas na figura para melhor
visualizacdo. Em Azul NS3, vermelho a NS2B, representado em canudo estdo os residuos do sitio ativo
(HIS33, ASP57 e SER117), e a representacdo em bola sdo do inibidor sem os hidrogénios para a melhor
visualizagdo.

Observa-se que existe uma variacdo menor em torno da média do RMSD quando
comparamos com o caso anterior (DENV2f-SUBS1), mostrando que um substrato menor

interfere menos na estrutura da proteina.
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Figura 75: RMSD para DENV2f (preto), assim como, o RMSD s6 para a NS3 residuos 1 a 152 em azul, NS2B
residuos 153 a 192 em vermelho e para o substrato (2) em verde.

Analisando o gréafico de RMSF (Figura 76), observa-se que a mobilidade dos residuos
é menor do que no sistema DENV2f-SUBS1(Figura 63, Pagina 115). Exceto o residuo 153,
pois € um residuo terminal e tem grande mobilidade em todos os sistemas estudados até aqui.
Ou seja, 0 nimero menor de residuos no substrato causou uma menor perturbacdo no sistema,
desse modo, fez com que o sistema se ajustasse mais rapidamente que no caso anterior
(DENV2f-SUBS1). Ao compararmos com o sistema DENV2f-INIB (Figura 52, Pagina 104),
percebe-se que o sistema DENV2f-SUBS2 (Figura 76) apresenta maior mobilidade dos seus

residuos, indicando que o substrato provocou uma perturbacdo maior no sistema.



130

6
5_
4_ |
< {1 &
%31 \ T
E 1 [ = e
2 n .l T v [ .| - ‘
LY . "= .
|4l R, [‘x_'ﬂ_ﬁ . 'T[-'J“'\:;
Wl Byt g i
S LY plre
I w= o= Q ¥
0 — 7T T 1T ' 1 'Nsal ] [ [ l“‘sml J
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Residuo

Figura 76: RMSF para os residuos da DENV2f-SUBS, regido delimitada com seta azul sdo os residuos da
NS3, a seta em vermelho sdo os residuos da NS2B, ja a seta em verde delimita os residuos do substrato. A
numeracdo é para os residuos que apresentam maior mobilidade.

Na Figura 77 observa-se a superposicdo de 700 frames de simulagdo, permitindo
analisar de maneira visual a mobilidade da cadeia principal de cada parte da proteina, NS2B e
NS3. Quando o substrato-2 esta posicionado na regido do sitio ativo, a estrutura se mostra
com pouca variacdo da posicao dos atomos da cadeia principal para NS3 e NS2B. Néo foi o

que percebeu-se na sec¢do anterior. Isso indica que esse substrato com quatro aminoacidos é
um modelo melhor para o estudo do mecanismo de reacao.

a) b)

Figura 77: llustracdo da superposicdo para as 750 conformacoes retiradas da simulacdo de dindmica
molecular NPT da DENV2f-SUBS2. a) superposi¢do da NS3; b) superposicdo da NS2B. A regido da NS3
(azul), em vermelho a NS2B.
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A Figura 78 mostra um histograma dos residuos da protease que estdo a
aproximadamente 5,0 A do substrato. Dois dos residuos da triade catalitica (HIS33 e SER117)
aparecem em todos os frames dentro dessa regido, e o outro residuo da triade (ASP57)
aparece em 60 % dos frames. S6 um residuo SER188, da regido NS2B aparece em mais de
50 % dos frames. A maior interacdo do substrato é com residuos da NS3. As interacGes por
podem ser ligacdes de hidrogénio, eletrostaticas ou de van der Waals.
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Figura 78: Grafico dos residuos que estdo num raio de 5.0 A dos residuos do substrato (2). Os residuos
vizinhos estdo no eixo da abscissa, enquanto a frequéncia da contagem dos frames que aparecem esta no
eixo da ordenada.

Observando a Tabela 4, identifica-se quais sdo os residuos da protease que mais fazem

ligacBes de hidrogénio com o substrato-2.

Tabela 4: Dados das ligacdes de hidrogénio entre a DENV2f e o substrato (2). Residuos do substrato estdo
destacados em negrito.

Aceitador Doador % Tempo Média da distancia (A)
GLU153 ARG197 29 2,81
VAL34 ARG197 28 2,82
PRO114 ARG196 11 2,88

ARG197 TYR143 10 2,84
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Os residuos da proteina que mais interagem por ligagdes de hidrogénio com substrato-
2 foram GLU153, VAL34, PRO114 e TYR143. Esses residuos diferem do caso com o
substrato-1 (Tabela 3, Pagina 124), exceto pelo residuo TYR143. Sabemos que o residuo
TYR143 pode ser importante para estudo do mecanismo, pois 0 mesmo é forma uma cavidade
oxianion que estabiliza um dos intermediarios da reacao.

Para podermos comecar o estudo da reacdo foi necessario avaliar duas distancias
especificas. Uma é definida entre o oxigénio da serina (SER117) e o carbono carboxilico de
um dos residuos do substrato, o que corresponde ao ataque nucleofilico da serina. A outra
distancia é definida entre o hidrogénio da serina e o nitrogénio épsilon da histidina, ambos
residuos do sitio ativo.
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Figura 79: Grafico de distancias e ilustracdo das mesmas na imagem ao lado. A distancia d1 é definida

entre o hidrogénio Hy1 da serina e o nitrogénio Ne2 da histidina, e d2 é a distancia entre o oxigénio Oy1 da
serina e o carbono carboxilico Cy2 do substrato-2.

A média dessas duas distancias sdo d1= 2,75 (+ 1,18) A e d2 = 5,65 (+ 0,72) A (Figura
79). Como veremos na secdo seguinte, essas distancias d1 e d2 sdo de fundamental

importancia para o estudo do mecanismo de reacdo catalisado pela protease de serina.
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Observa-se que o substrato em alguns frames fica aproximadamente a 3.0 A da serina
(SER117) do sitio ativo (d2). Assim como o hidrogénio da serina esta sempre muito proximo
ao nitrogénio épsilon da histidina (d1). Para a proxima etapa do trabalho, foi necessario
escolhermos uma estrutura boa para comegar o estudo da reacdo de quebra da ligacédo
peptidica entre residuos do substrato. Escolhemos a estrutura que apresentou menores valores
d1(3,0 A) e d2 (1,9 A), simultaneamente.

5.6 MECANISMO DE REACAO

5.6.1 Etapa de Acilagdo
O perfil de energia livre (Potencial de Forca Média, PMF) para o processo de
formacdo do intermediario tetraédrico, calculado usando Umbrela Sampling com duas
dimens0es, estd mostrado na Figura 80. A linha tracejada indica o caminho de menor energia
para a formacdo do intermediario tetraédrico. Os valores de energia livre nos pontos criticos

referentes a esse caminho estdo na Figura 81.
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80: Perfil de energia livre bidimensional (ou PMF) QM(PM3PDDG)/MM para a formacdo do intermediario
tetraédrico (TI) pela reagdo da NS2B-NS3 protease com o substrato (VPRR). O zero da energia
corresponde a formacdo do complexo enzima-substrato (ES). A linha tracejada representa o caminho de
menor energia para a formagao do intermedidario tetraédrico. [lustragdo das mesmas na imagem ao lado. A
distancia d1 é definida entre o hidrogénio Hy1 da serina e o nitrogénio Ne2 da histidina, e d2 é a distancia
entre o oxigénio Oy1 da serina e o carbono carboxilico Cy2 do substrato-2.

Essa primeira etapa da reacdo envolve dois eventos: a transferéncia do proton da
SER117 para HIS33, representada pela coordenada d1, e o ataque nucleofilico do oxigénio da
SER117 ao carbono carboxilico do substrato. A literatura mostra duas possibilidades: Warshel
e colaboradores sugerem uma rea¢ao em etapas com a transferéncia de préton da serina para
histidina, anterior ao ataque nucleofilico.(BENTZIEN et al., 1998; WARSHEL, 1991) Outros
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apoiam que a transferéncia do proéton entre SER e HIS ocorre de maneira concertada com o
ataque nucleofilico da serina ao substrato.(ISHIDA; KATO, 2003b)

No caso especifico da quebra da ligacdo peptidica pela NS2B-NS3 do virus da
Dengue, nossos resultados mostram que o0 caminho de menor energia passa por um minimo
relacionado a esta transferéncia do prdton entre a serina e a histidina. A barreira para a
formacdo desse estado intermediario (PTP, produto da transferéncia de proton), é de
24,1 kcal/mol. Entretanto, esse estado fica em um poc¢o energético muito raso (Figura 81),
indicativo de tempo de vida curto para a espécie, 0 que pode explicar a controvérsia sobre o
mecanismo. Uma vez que o préton € transferido para a histidina, a reacdo segue para a

formacéo do intermediario tetraédrico com uma barreira de 10,9 kcal/mol.
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Figura 81: Ilustracdo da diferenca de energia livre dos pontos estaciondrios em relagdo ao complexo
enzima-substrato (ES) que representa o caminho de menor energia observado na Figura 80. Deste modo,
apresentando o patamar de energia para cada ponto estacionario e, uma melhor visualizagdo das
barreiras de energia entre os estados.

O estado de transigdo para a transferéncia do préton (Hy:) da serina para o nitrogénio
(N¢2) da histidina ocorre em torno de d1(Hyi - Ni2) = 1.19 A e d2 (O,1 - C2) = 2.27 A (Tabela
5). Isso mostra apenas uma pequena aproximacéo entre O,; da serina ao C,» do substrato com
relacdo a estrutura inicial. Na formacéo do intermediario (PTP), d1 é encurtada enquanto d2
permanece a mesma (d1 = 1.09 A, d2 = 2.27 A) (Tabela 5), indicando a transferéncia do
préton antecedendo o ataque nucleofilico. Esse resultado é semelhante ao obtido por Kato e
Ishida.(ISHIDA; KATO, 2003b) Estudando o mecanismo de reacdo da serina protease
tripsina, eles observam também que, apds uma pequena aproximacao inicial do substrato, o

ataque nucleofilico ocorre apenas apos a transferéncia do proton.
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Tabela 5: Valores médios e desvios padrao das distancias em cada um dos pontos estacionarios, na qual
estdo identificadas na Figura 80. Médias obtidas sobre 50 ps de simulacdo em cada um dos pontos
estacionarios. Valores em A.
Estado Distancia
d1?2 d22 d3 d4 d5 dé
ES 1,83 +£0,12 2,37 +£0,01 3,88 £ 0,68 1,42 £ 0,03 0,99 + 0,03 3,17+ 1,28
TS1 1,19+ 0,02 227+0,01 ' 314+018 142+0,03 | 1,01+0,03 | 1,66+0,07
PTP 1,09+£0,02 | 232+0,01 |326+0,19 |142+0,03 | 1,01+0,03 | 1,67+0,07
TS2 1,06+0,02 | 18+001 |289+0,19 |147+0,03 | 1,01+£0,03 | 1,69+0,14
TI 09+0,02 |144+0,01 | 355+037 152+0,04 | 098x0,04 | 329+131
2 Coordenadas d1 e d2 estdo restritas durante esta etapa.
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Figura 82: Esquema para representar algumas das distancias médias que estdo na Tabela 5 . Os valores
das distancias estdo em A.

5.6.1.1 O papel da ASP57 no mecanismo.

Alguns trabalhos sugerem que o aumento da nucleofilicidade da serina (SER117) seja
devido ndo a uma, mas a duas transferéncias de prétons concertadas: da SER117-
0y1—HIS33-Ng e HIS33-N51—ASP57-051.(HUNKAPILLER et al., 1973; SCHOLTEN;
HOGG; RAUSHEL, 1988; WARSHEL; RUSSELL, 1986) No nosso caso isso também é
observado. Na Tabela 5 observa-se que, mesmo antes de ocorrer a transferéncia de préton
SER117-0Oy1 — HIS33-Ng, 0 hidrogénio delta (o) da HIS33 (Hs1) ja foi transferido para o
ASP57 (Os1). Essa transferéncia aumenta a nucleofilicidade da posi¢édo épsilon (&) da HIS33,
permitindo a transferéncia SER117-O,1—HIS33-N,,, ativando a SER117 para o ataque

nucleofilico ao substrato.
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5.6.1.2 Cargas atOmicas

A mudanca no carater basico no nitrogénio HIS33-N., pode ser acompanhada pela
variacdo nas cargas de Mulliken. A Figura 83 mostra as cargas nos pontos estacionarios da
reacio para os atomos envolvidos. E possivel notar a mudanca de carater basico do 4tomo N.»
para uma natureza acida apoOs a transferéncia do proton SER117-O,1—HIS33-N:. Essa
mudanca de caracteristica é fundamental para etapa de quebra da ligacédo peptidica, pois esse
hidrogénio (H,1) sera transferido para o nitrogénio do substrato (N,2), levando a quebra da
ligacdo peptidica.
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Figura 83: Cargas de Mulliken para alguns dos dtomos da regido de reagdo no processo de formagdo do
intermediario tetraédrico. As barras coloridas sdo os valores médios para cada nos pontos estacionario. O
desvio padrao é mostrado pela barra em preto em cada uma das cargas. Isso corresponde a 50 ps em cada
um dos pontos estacionarios.

A carga negativa sobre o SER117-O,; aumenta ap0s a transferéncia do préton
SER117-0,1—HIS33-Ng formando o intermediario PTP, momento em que apresenta seu
valor mais baixo de -0.714. Esse aumento de carga € importante para a ativacdo da SER117,
que ataca o carbono C,» do substrato para formar o intermediario tetraédrico. Apos esse
ataque, a carga negativa do O, volta a cair com a redistribuicdo de carga para 0 Oy2e Ny, ja
preparando esse Ultimo para a proxima etapa.

No processo, 0 oxigénio O, (substrato) tem sua carga cada vez mais negativa durante

0 processo de ataque nucleofilico, chegando a um valor de -0.828, quando o intermediario
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tetraédrico (TI) é formado. Essa carga negativa € estabilizada por moléculas de agua proximas
(a pelo menos 3.0 A) do atomo O, do substrato (Figura 83).

As cargas formais de Mulliken dos nitrogénios N e N,» (Figura 83) mostram que,
enquanto o nitrogénio HIS33-N,, aumenta sua natureza &cida, o nitrogénio Ny, (substrato) fica
cada vez mais bésico. Isto é crucial para a etapa seguinte de clivagem da ligacdo peptidica,
pois a transferéncia do H,: entre esses nitrogénios (HIS33-Ngx—Subs-N,2) induz a quebra da

ligacdo peptidica (d4, Cy2 — Ny2).

5.6.1.3 A cavidade oxidnion (oxianion hole) na NS2B-NS3 é formada por moléculas de agua.

Na Figura 84 é possivel notar que, nos pontos estacionarios, ha duas moléculas de
agua dentro de um raio de até 3.0 A de O,> em 60% dos frames, ajudando a estabilizar a carga
negativa. Durante o ataque nucleofilico (TS2) essa porcentagem chega a 95% dos frames.
Quando o intermediario tetraédrico (TI) se forma completamente, essa quantia retorna a 65%,
enquanto a porcentagem de frames onde trés moléculas de &gua se aproximam de O,
aumenta, chegando a 35% dos frames. Como nesse sistema ndo ha nenhum residuo da
proteina préximo o suficiente (3.5 A) do oxigénio O, a cavidade oxianion (oxianion hole) é
formada apenas por moléculas de agua, podendo ser duas ou trés moléculas de agua
estabilizando a carga negativa sobre O,,. Daggett e colaboradores, por célculos teoricos
usando os métodos semi-empiricos AM1 e PM3, para modelos do sitio ativo da tripsina
reagindo com compostos amida e ester na formacao de complexos tetraédricos, mostraram a
importancia da cavidade oxiadnion na estabilizacdo do intermediario tetraédrico em até 14
kcal/mol, utilizando duas moléculas de agua na regido.(SCHROEDER; DAGGETT;
KOLLMAN, 1991)
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Figura 84: Numero de moléculas de d4gua em percentagem dos frames de cada ponto estacionario. Cada
uma das cores representa um numero especifico de moléculas de agua. Esse dado foi obtido em 50 ps de
cada um dos pontos estacionarios.

5.6.2 Etapa de Quebra da Ligagdo Peptidica

Para esta etapa, partimos de uma das estruturas da simulacdo do ponto estacionario
referente ao estado TI. Na simulacdo da etapa anterior, as coordenadas d1 e d2 estavam
restritas. Dentre as estruturas geradas, escolnemos a que apresentava o menor valor para a
coordenada que representa a transferéncia do proton (Hy:1) da His51 para o nitrogénio (N,2) do
grupo de saida do substrato (H,—N,», d3=2.51 A). Essa estrutura foi submetida & uma
minimizacdo de energia na qual apenas d3 foi restrito ao seu valor inicial, e todas as demais
distancias foram deixadas livres. A estrutura final obtida nos referimos por TI2 (intermediario
tetraédrico 2).

A segunda etapa da reacdo foi simulada controlando-se apenas a transferéncia de
préton (d3), o que levou automaticamente a clivagem da ligacdo peptidica (d4). A estrutura
escolhida como ponto de partida foi submetida a minimizacdo de energia com restricdo
apenas na coordenada (d3=2.51 A). Inicialmente, utilizamos 5 janelas para reduzir d3 até a
distancia de 2.05 A. A partir desse ponto utilizamos 11 janelas para reduzir d3 até o valor
final de 0.95 A.
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Tabela 6: Valores médios e desvios padrio das distincias em cada um dos pontos estacionarios, na qual
estdo identificadas na. Médias obtidas sobre 30 ps de simulagdo em cada um dos pontos estacionarios.
Valores em A.

Estado Distancia
dl d2 d3?2 d4 d5 dé
TI2 1,03+0,03 | 1,49+0,04 | 251+0,03  151+0,04 | 1,00+0,04 | 1,72%0,19
TS3 1,20+0,09 | 145+0,04  150+004 | 159+0,05 | 1,61+0,06 1,06+ 0,04
AE 358+048 | 1,37+002 1,00+0,02 | 658+0,67 | 1,66+0,06 | 1,04+0,03
2 Coordenada restrita durante essa etapa da reagao.
His His His
aiH d,s,Hj'l‘I ™ N BN e o H,&§ B N
Asp, C:’;O' 6 N ﬂ1 ,\sr"AC-,;o-“H %/N\‘ _»\~r'j'r\c—,‘0"' %/ .
o A kS kS A
2814A3) ) 149 (a2) 150 s 100 :q37
2N 2N 2N
H 2N
¥ o ¥
Substrate Substorate Subs?ate
TI2 TS3 AE

Figura 85: Esquema para representar algumas das distancias médias que estdo na Tabela 6. Os valores
das distancias estdo em A.

A Figura 86 mostra a energia livre para a reacdo da transferéncia do préton H,; para o
nitrogénio N,>. Conforme o préton Hy; é transferido para o nitrogénio N,> do substrato (d3
diminui), ocorre a quebra da ligacdo peptidica (d4 aumenta). H4 uma pequena barreira de
A1 = 3,1 kcal/mol, seguido de um pequeno minimo (0,9 kcal/mol mol) e uma nova barreira de
A2 =2,9 kcal/mol. A primeira barreira esta relacionada com um evento de rearranjo que
acontece longe da coordenada de reacdo d3, onde o ASP75 momentaneamente se afasta da
HIS33, e depois aproxima-se novamente da HIS33. Como o vale entre os picos é raso, e se
refere a0 um evento indireto, consideramos como barreira de energia para esse processo a
diferenca de energia entre os estados T12 e TS3, que é 5,1 kcal/mol. Este valor esta abaixo das
barreiras de energia para a formacdo de TI, de tal forma que a formagédo de TI deve ser o
passo determinante da velocidade para a reacdo. Com a quebra da ligacdo peptidica, a ligacdo
entre a SER117 e o substrato se fortalece. No estado acil-enzima (AE), a ligacéo acil-enzima
apresenta seu menor valor d2 =1,37 A (Tabela 6). Ao mesmo tempo, o proton Hs é

devolvido para a HIS33, o que pode ser notado pelo aumento de d5 e diminuicéo de d6.
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Figura 86: a) Perfil de energia livre para a reacdo de quebra da ligacdo peptidica. b) Esquema da
diferenca de energia livre dos pontos estacionarios em relacdo ao produto AE. Ambos correspondendo a
coordenada de reagdo unidimensional para a transferéncia do hidrogénio (Hy1) da histidina (N¢2) para o
nitrogénio (Ny2z) do grupo de saida do substrato (ARG).

Ao observar o comportamento dos angulos (Tabela 7), nota-se que esses sofrem maior
mudanc¢a quando a ligacdo peptidica é quebrada e o intermediario tetraédrico é desfeito. O
carbono C,,, que apresentava uma hibridizacdo sp®, passa para uma hibridizacdo sp? na
formacgéo dos produtos (AE). Os angulos que sofrem maior mudanca sdo os que incluem o

atomo de nitrogénio (N,2), pertencente a arginina do grupo de saida.

Tabela 7: Valores médios e desvios padrdo dos angulos (seis dangulos que definem uma estrutura
tetraédrica) em cada um dos pontos estaciondrios, na qual estdo identificadas na Figura 86. Médias

obtidas sobre 30 ps de simulacdo em cada um dos pontos estacionarios. O carbono alpha Cy3 pertence ao
residuo da prolina.

A Estado

Angulo
©) TI2 TS3 AE
al 108,29 (3,12) 109,76 (3,66) 119,35 (2,99)
a2 108,29 (3,37) 107,74 (3,60) 114,09 (3,39)
a3 94,88 (3,35) 96,37 (4,04) 98,19 (17,61)
a4 113,13 (2,78) 112,64 (3,20) 83,81 (8,14)
a5 114,68 (3,09) 111,52 (3,24) 90,49 (17,74)
a6 115,11 (3,39) 116,55 (3,30) 126,22 (3,59)

5.6.2.1 Cargas atOmicas

A mudanca da carga atdmica (Figura 87) em alguns atomos importantes para a reacao
de quebra da ligacao peptidica, evidencia a importancia do ASP57 na estabilizacéo do sistema
reacional. A carga negativa do oxigénio ASP57-Os; aumenta quando a estrutura tetraédrica é
quebrada. Nesse momento, d5 (Hsi - Os1) = 1.66 A e d6 (Hsi - Ns1) = 1.04 A, indicando que o

préton Hs; volta ao HIS33-Nsi, regenerando a histidina. Com a clivagem da ligagéo peptidica,
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0 oxigénio Subs-O,, volta a ter uma carga aproximadamente -0.4 (Figura 87), igual ao

complexo ES do comeco do processo (Figura 83).

o,

N
AE =, BN,
o,
c,
- N63
-,

o,

Estado
_|
w
[#%]

TI2

r~—f1 rr+r.|r¢rr . r & [ r T Tt 1111

-0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4
Carga de Mulliken

Figura 87: Cargas de Mulliken para alguns dos d&tomos da regido de reagdo durante o processo de quebra
da ligacdo peptidica. As barras coloridas sdo os valores médios para cada nos pontos estacionario. O
desvio padrao é mostrado pela barra em preto em cada uma das cargas. Isso corresponde a 30 ps em cada
um dos pontos estacionarios.

O nitrogénio HIS33-N,, da histidina, tambéem muda de caracteristica com relacdo a
carga, que esta positiva (acido) no estado TI2 e, ao final da reacdo com a quebra da ligacéo

peptidica, volta a sua caracteristica basica inicial (ES), com carga negativa.

5.6.2.2 Cavidade Oxianion

Nesta etapa da reacdo também investigamos a presenca de moléculas de agua dentro
de um raio de 3,0 A do oxigénio Subs-O,, (Figura 88). Observa-se que o nimero de moléculas
de &gua nessa regido diminui quando a ligacdo peptidica é clivada e o intermediario
tetraédrico € desfeito. Enquanto que no inicio de coordenada de reacdo (TI2) a maioria dos
frames apresentavam duas ou trés moléculas de &gua nessa regido, no final (AE) ha
predominantemente apenas uma molécula de agua proxima ao Subs-O,,, e uma parte

significativa dos frames (~5 %) ndo apresentam nenhuma molécula de H>O na regido. 1sso
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evidencia o papel das moléculas de agua funcionando como a cavidade oxianion para
estabilizar o estado TI2. Depois de desfeito o TI2, a carga do Subs-O,, volta ao seu estado

normal e a cavidade oxianion é desfeita.
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Figura 88: Numero de moléculas de 4gua em percentagem dos frames de cada ponto estaciondrio. Cada
uma das cores representa um numero especifico de moléculas de dgua. Isso corresponde a 30 ps em cada
um dos pontos estacionarios.

As ligacGes de hidrogénio no sitio ativo sdo fundamentais para a catalise da reacdo de
hidrélise da ligacdo peptidica pela protease de serina (NS2B-NS3), pois a transferéncia de
préton entre a serina (SER) e a histidina (HIS) é viavel devido ao &cido aspéartico (ASP) que
estabiliza a histidina através de uma ligacdo de hidrogénio, proporcionando assim que a
histidina haja como base na primeira etapa da reacao, assim como, agindo como &cido na
etapa de quebra da ligacdo peptidica. As ligacdes de hidrogénio sdo também importantes para
a estabilizacdo do intermediario tetraédrico na regido da cavidade oxianion. Portanto, ao usar
0 método aproximado PDDG-PM3, é esperado que o valor da energia de ativacao para reacdo
seja superestimado (3.7.1.5 Estudo com proteases, Pagina 69). Pois, em estudo anterior
comparando os métodos semi-empiricos AM1 e PM3 em reacdes de hidrolise de amidas e

ésteres catalisada por protease de serina, tripsina, foi mostrado que o método PM3 obteve
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resultados superiores para geometrias de ligacdo de hidrogénio, obtendo-se geometrias
semelhantes aos encontrados na estrutura do cristal (SCHROEDER; DAGGETT,;
KOLLMAN, 1991). No entanto, as barreiras de energia para sistemas de transferéncia de
protons que contém ligagdes de hidrogénio sdo normalmente superestimadas com PM3
(MORPURGO; BOSSA; MORPURGO, 1998). A modificagdo PDDG-PM3 fornece uma
descricdo melhor das interacdes de atracdo de van der Waals entre atomos, produzindo
energias de ligacdo de hidrogénio compativeis para um conjunto de dimeros de agua e
dimeros de benzeno (REPASKY; CHANDRASEKHAR; JORGENSEN, 2002).

Deste modo, 0 método é capaz de indica as tendéncias e estimar qual etapa €

determinante para a cinética da reacao.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Conforme com o que foi proposto na secdo de objetivos especificos, todos os sistemas
(DENVa2, DENV2f, DENV2f-INIB, DENV2f-SUBS1 e DENV2f-SUBS2) foram simulados
por dindmica molecular, e apresentaram concordancia com dados experimentais.

Os calculos mostram que a protease NS2B-NS3, apesar de existir predominantemente
na forma aberta (inativa), pode existir também na conformacdo fechada (ativa) em solucéo,
mesmo na auséncia de substrato ou inibidor.

A simulacdo com o modelo DENV2f mostrou maior rigidez na sua estrutura quando o
inibidor estiver aprisionado a ela. Entretanto, 0 mesmo comportamento ndo € observado no
caso com o substrato-1, no qual a DENV2f apresenta maior mobilidade. Essa maior
mobilidade da proteina quando na presenca de moléculas maiores (mais de cinco residuos) é
altamente relevante, especialmente em trabalhos de docking molecular com uso de um
conjunto de estruturas para representar a dindmica da proteina. Ao simularmos com um
substrato com quatro residuos (CHsNH-RRPV-COCHs3) obtivermos resultados satisfatorios
com relacdo a estabilidade estrutural da DENV2f, desta maneira pudemos usar o sistema
DENV2f-SUBS2 para a etapa do mecanismo catalitico de quebra da ligacdo peptidica do
substrato-2.

O modelo DENV2f proposto se mostrou capaz de ser usado para o estudo reacional de
quebra da ligagdo peptidica entre residuos do substrato da NS2B-NS3 protease da Dengue,
bem como, para a modelagem na triagem de inibidores do virus da Dengue.

A parte fundamental desse trabalho foi o estudo do mecanismo da reacdo catalisada
pela serina protease (NS2B-NS3) do virus da Dengue, usando simulacdes de dinamica
molecular com método hibrido QM/MM, e a técnica de amostragem “Umbrella Sampling”
para obter a energia livre do processo. O perfil energético para a reagdo de acilacdo, ou seja,
formacdo do intermediario tetraédrico, esta dividido em duas partes. A primeira parte € a
ativacdo da SER117, atraves da transferéncia do proton (H,:1) da serina para o nitrogénio
épsilon da HIS33, com energia livre de 24,1 kcal/mol. Para que essa etapa ocorra, €
necessario que o hidrogénio delta da SER117 seja transferido para o ASP57, aumentando a
basicidade da posicdo épsilon da SER117. A segunda etapa € o ataque nucleofilico da serina
ao carbono carboxilico do substrato (C,2), com uma barreira de energia livre de 10,9 kcal/mol.
O TI formado ¢é estabilizado pela regido chamada de cavidade oxianion (oxyanion hole), que

neste caso é formado por duas a trés moléculas de agua.



145

Na etapa seguinte da reacdo o prdoton H,; é transferido para o nitrogénio N, do
substrato, levando diretamente a quebra da ligacao peptidica. O Tl é mantido até que ocorra a
quebra da ligacdo peptidica (-ARG-PRO-) entre N,» e C,2, com barreira de energia livre de
5,1 kcal/mol. Quando a estrutura tetraédrica é desfeita a regido da cavidade oxianion também
se desfaz.

Durante toda a reacdo a redistribuicdo de carga entre atomos do sitio ativo, bem como
0 acesso de moléculas de agua permitindo a estabilizacdo do intermediario tetraedrico, sdo de
fundamental importancia para o processo catalitico.

Os calculos apresentados mostram que o passo determinante para 0 processo € a
formacdo do intermediario tetraédrico, pois o processo de decomposicdo deste intermediario
tem um valor pequeno para a barreira de energia livre. A energia livre de ativacao calculada é
24,1 kcal/mol, em boa concordancia com os valores estimados experimentalmente e
teoricamente para outras proteases de serina.(ISHIDA; KATO, 2003b; MARTINEZ-
GONZALEZ et al., 2015; ZHANG et al., 1997)

A partir do conhecimento das estruturas de transicdo para a catalise enzimatica é
possivel modelar inibidores analogos a esses estados, interferindo na reproducao do virus da

Dengue.
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7. PERSPECTIVAS

Anélogos de estado de transicdo sdo compostos que se assemelham ao estado de
transicdo de uma reacdo catalisada. Analogos do estado de transicdo entram no sitio catalitico
da mesma maneira que o substrato, e interagem com sitio catalitico até localizarem uma
estrutura intimamente relacionada com o estado de transicdo, mas que é quimicamente
estavel. Esses compostos podem ser inibidores potentes para processos enzimaticos.

Portanto, a partir do conhecimento detalhado do mecanismo enzimatico e das
estruturas do estado de transicdo, da NS2B-NS3 protease da DENV?2, serad possivel modelar
inibidores analdgico a esses estados, inibindo desse modo a enzima e interferindo no processo
de replicacdo viral do virus do dengue. Deste modo, é necessario gerar ainda mais
configuracOes desses estados para podermos buscar nessas estruturas compostos que sejam
guimicamente similares as essas interacdes, isso através de um Virtual Screening a partir de
um banco de dados de moléculas.

Um outro ponto que ainda ndo esté esclarecido na literatura, é se a estrutura aberta da
NS2B-NS3 protease da Dengue também é capaz de catalisar o processo de replicacdo viral.
Assim, pretendemos estudar essa mesma reagao na estrutura aberta da NS2B-NS3 protease da
Dengue (2FOM), verificando se ha alguma mudanca nas barreiras de energia para 0 processo.

O virus da Zika faz parte da familia Flaviviridae que incluindo o virus da febre-
amarela (YFV), virus da hepatite C (VHC), e virus da encefalite japonesa (JEV), assim como
0 virus da Dengue. Portanto, a NS2B-NS3 protease também € responséavel pela replicacdo
desse virus, deste modo, serd possivel o estudo de possiveis inibidores através dessa

metodologia.



147

REFERENCIAS

AHLQUIST, P. Parallels among positive-strand RNA viruses, reverse-transcribing viruses
and double-stranded RNA viruses. Nature Reviews Microbiology, v. 4, n. 5, p. 371-382, 3
maio 2006.

ALESHIN, A. E. et al. Structural evidence for regulation and specificity of flaviviral
proteases and evolution of the Flaviviridae fold. Protein science : a publication of the
Protein Society, v. 16, n. 5, p. 795-806, maio 2007.

ALLINGER, N. L. Conformational analysis. 130. MM2. A hydrocarbon force field utilizing
V1 and V2 torsional terms. Journal of the American Chemical Society, v. 99, n. 25, p.
8127-8134, dez. 1977.

AMARA, P. et al. The generalized hybrid orbital method for combined quantum
mechanical/molecular mechanical calculations: formulation and tests of the analytical
derivatives. Theoretical Chemistry Accounts: Theory, Computation, and Modeling
(Theoretica Chimica Acta), v. 104, n. 5, p. 336-343, 16 ago. 2000.

ARAKAKI, T. L. et al. Catalytically active Dengue virus NS3 protease forms aggregates that
are separable by size exclusion chromatography. Protein expression and purification, v. 25,
n. 2, p. 241-7, jul. 2002.

ARAVAPALLLI, S. et al. Inhibitors of Dengue virus and West Nile virus proteases based on
the aminobenzamide scaffold. Bioorganic & medicinal chemistry, v. 20, n. 13, p. 4140-8,
jul. 2012,

ARNOLD, K. et al. The SWISS-MODEL workspace: a web-based environment for protein
structure homology modelling. Bioinformatics (Oxford, England), v. 22, n. 2, p. 195-201,
15 jan. 2006.

ASH, E. L. et al. Unusual 1H NMR chemical shifts support (His) C(epsilon) 1...0==C H-
bond: proposal for reaction-driven ring flip mechanism in serine protease catalysis.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 97,
n. 19, p. 103716, set. 2000.

BACHOVCHIN, W. W. Review: Contributions of NMR spectroscopy to the study of
hydrogen bonds in serine protease active sites. Magnetic Resonance in Chemistry, v. 39, n.
S1, p. S199-S213, dez. 2001.

BARRETO, M. L.; TEIXEIRA, M. G. Dengue no Brasil: situacdo epidemioldgica e



148

contribuigOes para uma agenda de pesquisa. Estudos Avancgados, v. 22, n. 64, p. 53-72, dez.
2008.

BAYLY, C. I. et al. A well-behaved electrostatic potential based method using charge
restraints for deriving atomic charges: the RESP model. The Journal of Physical Chemistry,
v. 97, n. 40, p. 10269-10280, out. 1993.

BENEDICT, M. The first releases of transgenic mosquitoes: an argument for the sterile insect
technique. Trends in Parasitology, v. 19, n. 8, p. 349-355, ago. 2003.

BENTZIEN, J. et al. Hybrid ab Initio Quantum Mechanics/Molecular Mechanics Calculations
of Free Energy Surfaces for Enzymatic Reactions: The Nucleophilic Attack in Subtilisin. The
Journal of Physical Chemistry B, v. 102, n. 12, p. 2293-2301, mar. 1998.

BERENDSEN, H. J. C. et al. Molecular dynamics with coupling to an external bath. The
Journal of Chemical Physics, v. 81, n. 8, p. 3684, 15 out. 1984.

BHATT, S. et al. The global distribution and burden of dengue. Nature, v. 496, n. 7446, p.
504—7, 25 abr. 2013.

BLOW, D.; BIRKTOFT, J.; HARTLEY, B. Role of a buried acid group in the mechanism of
action of chymotrypsin. Nature, v. 221, n. 5178, p. 337-340, 25 jan. 1969a.

BLOW, D. M. Structure and mechanism of chymotrypsin. Accounts of Chemical Research,
v.9,n. 4, p. 145-152, abr. 1976.

BLOW, D. M.; BIRKTOFT, J. J.; HARTLEY, B. S. Role of a Buried Acid Group in the
Mechanism of Action of Chymotrypsin. Nature, v. 221, n. 5178, p. 337-340, 25 jan. 1969b.

BODENREIDER, C. et al. A fluorescence quenching assay to discriminate between specific
and nonspecific inhibitors of dengue virus protease. Analytical Biochemistry, v. 395, n. 2, p.
195-204, 2009.

BORDOLLI, L. et al. Protein structure homology modeling using SWISS-MODEL workspace.
Nature protocols, v. 4, n. 1, p. 1-13, 2009.

CASE, D. et al. AmberUniversity of California, San Francisco, 2010a.
CASE, D. A. et al. AMBER 11San FranciscoUniversity of California, , 2010b.

CHAMBERS, T. J. et al. Flavivirus Genome Organization, Expression and Replication.
Annual Reviews in Microbiology, v. 44, p. 649--688, 1990.

CHAPPELL, K. J. et al. Mutagenesis of the West Nile virus NS2B cofactor domain reveals



149

two regions essential for protease activity. The Journal of general virology, v. 89, n. Pt 4, p.
10104, abr. 2008.

CHEN, V. B. et al. MolProbity: all-atom structure validation for macromolecular
crystallography. Acta crystallographica. Section D, Biological crystallography, v. 66, n. Pt
1, p. 12-21, jan. 2010.

CLELAND, W. W.; KREEVOQY, M. M. Low-barrier hydrogen bonds and enzymic catalysis.
Science (New York, N.Y.), v. 264, n. 5167, p. 1887-90, 24 jun. 1994.

CLUM, S. Cotranslational Membrane Insertion of the Serine Proteinase Precursor NS2B-
NS3(Pro) of Dengue Virus Type 2 Is Required for Efficient in Vitro Processing and Is
Mediated through the Hydrophobic Regions of NS2B. Journal of Biological Chemistry, v.
272,n. 49, p. 30715-30723, dez. 1997.

CORNELL, W. D. et al. A Second Generation Force Field for the Simulation of Proteins,
Nucleic Acids, and Organic Molecules. Journal of the American Chemical Society, v. 117,
n. 19, p. 5179-5197, maio 1995.

COSTA, C. N. Dengue : twenty-fi ve years since reemergence in Brazil Dengue : vinte e

cinco anos da reemergéncia no Brasil. p. 7-18, 2009.

COUGHLIN, S. R. Thrombin signalling and protease-activated receptors. Nature, v. 407, n.
6801, p. 258-264, 14 set. 2000.

CRAMER, C. J. Essentials of computational chemistry : theories and models. [s.].] Wiley,
2004,

DAGGETT, V.; SCHROEDER, S.; KOLLMAN, P. Catalytic pathway of serine proteases:
classical and quantum mechanical calculations. Journal of the American Chemical Society,
v. 113, n. 14, p. 89268935, 1991.

DARDEN, T.; YORK, D.; PEDERSEN, L. Particle mesh Ewald: An N-log(N) method for
Ewald sums in large systems. The Journal of Chemical Physics, v. 98, n. 12, p. 10089,
1993.

DE ALMEIDA, H. et al. New binding site conformations of the dengue virus NS3 protease

accessed by molecular dynamics simulation. PloS one, v. 8, n. 8, p. €72402, jan. 2013.

DEWAR, M. J. S. et al. Development and use of quantum mechanical molecular models. 76.
AM1: a new general purpose quantum mechanical molecular model. Journal of the
American Chemical Society, v. 107, n. 13, p. 3902-3909, jun. 1985.



150

DEWAR, M. J. S.; THIEL, W. Ground states of molecules. 38. The MNDO method.
Approximations and parameters. Journal of the American Chemical Society, v. 99, n. 15, p.
4899-4907, jun. 1977.

EKICI, O. D.; PAETZEL, M.; DALBEY, R. E. Unconventional serine proteases: variations
on the catalytic Ser/His/Asp triad configuration. Protein science : a publication of the
Protein Society, v. 17, n. 12, p. 2023-37, dez. 2008.

ERAMIAN, D. et al. How well can the accuracy of comparative protein structure models be
predicted? Protein science : a publication of the Protein Society, v. 17, n. 11, p. 1881-93,
nov. 2008.

ERBEL, P. et al. Structural basis for the activation of flaviviral NS3 proteases from dengue
and West Nile virus. Nature Structural & Molecular Biology, v. 13, n. 4, p. 372-373, 12
mar. 2006.

ERLANGER, B. F. et al. Phenothiazine-N-carbonyl chloride, a specific inactivator of
chymotrypsin. The Biochemical journal, v. 118, n. 3, p. 421-5, jul. 1970.

FALGOUT, B.; MARKOFF, L. Evidence that flavivirus NS1-NS2A cleavage is mediated by
a membrane-bound host protease in the endoplasmic reticulum . Evidence that Flavivirus
NS1-NS2A Cleavage Is Mediated by a Membrane-Bound Host Protease in the Endoplasmic
Reticulum. Microbiology, v. 69, n. 11, 1995.

FALGOUT, B.; MILLER, R. H.; LAI, C. Deletion Analysis of Dengue Virus Type 4
Nonstructural Protein NS2B : Identification of a Domain Required for NS2B-NS3 Protease
Activity CATATGGCTAGCTCTTGGCCTC-
TCTTAACGAGGGCATAATGGCTGTAGQGCCGGTTAGTCTC. v. 67, n. 4, p. 2034—
2042, 1993.

FARRELL, C. &. Biochemistry, 6th Edition. [s.l.] Thomas-Brooks / Cole, 2008.

FEIG, M.; BROOKS, C. L. Recent advances in the development and application of implicit
solvent models in biomolecule simulations. Current Opinion in Structural Biology, v. 14,
n. 2, p. 217-224, abr. 2004.

FERSHT, A. R.; REQUENA, Y. Free energies of hydrolysis of amides and peptides in
aqueous solution at 25 degrees. Journal of the American Chemical Society, v. 93, n. 14, p.
3499-504, 14 jul. 1971.

FIELD, M. J. A Practical Introduction to the Simulation of Molecular Systems. [s.l.]



151

Cambridge University Press, 2007.

FODOR, K. et al. Enzyme:substrate hydrogen bond shortening during the acylation phase of
serine protease catalysis. Biochemistry, v. 45, n. 7, p. 2114-21, mar. 2006.

FRANCO, C. et al. The dengue threat to the United States. Biosecurity and bioterrorism :
biodefense strategy, practice, and science, v. 8, n. 3, p. 273-6, set. 2010.

FRANZ, A. W. E. et al. Engineering RNA interference-based resistance to dengue virus type
2 in genetically modified Aedes aegypti. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, v. 103, n. 11, p. 4198-203, 14 mar. 2006.

FRENKEL, D.; SMIT, B. Understanding Molecular Simulation, Second Edition: From
Algorithms to Applications (Computational Science). [s.l.] Academic Press, 2001.

FREY, P. A.; WHITT, S. A;; TOBIN, J. B. A low-barrier hydrogen bond in the catalytic triad
of serine proteases. Science (New York, N.Y.), v. 264, n. 5167, p. 1927-30, 24 jun. 1994.

GAO, J. et al. A Generalized Hybrid Orbital (GHO) Method for the Treatment of Boundary
Atoms in Combined QM/MM Calculations. v. 5639, n. 98, p. 4714-4721, 1998.

GARCIA-VILOCA, M.; GAO, J. Regular article Generalized hybrid orbital for the treatment
of boundary atoms in combined quantum mechanical and molecular mechanical calculations

using the semiempirical parameterized model 3 method. p. 280286, 2004.

HADINEGORO, S. R. et al. Efficacy and Long-Term Safety of a Dengue Vaccine in Regions
of Endemic Disease. 23 set. 2015.

HARPER, E.; BERGER, A. On the size of the active site in proteases: pronase. Biochemical

and biophysical research communications, v. 46, n. 5, p. 195660, 10 mar. 1972.

HARTLEY, B. S. AMINO-ACID SEQUENCE OF BOVINE CHYMOTRYPSINOGEN-A.
Nature, v. 201, p. 12847, mar. 1964.

HARTLEY, B. S.; KILBY, B. A. The reaction of p-nitrophenyl esters with chymotrypsin and
insulin. The Biochemical journal, v. 56, n. 2, p. 288-97, fev. 1954.

HEDSTROM, L. Introduction: Proteases. Chemical Reviews, v. 102, n. 12, p. 4429-4430,
dez. 2002a.

HEDSTROM, L. Serine protease mechanism and specificity. Chemical reviews, v. 102, n.
12, p. 4501-24, dez. 2002b.

HEDSTROM, L. Serine protease mechanism and specificity. Chemical reviews, v. 102, n.



152

12, p. 450124, dez. 2002c.

HENCHAL, E. A; PUTNAK, J. R. The dengue viruses. Clinical microbiology reviews, v. 3,
n. 4, p. 376-96, out. 1990.

HESS, G. P. et al. Studies of the Activity of Chymotrypsin. Philosophical Transactions of
the Royal Society B: Biological Sciences, v. 257, n. 813, p. 89-104, fev. 1970a.

HESS, G. P. et al. Studies of the Activity of Chymotrypsin. Philosophical Transactions of
the Royal Society B: Biological Sciences, v. 257, n. 813, p. 89-104, 12 fev. 1970b.

HIROARA, H.; BENDER, M. L.; STARK, R. S. Acylation of alpha-chymotrypsin by oxygen
and sulfur esters of specific substrates: kinetic evidence for a tetrahedral intermediate.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 71,
n. 5, p. 1643-7, maio 1974.

HORNAK, V. et al. Comparison of multiple Amber force fields and development of
improved protein backbone parameters. Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics,
V. 65, n. 3, p. 712-725, 15 nov. 2006.

HUB, J. S.; DE GROOT, B. L.; VAN DER SPOEL, D. G-whams-a free Weighted Histogram
Analysis implementation including robust error and autocorrelation estimates. Journal of
Chemical Theory and Computation, v. 6, n. 12, p. 3713-3720, 2010.

HUMPHREY, W.; DALKE, A.; SCHULTEN, K. VMD: Visual molecular dynamics.
Journal of Molecular Graphics, v. 14, n. 1, p. 33-38, fev. 1996.

HUNKAPILLER, M. W. et al. Carbon nuclear magnetic resonance studies of the histidine
residue in a-lytic protease. Implications for the catalytic mechanism of serine proteases.
Biochemistry, v. 12, n. 23, p. 4732-4743, nov. 1973.

ISHIDA, T. Low-barrier hydrogen bond hypothesis in the catalytic triad residue of serine
proteases: correlation between structural rearrangement and chemical shifts in the acylation
process. Biochemistry, v. 45, n. 17, p. 5413-20, maio 2006.

ISHIDA, T.; KATO, S. Theoretical perspectives on the reaction mechanism of serine
proteases: the reaction free energy profiles of the acylation process. Journal of the American
Chemical Society, v. 125, n. 39, p. 12035-48, out. 2003a.

ISHIDA, T.; KATO, S. Theoretical perspectives on the reaction mechanism of serine
proteases: the reaction free energy profiles of the acylation process. Journal of the American
Chemical Society, v. 125, n. 39, p. 12035-48, 1 out. 2003b.



153

ISHIDA, T.; KATO, S. Role of Asp102 in the catalytic relay system of serine proteases: a
theoretical study. Journal of the American Chemical Society, v. 126, n. 22, p. 7111-8, jun.
2004,

JENSEN, F. Introduction to computational chemistry. [s.l.] John Wiley & Sons, 2007.

JOHN, B.; SALI, A. Comparative protein structure modeling by iterative alignment, model
building and model assessment. Nucleic acids research, v. 31, n. 14, p. 3982-92, 15 jul.
2003.

JORGENSEN, W. L. et al. Comparison of simple potential functions for simulating liquid
water. The Journal of Chemical Physics, v. 79, n. 2, p. 926, 1983.

KARPLUS, M.; KURIYAN, J. Molecular dynamics and protein function. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 102, n. 19, p. 6679-85,
10 maio 2005.

KARPLUS, M.; MCCAMMON, J. A. Molecular dynamics simulations of biomolecules.
Nature structural biology, v. 9, n. 9, p. 646-52, set. 2002.

KASTNER, J. Umbrella sampling. Wiley Interdisciplinary Reviews: Computational
Molecular Science, v. 1, n. December, p. n/a-n/a, 26 maio 2011.

KIM, Y. M. et al. NMR analysis of a novel enzymatically active unlinked dengue NS2B-NS3
protease complex. The Journal of biological chemistry, v. 288, n. 18, p. 12891-900, 3 maio
2013.

KLINE, K. et al. Neglected Tropical Diseases of Oceania: Review of Their Prevalence,
Distribution, and Opportunities for Control. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 7, n. 1, p.
el1755, 31 jan. 2013.

KOLLMAN, P. Molecular Modeling. Annual Review of Physical Chemistry, v. 38, n. 1, p.
303-316, out. 1987.

KOLLMAN, P. A.; HAYES, D. M. Theoretical calculations on proton-transfer energetics:
studies of methanol, imidazole, formic acid, and methaneethiol as models for the serine and
cysteine proteases. Journal of the American Chemical Society, v. 103, n. 11, p. 2955-2961,
jun. 1981.

KONISHI, E. Issues related to recent dengue vaccine development. Tropical medicine and
health, v. 39, n. 4 Suppl, p. 63-71, dez. 2011.



154

KOSSIAKOFF, A. A; SPENCER, S. A. Direct determination of the protonation states of
aspartic acid-102 and histidine-57 in the tetrahedral intermediate of the serine proteases:
neutron structure of trypsin. Biochemistry, v. 20, n. 22, p. 6462-6474, 27 out. 1981.

KRAEMER, M. U. et al. The global distribution of the arbovirus vectors Aedes aegypti and
Ae. albopictus. eL.ife, v. 4, n. JUNE2015, p. 1-18, 30 jun. 2015.

KRAUT, J. Serine Proteases: Structure and Mechanism of Catalysis. Annual Review of
Biochemistry, v. 46, n. 1, p. 331-358, jun. 1977.

KUMAR, S. et al. THE weighted histogram analysis method for free-energy calculations on
biomolecules. 1. The method. Journal of Computational Chemistry, v. 13, n. 8, p. 1011-
1021, 1992.

LA RUCHE, G. et al. First two autochthonous dengue virus infections in metropolitan France,
September 2010. Euro surveillance : bulletin Européen sur les maladies transmissibles =

European communicable disease bulletin, v. 15, n. 39, p. 19676, set. 2010.

LEACH, A. R. Molecular modelling : principles and applications. [s.l.] Prentice Hall,
2001.

LI, H. et al. The serine protease and RNA-stimulated nucleoside triphosphatase and RNA
helicase functional domains of dengue virus type 2 NS3 converge within a region of 20 amino
acids. Journal of virology, v. 73, n. 4, p. 3108-16, abr. 1999.

LI, J. et al. Functional profiling of recombinant NS3 proteases from all four serotypes of
dengue virus using tetrapeptide and octapeptide substrate libraries. The Journal of biological
chemistry, v. 280, n. 31, p. 28766-74, 5 ago. 2005.

LII, J. H.; ALLINGER, N. L. Molecular mechanics. The MM3 force field for hydrocarbons.
3. The van der Waals’ potentials and crystal data for aliphatic and aromatic hydrocarbons.

Journal of the American Chemical Society, v. 111, n. 23, p. 8576-8582, nov. 19809.

LIPMAN, D. J.; PEARSON, W. R. Rapid and sensitive protein similarity searches. Science,
V. 227, n. 4693, p. 1435-1441, 1985.

M. J. FRISCH, G. W. TRUCKS, H. B. SCHLEGEL, G. E. SCUSERIA, M. A. ROBB, J. R.
CHEESEMAN, G. SCALMANI, V. BARONE, B. MENNUCCI, G. A. PETERSSON, H.
NAKATSUII, M. CARICATO, X. LI, H. P. HRATCHIAN, A. F. IZMAYLOV, J. BLOINO,
G. ZHENG, J. L. SONNENBERG, M. HAD, AND D. J. F. Gaussian09Wallingford

CTGaussian, Inc., , 2009. Disponivel em:



155

<http://www.gaussian.com/g_tech/g_ur/m_citation.htm>. Acesso em: 16 jan. 2014

MACKERELL, A. D. Empirical force fields for biological macromolecules: Overview and
issues. Journal of Computational Chemistry, v. 25, n. 13, p. 1584-1604, out. 2004.

MARTI-RENOM, M. A. et al. Comparative protein structure modeling of genes and
genomes. Annual review of biophysics and biomolecular structure, v. 29, p. 291-325,
2000.

MARTINEZ-GONZALEZ, J. A. et al. Theoretical Study of the Free Energy Surface and
Kinetics of the Hepatitis C Virus NS3/NS4A Serine Protease Reaction with the NS5A/5B
Substrate. Does the Generally Accepted Tetrahedral Intermediate Really Exist? ACS
Catalysis, v. 5, n. 1, p. 246-255, 2 jan. 2015.

MATTHEWS, B. W. et al. Three-dimensional structure of tosyl-alpha-chymotrypsin. Nature,
v. 214, n. 5089, p. 652-6, maio 1967a.

MATTHEWS, B. W. et al. Three-dimensional structure of tosyl-alpha-chymotrypsin. Nature,
v. 214, n. 5089, p. 652-6, 13 maio 1967b.

MCCAMMON, J. A.; GELIN, B. R.; KARPLUS, M. Dynamics of folded proteins. Nature,
v. 267, n. 5612, p. 585-90, 16 jun. 1977.

MORPURGO, S.; BOSSA, M.; MORPURGO, G. O. Critical test of PM3-calculated proton
transfer activation energies: a comparison with ab initio and AM1 calculationsJournal
of Molecular Structure: THEOCHEM, 1998. Disponivel em:
<http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0166128097002194>

MURRELL, S.; WU, S.-C.; BUTLER, M. Review of dengue virus and the development of a
vaccine. Biotechnology advances, v. 29, n. 2, p. 239-47, 2011.

NANDA, D. N.; JUG, K. SINDOL1. A semiempirical SCF MO method for molecular binding
energy and geometry I. Approximations and parametrization. Theoretica Chimica Acta, v.
57,n. 2, p. 95-106, 1980.

NATARAJAN, S. NS3 protease from flavivirus as a target for designing antiviral inhibitors
against dengue virus. Genetics and Molecular Biology, v. 33, n. 2, p. 214-219, 2010.

NEURATH, H. Evolution of proteolytic enzymes. Science (New York, N.Y.), v. 224, n.
4647, p. 3507, 27 abr. 1984.

NITSCHE, C. et al. Retro peptide-hybrids as selective inhibitors of the Dengue virus NS2B-



156

NS3 protease. Antiviral research, v. 94, n. 1, p. 72-9, abr. 2012.

NITSCHE, C.; STEUER, C.; KLEIN, C. D. Arylcyanoacrylamides as inhibitors of the
Dengue and West Nile virus proteases. Bioorganic & medicinal chemistry, v. 19, n. 24, p.
7318-37, dez. 2011.

NOBLE, C. G. et al. Ligand-bound structures of the dengue virus protease reveal the active

conformation. Journal of virology, v. 86, n. 1, p. 438-46, jan. 2012.

NOBLE, C. G.; SHI, P.-Y. Structural biology of dengue virus enzymes: Towards rational
design of therapeutics. Antiviral research, v. 96, n. 2, p. 115-126, 17 set. 2012.

PARKINSON, T.; PRYDE, D. C. Small molecule drug discovery for Dengue and West Nile
viruses: applying experience from hepatitis C virus. Future medicinal chemistry, v. 2, n. 7,
p. 1181203, jul. 2010.

PETREY, D. et al. Using multiple structure alignments, fast model building, and energetic

analysis in fold recognition and homology modeling. Proteins, v. 53 Suppl 6, p. 430-5, 2003.

POLGAR, L. The catalytic triad of serine peptidases. Cellular and molecular life sciences :
CMLS, v. 62, n. 19-20, p. 2161-72, out. 2005.

Ql, R.; ZHANG, L.; CHI, C. Biological characteristics of dengue virus and potential targets
for drug design. Acta Biochimica et Biophysica Sinica, v. 40, n. 2, p. 91-101, fev. 2008a.

Ql, R.; ZHANG, L.; CHI, C. Biological characteristics of dengue virus and potential targets
for drug design. Acta Biochimica et Biophysica Sinica, v. 40, n. 2, p. 91-101, fev. 2008b.

REPASKY, M. P.; CHANDRASEKHAR, J.; JORGENSEN, W. L. PDDG/PM3 and
PDDG/MNDO: improved semiempirical methods. Journal of computational chemistry, v.
23, n. 16, p. 1601-22, dez. 2002.

ROBILLARD, G.; SHULMAN, R. G. High resolution nuclear magnetic resonance study of
the histidine--aspartate hydrogen bond in chymotrypsin and chymotrypsinogen. Journal of

molecular biology, v. 71, n. 2, p. 507-11, nov. 1972.

ROCHA, G. B. et al. RM1: A reparameterization of AM1 for H, C, N, O, P, S, F, ClI, Br, and
I. Journal of Computational Chemistry, v. 27, n. 10, p. 1101-1111, 30 jul. 2006.

ROOTHAAN, C. C. J. New Developments in Molecular Orbital Theory. Reviews of Modern
Physics, v. 23, n. 2, p. 69-89, 1 abr. 1951.

ROUX, B.; SIMONSON, T. Implicit solvent models. Biophysical Chemistry, v. 78, n. 1-2,



157

p. 1-20, abr. 1999.

RYCKAERT, J.-P.; CICCOTTI, G.; BERENDSEN, H. J. . Numerical integration of the
cartesian equations of motion of a system with constraints: molecular dynamics of n-alkanes.

Journal of Computational Physics, v. 23, n. 3, p. 327-341, mar. 1977.

SALI, A.; BLUNDELL, T. L. Comparative protein modelling by satisfaction of spatial
restraints. Journal of molecular biology, v. 234, n. 3, p. 779-815, 5 dez. 1993.

SCHEINER, S.; LIPSCOMB-T, W. N. Molecular orbital studies of enzyme activity :
Catalytic mechanism of serine proteinases * Biochemistry : v. 73, n. 2, p. 432436, 1976.

SCHOLTEN, J. D.; HOGG, J. L.; RAUSHEL, F. M. Methyl chymaotrypsin catalyzed
hydrolyses of specific substrate esters indicate multiple proton catalysis is possible with a
modified charge relay triad. Journal of the American Chemical Society, v. 110, n. 24, p.
8246-8247, nov. 1988.

SCHRAMM, V. L. Enzymatic Transition States , Transition-State Analogs , Dynamics,

Thermodynamics , and Lifetimes. 2011.

SCHROEDER, S.; DAGGETT, V.; KOLLMAN, P. A comparison of the AM1 and PM3
semiempirical models for evaluating model compounds relevant to catalysis by serine
proteases. Journal of the American Chemical Society, v. 113, n. 23, p. 89228925, nov.
1991.

SHEPARD, D. S. et al. The global economic burden of dengue: a systematic analysis. The

Lancet Infectious Diseases, abr. 2016.

SHIRYAEYV, S. A et al. Cleavage preference distinguishes the two-component NS2B-NS3
serine proteinases of Dengue and West Nile viruses. The Biochemical journal, v. 401, n. 3,
p. 743-52, fev. 2007.

SHIRYAEYV, S. A et al. Virtual ligand screening of the National Cancer Institute (NCI)
compound library leads to the allosteric inhibitory scaffolds of the West Nile Virus NS3
proteinase. Assay and drug development technologies, v. 9, n. 1, p. 69-78, fev. 2011.

SLATER, J. C. Quantum theory of matter. [s.l.] McGraw-Hill, 1968.

SPENCER, T.; STURTEVANT, J. M. The Mechanism of Chymotrypsin-catalyzed Reactions.
I11. Journal of the American Chemical Society, v. 81, n. 8, p. 1874-1882, abr. 1959.

SPRANG, S. et al. The three-dimensional structure of Asn102 mutant of trypsin: role of



158

Aspl02 in serine protease catalysis.Science (New York, N.Y.), ago. 1987.

STEUER, C. et al. Synthesis and biological evaluation of a-ketoamides as inhibitors of the
Dengue virus protease with antiviral activity in cell-culture. Bioorganic & medicinal
chemistry, v. 19, n. 13, p. 4067—74, jul. 2011.

STEWART, J. J. P. Optimization of parameters for semiempirical methods I. Method.
Journal of Computational Chemistry, v. 10, n. 2, p. 209-220, mar. 1989.

STROUD, R. M.; KAY, L. M.; DICKERSON, R. E. The structure of bovine trypsin: electron
density maps of the inhibited enzyme at 5 Angstrom and at 2-7 Angstron resolution. Journal
of molecular biology, v. 83, n. 2, p. 185-208, fev. 1974.

SU, X.-C. et al. NMR analysis of the dynamic exchange of the NS2B cofactor between open
and closed conformations of the West Nile virus NS2B-NS3 protease. PL0S neglected

tropical diseases, v. 3, n. 12, p. €561, jan. 2009.

THIEL, W. Chapter 21 - Semiempirical quantum-chemical methods in computational
chemistry. Theory and Applications of Computational Chemistry, p. 559-580, 2005.

TIEW, K.-C. et al. Inhibition of Dengue virus and West Nile virus proteases by click
chemistry-derived benz[d]isothiazol-3(2H)-one derivatives. Bioorganic & medicinal
chemistry, v. 20, n. 3, p. 1213-21, fev. 2012.

TOPF, M.; RICHARDS, W. G. Theoretical studies on the deacylation step of serine protease
catalysis in the gas phase, in solution, and in elastase. Journal of the American Chemical
Society, v. 126, n. 44, p. 1463141, 10 nov. 2004.

TOPF, M.; VARNAI, P.; RICHARDS, W. G. Ab initio QM/MM dynamics simulation of the
tetrahedral intermediate of serine proteases: Insights into the active site hydrogen-bonding
network. Journal of the American Chemical Society, v. 124, n. 49, p. 14780-14788, 2002a.

TOPF, M.; VARNAI, P.; RICHARDS, W. G. Ab Initio QM/MM Dynamics Simulation of the
Tetrahedral Intermediate of Serine Proteases: Insights into the Active Site Hydrogen-Bonding
Network. Journal of the American Chemical Society, v. 124, n. 49, p. 14780-14788, dez.
2002b.

TORRIE, G. M.; VALLEAU, J. P. Monte Carlo free energy estimates using non-Boltzmann
sampling: Application to the sub-critical Lennard-Jones fluid. Chemical Physics Letters, v.
28, n. 4, p. 578-581, out. 1974.

TORRIE, G. M.; VALLEAU, J. P. Nonphysical sampling distributions in Monte Carlo free-



159

energy estimation: Umbrella sampling. Journal of Computational Physics, v. 23, n. 2, p.
187-199, 1977.

TUBERT-BROHMAN, 1. et al. Extension of the PDDG/PM3 and PDDG/MNDO
semiempirical molecular orbital methods to the halogens. Journal of Computational
Chemistry, v. 25, n. 1, p. 138-150, 15 jan. 2004.

TURK, B. Targeting proteases: successes, failures and future prospects. Nature Reviews
Drug Discovery, v. 5, n. 9, p. 785-799, set. 2006.

UBERUAGA, B. P.; ANGHEL, M.; VOTER, A. F. Synchronization of trajectories in
canonical molecular-dynamics simulations: observation, explanation, and exploitation. The
Journal of chemical physics, v. 120, n. 14, p. 6363—74, 8 abr. 2004.

UMEYAMA, H.; HIRONO, S.; NAKAGAWA, S. Charge state of His-57-Asp-102 couple in
a transition state analogue-trypsin complex: a molecular orbital study. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 81, n. 20, p. 6266-70,
out. 1984.

UMEYAMA, H.; IMAMURA, A.; NAGATA, C. A molecular orbital study on the enzymic
reaction mechanism of alpha-chymotrypsin. Journal of theoretical biology, v. 41, n. 3, p.
485-502, out. 1973.

VERLET, L. Computer &quot;Experiments&quot; on Classical Fluids. I. Thermodynamical
Properties of Lennard-Jones Molecules. Physical Review, v. 159, n. 1, p. 98-103, 5 jul. 1967.

VIGILANCIA, S. DE. Boletim Epidemioldgico Secretaria de Vigilancia em Sande —
Ministério da SaudeBoletim Epidemiol. [s.I: s.n.]. Disponivel em:
<http://u.saude.gov.br/images/pdf/2015/marco/25/Boletim-tuberculose-2015.pdf>. Acesso
em: 21 jun. 2016.

VOTANDO, J.; PARHAM, M.; HALL, L. A Practical Introduction to the Simulation of

Molecular Systems. [s.I: s.n.].

WAHLGREN, W. Y. et al. The catalytic aspartate is protonated in the Michaelis complex
formed between trypsin and an in vitro evolved substrate-like inhibitor: a refined mechanism
of serine protease action. The Journal of biological chemistry, v. 286, n. 5, p. 358796, fev.
2011a.

WAHLGREN, W. Y. et al. The catalytic aspartate is protonated in the Michaelis complex

formed between trypsin and an in vitro evolved substrate-like inhibitor: a refined mechanism



160

of serine protease action. The Journal of biological chemistry, v. 286, n. 5, p. 3587-96, 4
fev. 2011b.

WALKER, R. C.; CROWLEY, M. F.; CASE, D. A. The implementation of a fast and
accurate QM/MM potential method in Amber. Journal of computational chemistry, v. 29,
n. 7, p. 1019-31, maio 2008.

WALSH, K. A.; NEURATH, H. TRYPSINOGEN AND CHYMOTRYPSINOGEN AS
HOMOLOGOUS PROTEINS. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, v. 52, p. 884-9, out. 1964.

WANG, J. et al. Development and testing of a general amber force field. Journal of
Computational Chemistry, v. 25, n. 9, p. 1157-1174, 15 jul. 2004.

WANG, S.; HU, P.; ZHANG, Y. Ab initio quantum mechanical/molecular mechanical
molecular dynamics simulation of enzyme catalysis: The case of histone lysine
methyltransferase SET7/9. Journal of Physical Chemistry B, v. 111, n. 14, p. 3758-3764,
2007.

WARSHEL, A. Computer Modeling of Chemical Reactions in Enzymes and Solution.
[s.1.] Wiley, 1991.

WARSHEL, A.; LEVITT, M. Theoretical studies of enzymic reactions: dielectric,
electrostatic and steric stabilization of the carbonium ion in the reaction of lysozyme. Journal

of molecular biology, p. 227-249, 1976a.

WARSHEL, A.; LEVITT, M. Theoretical studies of enzymic reactions: dielectric,
electrostatic and steric stabilization of the carbonium ion in the reaction of lysozyme. Journal
of molecular biology, p. 227-249, 1976b.

WARSHEL, A.; PAPAZYAN, A.; KOLLMAN, P. A. On low-barrier hydrogen bonds and
enzyme catalysis. Science, v. 269, n. 5220, p. 102, 1995.

WARSHEL, A.; RUSSELL, S. Theoretical correlation of structure and energetics in the
catalytic reaction of trypsin. J. Am. Chem. Soc., v. 108, n. 21, p. 6569-6579, out. 1986.

WARSHEL, A; AQVIST, J.; CREIGHTON, S. Enzymes work by solvation substitution
rather than by desolvation. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, v. 86, n. 15, p. 58204, ago. 1989.

WEAVER, S. C.; VASILAKIS, N. Molecular evolution of dengue viruses: contributions of
phylogenetics to understanding the history and epidemiology of the preeminent arboviral



161

disease. Infection, genetics and evolution : journal of molecular epidemiology and

evolutionary genetics in infectious diseases, v. 9, n. 4, p. 523-40, jul. 2009.

WEINER, S. J. et al. A new force field for molecular mechanical simulation of nucleic acids
and proteins. Journal of the American Chemical Society, v. 106, n. 3, p. 765784, fev.
1984.

WEINER, S. J.; SINGH, U. C.; KOLLMAN, P. A. Simulation of formamide hydrolysis by
hydroxide ion in the gas phase and in aqueous solution. Journal of the American Chemical
Society, v. 107, n. 8, p. 2219-2229, abr. 1985.

WHO | Dengue and severe dengue. Disponivel em:

<http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs117/en/>. Acesso em: 21 jun. 2016.

WICHAPONG, K. et al. Homology modeling and molecular dynamics simulations of Dengue
virus NS2B/NS3 protease: insight into molecular interaction. Journal of molecular
recognition : JMR, v. 23, p. 283-300, 2010a.

WICHAPONG, K. et al. Homology modeling and molecular dynamics simulations of Dengue
virus NS2B/NS3 protease: insight into molecular interaction. Journal of molecular
recognition : JMR, v. 23, n. 3, p. 283-300, maio 2010b.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Dengue: guidelines for diagnosis, treatment,

prevention and control. [s.l: s.n.].

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Dengue: guidelines for diagnosis, treatment,

prevention and control. [s.l: s.n.].

YIN, Z. et al. Peptide inhibitors of dengue virus NS3 protease . Part 1 : Warhead. v. 16, p. 36—
39, 2006a.

YIN, Z. et al. Peptide inhibitors of dengue virus NS3 protease . Part 2 : SAR study of
tetrapeptide aldehyde inhibitors. v. 16, p. 40—-43, 2006b.

YOUNG, D. Computational Chemistry: A Practical Guide for Applying Techniques to
Real World Problems. [s.l.] Wiley, 2004. v. 9

YUSOF, R. et al. Purified NS2B / NS3 Serine Protease of Dengue Virus Type 2 Exhibits
Cofactor NS2B Dependence for Cleavage of Substrates with Dibasic Amino Acids in Vitro *.
Biochemistry, v. 275, n. 14, p. 9963-9969, 2000.

ZERNER, B.; BENDER, M. L. The Kinetic Consequences of the Acyl-Enzyme Mechanism



162

for the Reactions of Specific Substrates with Chymotrypsin. Journal of the American
Chemical Society, v. 86, n. 18, p. 3669-3674, set. 1964.

ZERNER, M. C. Semiempirical Molecular Orbital Methods. In: Reviews in Computational
Chemistry, Volume 2. [s.l.] John Wiley & Sons, Inc., 1991. p. 313-365.

ZHANG, R. et al. Probing the substrate specificity of hepatitis C virus NS3 serine protease by
using synthetic peptides. Journal of virology, v. 71, n. 8, p. 6208-13, ago. 1997.

ZHANG, X. et al. Cryo-EM structure of the mature dengue virus at 3.5-A resolution. Nature
Structural & Molecular Biology, v. 20, n. 1, p. 105-110, 16 dez. 2012.

ZHOU, Y.; ZHANG, Y. Serine protease acylation proceeds with a subtle re-orientation of the
histidine ring at the tetrahedral intermediate. Chemical communications (Cambridge,
England), v. 47, n. 5, p. 1577-9, 7 fev. 2011a.

ZHOU, Y.; ZHANG, Y. Serine protease acylation proceeds with a subtle re-orientation of the
histidine ring at the tetrahedral intermediate. Chemical communications (Cambridge,
England), v. 47, n. 5, p. 1577-9, 7 fev. 2011b.



163

APENDICE A: Protocolos de Simulagdo

Aqui encontram-se reproduzidos os arquivos de controle das simulagdes.

Minimizacgdo - Etapa -1 — Minimizagdo do solvente
&cntril

imin=1, (indica que serd realizado célculo de minimizagao)

maxcyc=1000, (ndmero de passos para a minimizagao)

ncyc=100, (mudara o método de minimizagéo apds 1000 passos de “‘steepest descent’’para
gradiente conjugado)

ntpr=1000, (a cada 1000 passo o programa escreve no arquivo de saida)

ntmin=1, (comando sobre o método de minimizagdo, neste caso, steepest descent e
gradiente conjugado, juntos)

ntb=1, (uso de condicBes periddicas de contorno a volume constante)

cut=10.0, (uso de um raio de corte, cuttoff, para as interagfes ndo ligadas)

restraint_wt=100.0, (valor da constante de forca em Kcal/mol.A2 para a
restricdo das posicéo atdbmicas dadas em restraintmask)

restraintmask=":1-197" (Restricdo para que o soluto, proteina, fique fixa)

Minimizag¢do — Etapa -2 — Minimizagdo do sistema
&entrl
imin=1, ntx=1,
maxcyc=1000, ncyc=100, ntpr=1000,
ntmin=1,
ntb=1,
cut=10.0,

NVT-1 (Termalizagdo 0K — 100K)

&ecntrl
ntx=1, (as coordenadas sdo lidas no arquivo de entrada, e as velocidades iniciais séo
geradas pela distribuicdo de Boltzmann)
ntb=1 (uso de condicBes periddicas de contorno a volume constante)
cut=10.0,
ntpr=1000, (intervalo de passos para escrever o arquivo de saida)
ntwx=1000, (intervalo de passos para escrever 0 arquivo da trajetoria)
ntwr=10000, (intervalo de passos para escrever o arquivo de coordenadas da  Ultima

configuracio)



164

ntc=2, (o algoritmo SHAKE é usado para restringir as ligac6es envolvendo
hidrogénios)

ntf=2, (relacionada a ntc, as ligagGes envolvendo hidrogénio sdo omitidas)

nscm=1000, (remove os movimentos translacionais e rotacionais em intervalos regulares)

nst1im=50000, (ntmero total de passos que sera executado na simulag&o)

dt=0.002, (intervalo de tempo entre um passo e outro)

tempi=0.0, (temperatura inicial derivada da energia cinética)

temp0=100.0, (temperatura média final para a simulacéo)

ntt=3, (dindmica de Langevin usada para controlar a temperatura)

gamma_1Tn=1.0 (Relacionada a ntt=3, frequéncia de colisdo de 1 ps-1)

NVT-2 (Termaliza¢do 100K - 300K)

&cntri

irest=1, (leitura de coordenadas e velocidades a partir de um arquivo da simulagédo
anterior)
ntx=>5, (estar relacionado com irest=1, coordenadas e velocidades serdo lidos, o

formatado do arquivo ASCII)
ntb=1, cut=10.0,
ntpr=1000, ntwx=1000,ntwr=10000,
ntc=2, ntf=2, nscm=1000,
nst1im=50000, dt=0.002,
ntt=3, tempi=100.0, temp0=300.0, gamma_ln=1.0,

19=22640 (semente para o geracdo de nimero pseudo-aleatorio)

/

NPT (Produgdo)

&cntrl
irest=1, ntx=5,
ntb=2, (uso de condicdes periddicas de contorno a presséo constante)
pres0=1.0, (valor médio da pressdo 1 atm)
taup=1.0, (tempo de relaxagéo da pressdo, 1ps)
cut=10.0,

ntpr=2000, ntwx=2000,ntwr=10000,

ntc=2, ntf=2, nscm=1000,

nst1im=5000000, dt=0.002,

ntt=3, temp0=300.0, gamma_1n=1.0,

ioutfm=1 (o arquivo da trajetoria é escrito no formato NetCDF)
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amM/MM-MD

Minimizagdo
&entrl
imin=1l, maxcyc=1000, ncyc=100, ntmin=1,
cut=10, ntpr=100,ntwr=50,
iwrap=1, noshakemask='@501-521,898-913,1792-1806,2914-3003",
ifgnt=1, nmropt=1,
/

&gmmm
gmmask='@501-521,898-913,1792-1806,2914-3003",

gmcharge=+1,
gm_theory="'PM3-PDDG"',
gmcut=10.0,
printcharges=1,
writepdb=1,
/ .
&wt type='DUMPFREQ', 1istepl=l,
?wt type="END',

DISANG=restraint.rst
DUMPAVE=restraint.rst.out
LISTIN=POUT

LISTOUT=POUT

Aquecimento

&cntri
imin=0, irest=0, ntx=1,

ntb=1, ntt=3, gamma_1n=2.0,

temp0=300.0, tempi=0.0, nmropt=1,cut=10,

iwrap=1, 1ifgnt=1,

ntc=2, ntf=2, ntp=0,

nst1lim=5000, dt=0.001,

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

noshakemask="'@501-521,898-913,1792-1806,2914-3003"'
/

&gmmm
gmmask="'@501-521,898-913,1792-1806,2914-3003"

gmcharge=+1,
printcharges=1,
gmshake=0,
gm_theory="'PM3-PDDG"',
gqmcut=10.0,
writepdb=1,

&wt
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;ype='DUMPFREQ', istepl=1,

&wt

type='TEMPO', 1istepl=0, istep2=2000,
valuel=0.0, value2=300.0,

/
&wt

type="END',

/ .
DISANG=restraint.rst
DUMPAVE=restraint.rst.out
LISTIN=POUT

LISTOUT=POUT

Producgdo
&cntril
irest=0, ntx=1l, iwrap=1,
ntb=2, ntp=1, pres0=1.0, taup=1.0, cut=10.0,
ntpr=100, ntwx=100, ntwr=100,
ntc=2,ntf=2,noshakemask="'@501-521,898-913,1792-1806,2914-3003",
nst1im=50000, dt=0.001,
ntt=3, temp0=300.0, gamma_Tn=2.0,
ifgnt=1, igb=0, nmropt=1
/

&gmmm
gmmask="'@501-521,898-913,1792-1806,2914-3003",

gmcharge=+1,

printcharges=1,

gmshake=0,
gm_theory="'pPM3-PDDG'
gqmcut=10.0

printcharges=1,

writepdb=1,

/

?wt type='DUMPFREQ', istepl=l,

&wt type='END',

/

DISANG=restraint.rst
DUMPAVE=restraint.rst.out

LISTIN=POUT
LISTOUT=POUT
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Reaction Mechanism of the Dengue Virus Serine Protease: A
QM/MM study

M.C.P Lima® and G.M. Seabra®"

The dengue virus (DENV) is the causative agent of the viral infection dengue fever. In spite of all the efforts in preventing
the spread of the disease, once it is contracted, there is no specific treatment for dengue and the WHO guidelines are
limited to rest and i In its rep cycle, DENV utilizes the NS2B-NS3pro, a serine protease, to
cleave the vira polyprotein into its This enzyme is essential for the virus lifecycle, and presents anattractive
target for the development of specific Dengue treatmets. Here we used QVMI/MM-MD and Umbrella Smapling to study the
first step (acylation) of the reaction catalyzed by NS2B-NS3pro, using the PDDG/PM3 semi-empirical Hamiltonian for the
QM subsystem, and Amber FF99SB for the MM subsystem. Our results indicate that the nucleophilic attack on the
substrate by Ser135 occurs in a stepwise manner, where a proton transfer to His51 first activates Ser135, which only later
attacks the substrate. The rate-determining step is the Ser135 activation, with a barrier of 24.1 kcal/mol. Water molecules
C ing the ion hole stabilize the negative charge formed on the carbonyl oxygen of the substrate. The final step
in the process is a proton transfer from His51 to the s nitrogen, which h with a lower barrier of

5.1 kcal/mol, and leads directly to the peptide bond breaking.

Introduction

The dengue virus (DENV) is the causative agent of the viral
infection dengue fever, transmitted to humans by Aedes ae-
gypti and Aedes albopictus mosquitoes, and that can escalate
to hemorrhagic dengue fever and dengue shock syndrome,
leading to death.' It has been estimated to be around
390 million infections a year, from which only 96 million are
apparently manifest, numbers up to three times greater than
previously estimated by the World Health Organization.z A
recent study estimates that, only in 2013, there have been
over 58 million symptomatic DENV infections, including over
13,000 fatal cases, and a total annual cost of US$ 8.9 billion.?

The first dengue vaccine was developed in 2015 (DengVax,
Sanofi-Pasteur), and has been licensed in Brazil, Mexico and
the Philippines, despite having only 65.6% efficacy in prevent-
ing the disease.*® Other efforts are trying to develop more
effective vaccines, such as the in development by a partner-
ship between the Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ) and
Butantan Institute in Brazil.”® Another line of action in testing
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is the vector control through the release of genetically modi-
fied specimens to generate offspring that do not reach adult-
hood,’ or sterilization of the mosquitoes by irradiation.’ These
procedures are still in the testing phase, and have no emer-
gency efficiency in the rapid global spread of the virus.” In
spite of all the efforts in preventing the spread of the disease,
once it is contracted, there is no specific treatment for dengue
and the WHO guidelines are limited to rest and symptomatic
treatment.™

DENV is a member of the flavivirus family, together with the
yellow fever (YFV), hepatitis C (HCV), Zica (ZICV), West Nile
(WNV) and Japanese encephalitis (JEV) viruses.”> The fla-
viviruses genome carries a single positive strand RNA that can
be directly translated into a polypeptide chain (the polypro-
tein) by the host cell.

The DENV RNA encodes a large polyprotein precursor of 3,391
amino acids consisting of three structural proteins (C, prM, and
E) and seven non-structural proteins (NS1, NS2a, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B and NS5).'*** The viral replication process, where-
in the precursor polyprotein is cleaved into the virus proteins,
is mediated by co- and posttranslational host proteases and
two components of the virus itself, the protease domain of
NS3 (NS3pro) and NS2B, the latter functioning as a
cofactor.***® NS3pro is a serine protease such as trypsin, with
a catalytic triad composed of His51, Asp75, and Ser135." The
cofactor NS2B is a prerequisite for the catalytic activity, as
demonstrated by in vitro studies with synthetic peptide sub-
strates and the precursor polyprotein produced from viral
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The Role of the Conformational Dynamics of Glutathione S-Transferase Epsilon

Class on Insecticide Resistance in Anopheles gambiae

Frederico J. S. Pontes," Rafael T. Maia,"* Maria Carolina P. Lima,"
Constincia F. J. Ayres® and Thereza A. Soares™*

“Departmento de Quimica Fundamental, Universidade Federal de Pernambuco,
Cidade Universitdria, 50740-560 Recife-PE, Brazil

"Departmento de Entomologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes-FIOCRUZ,
Cidade Universitdria, 50670-420 Recife-PE, Brazil

Glutathione S-transferases (GSTs) are enzymes capable of metabolizing cytotoxic compounds.
The enzyme AgGSTE2, member of epsilon class GSTs (GSTE), is the most important GST
conferring resistance to dichloro-diphenyl-trichloroethane (DDT) in Anopheles gambiae. We have
investigated the conformational dynamics of three GSTE variants (GSTE2, GSTE2-11 14T/F120L,
GSTES) from A. gambiae. Large-scale motions of helices H2 and H4 and conformational transition
of the C-terminal governs the opening of the G-site and is expected to affect substrate binding
and product release. This structural rearrangement places Glu116 (Glu120 in GSTES) close of the
thiol group of the tripeptide glutathione (GSH) cofactor, making this residue a candidate to act as
a base in the activation of DDT. The structural rearrangement is noticeable for AgGSTE2-F120L,
which has been shown to confer increased DD T-resistance. The other variants exhibit a more subtle
rearrangement. These findings corroborate the hypothesis that the increase of the conformational
dynamics of GST Epsilon class isoforms from A. gambiae promotes higher DDTase activity.

Keywords: molecular dynamics simulation, evolutional constraint, positive and negative
selection, metabolic resistance, malaria vector

Introduction

Glutathione transferases (EC 2.5.1.18) are highly
promiscuous proteins where broad functional promiscuity
co-exists with highly conserved structural fold. Glutathione
S-transferases (GSTs) constitute a large family of
cytosolic and membrane-bound proteins that catalyze the
nucleophilic addition of the tripeptide glutathione (GSH)
to a variety of electrophilic toxins and drugs (xenobiotics),
leading to their excretion.'? Lately, several other activities
have also been associated with GSTs, including steroid and
leukotriene biosynthesis, peroxide degradation, double-
bond cis-trans isomerization, dehydroascorbate reduction,
Michael addition, and noncatalytic ligand binding and
transport activity.® These polymorphic enzymes belong
to supergene families whose members are generated by
punctual mutations, gene duplication and alternative
splicing.* The GST family is subdivided into several
classes accordingly to its occurrence in different taxa.

#e-mail: thereza.soares @ufpe.br

The number of isoforms per class varies widely, ranging
from one to forty.* A single GST isoform is capable of
conjugating glutathione to several hydrophobic substrates.
Such promiscuity when coupled with the large number of
isozymes generates a large range of potential substrates.
Insects exhibit at least six classes of GSTs (Sigma,
Omega, Theta, Zeta, Delta and Epsilon) with the first
four classes present in almost all living organisms.*>
The Epsilon and Delta classes are arthropod specific and
some members of these classes have been associated to
insecticide resistance in culicid vectors.>® The metabolism
of toxic compounds in insects is conducted by a series of
enzymes from different phases and GSTs act in phase II.
GSTs metabolize these compounds in two ways: one has
been cited above (through GSH conjugation) and the other
mechanism is by sequestration.” In conjugation reaction, the
active site residue interacts with the GSH sulfydryl group
generating the catalytically active thiolate anion (GS-). This
nucleophilic thiolate anion attacks the electrophilic center
of any lipophilic compound to form the corresponding GS~
conjugate.® The conjugation neutralizes the electrophilic
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APENDICE C: Apresenta¢des em Eventos

XVI Simposio Brasileiro de Quimica Tedrica (2011)- Ouro Preto-MG-Brasil -
Replicacdo do Virus da Dengue: Um Estudo Por Métodos Computacionais.

Il Simpdsio de Planejamento e Desenvolvimento de Novos Farmacos para
Doencas Negligenciadas (2011) — Sdo Paulo —SP-Brasil - Molecular Dynamics
Study of the Dengue Virus NS2B-NS3 Protease

Biophysical Society 56th Annual Meeting (2012) — San Diego- CA-Estados
Unidos - MOLECULAR DYNAMICS OF THE DENGUE VIRUS NS2B-NS3
PROTEASE.

AMBER Workshop 2013 — Recife —PE-Brasil - MOLECULAR DYNAMICS
OF TYPE-2 DENGUE VIRUS SERINE PROTEASE IN THE PRESENCE
OF INHIBITOR AND SUBSTRATE.

Biophysical Society 58th Annual Meeting (2014) — San Francisco- CA-
Estados Unidos - MOLECULAR DYNAMICS OF THE DENGUE VIRUS
NS2B-NS3 PROTEASE IN PRESENCE OF INHIBITOR OR SUBSTRATE.
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