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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Ana Carolina Renné Sodero

Peptidases de parasitas séo descritas como potenciais alvos terapéuticos. Novas
proteases catepsina-D simile de Schistossoma mansoni foram identificadas, em
adicdo a SmCD1, uma aspartil protease envolvida no metabolismo da hemoglobina.
Isto indica que uma familia de aspartil proteases esta presente no parasita. Foram
investigados os aspectos estruturais de inibicdo de aspartil proteases S. mansoni
pela pepstatina e por inibidores peptidomiméticos previamente sintetizados e
avaliados experimentalmente. As estruturas tridimensionais das enzimas SmCD1,
SmCD2 e SmCD3 foram construidas por modelagem comparativa, seguida da
metodologia de atracagdo molecular para gerar os complexos entre as enzimas e 0s
inibidores. Simulagdes por Dinamica Molecular foram realizadas com os complexos
enzimas/pepstatina. Ligagdes de hidrogénio, pontes salinas e interacdes
hidrofébicas foram analisadas para caracterizar a relacdo estrutura-atividade. A
enzima SmCD1 apresentou grande alteracdo conformacional na alga que conecta as
fitas s10C e s11C, proxima ao residuo de isovalina da pepstatina, que resultou em
contatos favoraveis entre a SmCD1 e a pepstatina. Esta interacdo resultou na
formagdo de um subsitio hidrofébico em S4. Tais mudangas conformacionais nao
sao observadas nos complexos com a SmCD2 e a SmCD3. Os resultados indicaram
que a especificidade de cada enzima pode estar associada aos residuos externos a
triade catalitica e que inibidores especificos para aspartil proteases de S. mansoni

podem ser futuramente desenvolvidos.
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mansoni (SmAPS) FOR DEVELOPMENT OF POTENCIAL ANTI-SCHISTOSOMAL
DRUGS

ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Ana Carolina Renné Sodero

Peptidases of parasites have been described as potential targets for chemotherapy.
Novel cathepsin D-like proteases of Schistosoma mansoni were identified, in addition
to SmCD1, an aspartyl protease required for hemoglobin metabolism. This indicates
that a family of aspartyl proteases is present in this parasite. It was investigated the
structural aspects of the SmCD proteases inhibition by pepstatin and peptidomimetic
inhibitors, previously synthetized and experimentally evaluated. Tridimensional
structures of SmCD1, SmCD2 and SmCD3 were modeled by comparative modeling,
followed by molecular docking methodology to generate enzyme-inhibitor complexes.
Molecular dynamics simulations were performed on complexes with pepstatin.
Hydrogen bonds, salt bridges and hydrophobic interactions were analyzed to
characterize structure-function relationships within the enzymes. SmCD1 showed a
large conformational change in the loop connecting the s10C and s11C strands, near
the isovaline of pepstatin, rendering favorable contacts with pepstatin. This
interaction resulted in a hydrophobic pocket within the S4 subsite. Such
conformational changes were not observed in the SmCD2 and SmCD3 complexes
with pepstatin. The simulation results indicated that the specificity of each enzyme
may be determined by non-active site residues and that specific inhibitors for aspartic

proteases of S. mansoni can be further developed.
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1INTRODUCAO

A pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos é um desafio, pois
necessita de grande capital e é largamente conduzida por incentivos do mercado
farmacéutico. Embora muitas terapias inovadoras tenham sido geradas, as mesmas
nao suprem as necessidades de doencas com as quais os incentivos comerciais ndo
sdo suficientes para alavancar o setor privado em investimentos de pesquisa e
desenvolvimento [1, 2]. Essas doengas sao comumente denominadas
“negligenciadas”, mas também sao conhecidas como tropicais, endémicas, orfas ou
pobres [1, 3]. Nos paises desenvolvidos, as doencgas “Orfas” afetam pequeno numero
de pessoas. Em paises menos desenvolvidos, onde algumas doengas podem afetar
milhdes de pacientes, a industria farmacéutica € relutante em investimentos no
desenvolvimento de novos farmacos, pois o retorno financeiro nao é garantido [1, 4].
Este € o caso da esquistossomose, uma doenga endémica no Brasil [5].

Dessa forma, torna-se essencial a pesquisa intensa dos érgéos de saude

publicos no combate a essas enfermidades.

1.1 ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose é uma doenga causada por trematdodeos do género
Schistosoma, que afeta cerca de 200 milhdes de pessoas no mundo todo [6]. Os
principais agentes etiolégicos sao as espécies S. mansoni, S. haematobium e S.
Japanicum [5].

No mundo, a esquistossomose ocorre em 54 paises, enfatizando-se aqueles
pertencentes ao continente africano, leste do Mediterraneo, América do Sul e
Caribe. No Brasil, essa parasitose é causada pelo agente etiolégico Schistosoma
mansoni e apresenta ampla distribuicdo geografica, sendo endémica nos estados do
Maranhao até Minas Gerais, com focos no Para, Piaui, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina, Goias, Distrito Federal e Rio Grande do Sul [7, 8].

A esquistossomose tem se tornado menos comum devido aos tratamentos e
prevencao existentes, mas €& importante advertir que a morbidade sutil ou indireta
devido a fatiga e a diminuicdo da capacidade fisica e cognitiva do paciente ainda é
um problema [9]. Embora o efeito da morbidade global da doenga seja controverso,

King e colaboradores [10] demonstraram associagdes significantes entre a

1



esquistossomose e anemia, dor crbnica, diarréia, intolerancia ao exercicio e
subnutricdo. Esses resultados indicam a necessidade de reavaliar as prioridades nas

pesquisas desta doenca silenciosamente endémica.

1.1.1 CICLO BIOLOGICO DA DOENCA

O S. mansoni apresenta um ciclo de vida complexo (FIGURA 1.1),
envolvendo hospedeiros definitivos (mamiferos) e intermediarios (molusco), além do
ambiente externo. No Brasil, o principal hospedeiro intermediario do S. mansoni é o

caramujo da espécie Biomphalaria glabrata [11].
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FIGURA 1.1. Representacédo do ciclo de transmissao do S. mansoni (adaptado de

[9).



O ciclo biologico da esquistossomose [5] se inicia quando os ovos do S.
mansoni sao eliminados pelas fezes do hospedeiro humano infectado. Caso as
fezes sejam disseminadas em agua doce, os ovos eclodem liberando uma larva
ciliada, denominada miracidio. Esse miracidio € o agente responsavel por infectar o
hospedeiro intermediario, o caramujo. Apds quatro a seis semanas, as larvas séo
liberadas pelo caramujo e ficam livres na agua, na forma de cercarias. A cercaria é a
forma infectante para o homem. O verme se desenvolve no organismo humano
durante duas a seis semanas apos a penetracdo das cercarias. Posteriormente, o
homem infectado pode transmitir a doenga ao eliminar os ovos de S. mansoni nas
fezes, por muitos anos.

A deposicédo de ovos no figado e outros érgéos € responsavel pela resposta
inflamatdria [12]. Muitas das pessoas infectadas podem, por sua vez, permanecer

assintomaticas [5].

1.1.2 CONTROLE DA DOENCA

O controle da esquistossomose € um dos pontos mais importantes e dificeis
para os servigos de saude publica. Além do controle farmacoterapéutico, deve-se
considerar também o controle dos moluscos, as condicbes de moradia e o
saneamento basico da populagéo, a educagao sanitaria e a adesdo aos programas
de controle [5, 13].

Atualmente, dois medicamentos estdo disponiveis para o tratamento da
esquistossomose, o praziquantel e a oxamniquina.

A oxamniquina € um composto tetraidroquinolinico (FIGURA 1.2, 1) semi-
sintético, efetivo apenas em infecgdes por S. mansoni, mas sem atividade sobre o S.
Jjaponicum e o S. hematobium. Esse farmaco provoca efeitos adversos
pronunciados, como sonoléncia e ataques epiléticos [9]. Além disso, é mais ativo em
vermes machos que em fémeas e € menos ativo em estagios imaturos do parasita
[14]. Adicionalmente, a resisténcia em pacientes estd bem documentada,
principalmente no Brasil [15].

O praziquantel € um composto quinolina-pirazina acilado (FIGURA 1.2, 2)
ativo em todas as espécies de Schistosoma. Esse composto se tornou o farmaco de
escolha no tratamento da esquistossomose devido a uma série de razdes, entre

elas: efeitos colaterais passageiros e de pouca intensidade, administragdo em dose
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Unica oral e baixo custo [9, 16] e amplo espectro de agao contra todas as espécies
de Schistosoma e contra cestdédeos [14]. No entanto, parasitas resistentes ao
praziquantel foram identificados em estudos de campo [17-20] e em culturas de
laboratério [21-23]. Sua atuagdo sobre ovos e formas imaturas do parasito é
praticamente nula [9, 24] e seu mecanismo de agao nao esta totalmente elucidado
[25], impedindo modificagbes quimicas racionais deste farmaco no intuito de

melhorar sua acgéo farmacoldgica.

N. _O
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FIGURA 1.2. Estrutura quimica da oxamniquina (1) e do praziquantel (2).

Além disso, a existéncia de um UuUnico tratamento efetivo no controle da
esquistossomose nao é adequada e o desenvolvimento de outros farmacos seria a
estratégia mais direta para evitar e contornar o problema da resisténcia. Assim,
consolida-se a necessidade de se encontrar alvos terapéuticos para o

desenvolvimento de novas moléculas esquistossomicidas.

1.1.2.1 PESPECTIVAS PARA O TRATAMENTO DA
ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose crbnica, causada pelos parasitas Schistosoma
haematobium, S mansoni, S intercalatum, S mekongi, ou S japonicum, é uma das
doencgas infecciosas mais prevalentes no mundo [10]. O praziquantel, farmaco de
escolha para o tratamento da esquistossomose (detalhes na segdo 1.1.2), € uma
molécula quiral administrada como racemato [26]. Um dos enantidbmeros, a forma
(R), é ativa (eutdbmero), enquanto que a forma (S) é inativa (distdmero). Ou seja, o

praziquantel esta disponivel no mercado em comprimidos com 600 mg, mas com
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apenas 300 mg do componente ativo. Além disso, sugere-se que o composto sem
atividade seja o maior contribuinte para o gosto desagradavel e amargo do
medicamento [27]. Dessa forma, tornou-se desejavel a produg¢do do enantibmero
ativo puro do praziquantel.

Existem duas abordagens basicas para a produgao do praziquantel como um
enantibmero puro [26]: (i) a sintese do racemato seguida da separagdo dos
enantibmeros e (ii) a sintese exclusiva do enantidmero desejado. Ambas sao viaveis
para produzir o praziquantel na sua forma ativa em larga escala, mas elevariam os
custos do medicamento, sendo mais dispendioso que a produg¢do racémica do
composto [26].

Dessa forma, uma estratégia para o avango da quimioterapia da doenga seria
a busca por tratamentos alternativos, o que adicionalmente poderia evitar o
desenvolvimento de resisténcia. Em 2007, Sayed e colaboradores [28] identificaram
uma série de promissores inibidores de tioredoxina-glutationa redutase (TGR,
“Thioredoxin-Glutathione Reductase”). Alguns inibidores apresentaram atividades na
faixa de micro a nanomolar e a incubacdo dos esquistossomos na presenca destes
levou a rapida inibicao da atividade da TGR e a morte do parasita. Além disso, o
tratamento de ratos infectados com o composto 4-fenil-1,2,5-oxadiazol-3-carbonitrila-
2-0xido levou a reducgdes significativas dos parasitas em multiplos estagios, sendo
sua atividade igual ou superior a do praziquantel. O composto foi ativo ainda contra
as trés maiores espécies infectantes para o homem: S. mansoni, S. haematobium e
S. japonicum.

Outra estratégia em constante desenvolvimento € a produg¢ao de vacinas para
evitar a infecgédo pelo parasita. A compreensao da resposta imunoldgica a infecgao
do esquistossomo, tanto em modelos animais quanto em humanos, sugere que o
desenvolvimento de uma vacina € possivel [29].

Durante as duas ultimas décadas, muitos laboratérios tiveram suas atencgdes
voltadas para a identificacdo de antigenos que induziam, pelo menos parcialmente,
a resposta imune a esquitossomose [30]. O desenvolvimento de vacinas para S.
mansoni resultou na proteina de 14kDa, denominada Sm14, que esta na Fase 1 de
testes clinicos [31]. Outra promissora vacina em testes clinicos € a BILHVAX, ou
Sh28GST, derivada do S. haematobium [32]. Alguns candidatos a vacina também

estdo em progresso para S. japonicum [29, 33].



O tratamento ideal seria uma combinagdo entre vacinacdo e quimioterapia,

reduzindo a morbidade total e limitando o impacto da reinfecgéo [33].

1.1.3 ASPARTIL PROTEASES

As proteases constituem uma das maiores familias de enzimas codificadas
pelo genoma humano com mais de 500 membros, segundo o banco de dados de
proteases MEROPS [34]. A classificagdo das proteases foi descrita por Rawling e
Barrett em 1993 [35] e se baseia na estrutura molecular, homologia e fungédo das
enzimas. Atualmente, esta abordagem € considerada a mais relevante para
distinguir e agrupar as peptidases [36].

De acordo com essa classificagao, as aspartil proteases (APs) pertencem ao
cla AA das peptidases, sendo caracterizadas por empregarem uma molécula de
agua ativada por dois residuos de aspartato como nucledfilo no ataque a ligagao
peptidica [34, 37, 38]. Todas sdo endopeptidases e sdo encontradas em organismos
diversos como vertebrados, plantas e virus.

O clan AA apresenta duas familias: A1 e A2. A familia A2 inclui as proteases
integradas por retrovirus no genoma humano, como a HIV protease. As peptidases
da familia A1 sdo descritas apenas em eucariotos e compreendem todas as enzimas
homdlogas a pepsina e quimosina e suas homodlogas lisossomais — como as
catepsinas D. A grande maioria das APs pepsina-simile apresenta melhor atividade
catalitica em pH acido, com excecéo da renina [34, 39]. A pepsina € amplamente
conhecida por seu papel na digestdo de proteinas de alimentos no estdmago de
vertebrados e por ser a segunda enzima a ter sido cristalizada [38].

As enzimas pepsina-simile estdo envolvidas em um grande numero de
processos bioldgicos e, por este motivo, muitas sdo atualmente consideradas para o

planejamento de farmacos.

1.1.3.1 FUNCAO BIOLOGICA

Aspartil proteases sao enzimas envolvidas em diversos processos fisioldgicos
importantes: como na regulagdo da pressao arterial, doenga amiléide, esporulagao
de fungos e na digestdo de hemoglobina pelos parasitos causadores da malaria e da
esquistossomose [40]. Catepsinas D e E de mamiferos sdo aspartil proteases que
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participam, dentre outros eventos, do catabolismo da Hb oriunda de eritrocitos [41-
43]. Além disso, parasitas como o Schistossoma parecem empregar a aspartil

proteases catepsinas D-similies nos estagions iniciais de clivagem da Hb [44].

1.1.3.2 ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DE ASPARTIL PROTEASES

Grande parte das aspartil proteases de eucariotos apresenta uma unica
cadeia polipeptidica que forma dois dominios com enovelamentos semelhantes. O
sitio catalitico esta localizado na junc&o dos dois dominios e contém dois residuos
de acido aspartico (Asp32 e 215, numeragédo da pepsina), um em cada dominio da
proteina, que sdo mantidos coplanares por uma rede de ligagdes de hidrogénio
conhecida como “fireman’s grip”, envolvendo as cadeias principais e laterais de
residuos vizinhos bastante conservados através da familia A1 [34, 37]. A estrutura
tridimensional (3D) da catepsina D humana e de outras aspartil proteases da familia
da pepsina compreende dois lobulos semelhantes, basicamente com o mesmo
enovelamento [45]. Cada I6bulo apresenta uma triade catalitica homologa
caracterizada pelos residuos Asp-Thr-Gly, com o sitio de ligagdo ao substrato
localizado entre os dois I6bulos. Nestas proteases, o nucledfilo que ataca a ligagao
labil no substrato € uma molécula de agua ativada pelos dois aspartatos [46, 47]. A
superficie da protease que é capaz de acomodar uma cadeia lateral de um residuo
do substrato é chamada subsitio [48] (FIGURA 1.3). Os subsitios sdo numerados
S1-Sn em direcdo ao N-terminal e S1’-Sn’ em direcdo ao C-terminal [48]. Os
residuos do substrato que a proteina acomoda sdo numerados como P1-Pn e P1’-
Pn’, respectivamente [48-50]. A estrutura do sitio ativo de cada protease define a

especificidade de determinado substrato.
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FIGURA 1.3. Representagdo esquematica do sitio de ligagdo de um substrato na

protease. Adaptado de [50].

1.1.3.3 MECANISMO CATALITICO DE ASPARTIL PROTEASES

Ja é bem estabelecido que uma molécula de agua ligada as carboxilas ativas
€¢ um membro essencial do sitio ativo, sendo uma caracteristica fundamental de
todas as enzimas semelhantes a pepsina, seus complexos com inibidores e
zimogénios [37, 39, 45]. Por outro lado, o estado de protonagdo dos residuos
cataliticos ainda é controverso, apesar de seu conhecimento ser essencial para um

melhor entendimento do mecanismo catalitico desta importante classe de enzimas.

1.1.3.3.1 ESTUDOS DE DIFRAGAO DE RAIOS X DE COMPLEXOS ENZIMA-
INIBIDOR

Em 1992, Veerapandian e colaboradores [47] propuseram um mecanismo de
catélise de aspartil proteases, baseando-se na estrutura cristalina da endotiapepsina
complexada a isosteros do estado de transi¢ao (IETs), como a substancia CP-81292
(FIGURA 1.4, 3). Tanto Veerapandian e colaboradores [47] quanto Bailey & Cooper
[51] demonstraram que a hidroxila presente neste inibidor e em inibidores
semelhantes substitui a molécula de agua encontrada no sitio catalitico da enzima

livre.
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FIGURA 1.4. Estrutura do composto CP-81292 (3).

A primeira etapa do mecanismo proposto inicia-se com o ataque nucleofilico
da agua a carbonila da ligacédo peptidica do substrato (FIGURA 1.5). Este ataque é
acompanhado por um rearranjo do préton carboxilico do Asp32 com o oxigénio da
carbonila do substrato e do ataque ao proton da agua pelo oxigénio da carboxila do
residuo Asp215, formando um intermediario tetraédrico.

Na terceira etapa, o intermediario gem-diolamina é formado pela inversao do
nitrogénio e rotagéo de 60° da ligagdo C—N, para que o mesmo fique exposto para a
subsequente protonacgao pelo Asp215 agora protonado. Este mecanismo [47] sugere
que o estado de transicao é estabilizado pela carga negativa do residuo de Asp32,
baseando-se na capacidade em formar ligagao de hidrogénio quando comparado ao

residuo de Asp215 em complexo com o intermediario gem-diolamina.
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FIGURA 1.5. Mecanismo catalitico de aspartil proteases proposto por Veerapandian
e colaboradores em 1992 [47]. Note que na passagem da 22 para a 32 etapa ocorre
a inversdo do nitrogénio e uma rotagao de 60° na ligagdo C—N, orientando assim o
orbital contendo o par de elétrons livre do nitrogénio para a captura do proton em
Asp215.



O ultimo passo consiste na protonagdo do nitrogénio do substrato,
acompanhada pelo rearranjo de um dos prétons da hidroxila do intermediario gem-
diolamina para o carboxilato do Asp32 e quebra da ligagdo C—N do intermediario. O
produto acido e a amina sao formados e a configuragao inicial do centro catalitico é
restaurada, onde o Asp32 esta protonado e o Asp215 esta dissociado.

Na faixa de pH o6timo dessas enzimas € esperado que os residuos de
aspartato compartilhem uma unica carga negativa [52]. O mecanismo apresentado
acima pressupde que, inicialmente, o residuo Asp215 (que age como uma base)
deve estar carregado negativamente, enquanto o Asp32 (que age como um acido)
deve estar protonado [47]. Adicionalmente, um importante papel dos residuos
adjacentes ao centro catalitico é preservar este estado dos acidos asparticos [45].

Rodriguez e colaboradores [53] realizaram um estudo com um substrato
peptidico de HIV-1 protease (Ac-Ser-GIn-Asn-Tyr-Pro-Val-Val-NH;) e propuseram
um mecanismo quimico semelhante ao descrito por Veerapandian e colaboradores
[47]. Os resultados mostraram coeréncia com os dados de cristalografia e dados
cinéticos da enzima [54, 55]. Durante a ligagdo do substrato, o residuo de Asp25
interage por ligacdo de hidrogénio com o oxigénio da carbonila do substrato,
tornando o nitrogénio da prolina carregado. Com isso, o carbono da carbonila estaria
acentuadamente eletrofilico para entdo sofrer o ataque da molécula de agua. Ou
seja, a transferéncia do préton ocorre do aspartato protonado para o oxigénio da
carbonila antes do ataque nucleofilico da agua, gerando uma amida O-protonada
[53]. Além disso, os autores sugerem a existéncia de uma ligagéo de hidrogénio de
baixa barreira (LBHB, do inglés “Low Barrier Hydrogen Bond”; ver se¢do 1.1.4.3.5)
para a ligacdo O—H-O entre a carbonila e o Asp32.

Também foi proposto por Pearl & Blundell em 1984 [39], por meio de estudos
de difragao de raios X da endotiapepsina, que um proton é partilhado entre os acidos
asparticos cataliticos, com a carga negativa deslocalizada em ambos os
carboxilatos. Contudo, quando o substrato se liga a enzima, a simetria local é
quebrada, causando a localizacdo preferencial do préton em um dos aspartatos
cataliticos, o qual sofre uma rotagcdo e produz uma ligagdo de hidrogénio com a
carbonila do substrato peptidico durante a reacao [56].

Entretanto, os atomos de hidrogénio ndo podem ser localizados por analises
ordinarias de estruturas obtidas por difracdo de raios X de proteinas. Dessa forma,

embora os mecanismos descritos baseados em estruturas cristalograficas fossem
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consistentes em termos gerais, faltavam evidéncias experimentais que
comprovassem o estado de protonagdo dos grupos do sitio ativo. Em geral, a
localizagdo dos atomos de hidrogénio no sitio catalitico de APs pdde ser inferida por
estudos de criocristalografia de raios X para regides particularmente bem ordenadas

das cadeias principais e das cadeias laterais [57].

1.1.3.3.2 ESTRUTURAS DE RAIOS X DE ALTA RESOLUCAO

Uma das caracteristicas principais do mecanismo proposto por Veerapandian
e colaboradores em 1992 [47] € o estado de protonagédo dos residuos de acido
aspartico do sitio catalitico ligados ao intermediario tetraédrico. A cristalografia de
raios X de alta resolucédo fornece uma alternativa para a definicdo dos estados de
protonacdo de carboxilatos. Grupos carboxilicos neutros apresentam diferencgas
entre os comprimentos de ligagdo C—OH e C=0 (1,33 A e 1,21 A, respectivamente)
enquanto carboxilatos ionizados apresentam comprimentos de ligacdo C-O iguais
(1,28 A) devido a simetria deste grupo [52, 57, 58]. Contudo, esta analise é
complicada quando as regides sdo desordenadas e apresentam altos fatores de
temperatura. Além disso, os atomos de hidrogénio envolvidos em LBHBs estardo
distribuidos entre duas posicdes, distantes 0,5 A, podendo apresentar fatores de
temperaturas aparentes altos.

Em 1987, foi proposto o envolvimento da transferéncia de um préton entre os
atomos de oxigénio internos da carboxila da diade catalitica no mecanismo de
catalise [59]. Entretanto, estudos de estruturas de alta resolugcdo da endotiapepsina
complexada a analogos do estado de transicdo demonstraram que ambos os acidos
asparticos cataliticos apresentam diferengas significativas no comprimento de
ligacdo C-O, caracteristico de grupos carboxilicos protonados. Este resultado indica
apenas duas possiveis posicdes para o proton nos residuos de acido aspartico
catalitico. Estes podem estar posicionados no oxigénio interno do Asp32 ou no
atomo de oxigénio externo do Asp215. A presenga do préton nas demais posicoes
(i.e., no atomo de oxigénio externo do Asp32 ou no atomo de oxigénio interno do
Asp215) nao € possivel, pois estas estdo muito distantes para formar ligagdes de
hidrogénio com a hidroxila do inibidor [58].

O refinamento da estrutura de trés complexos com inibidores baseados na

estrutura da estatina forneceram resultados sobre o comprimento de ligagdes muito
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semelhantes [58]. Segundo os autores, o residuo de Ser36 forma uma LBHB com o
oxigénio externo de Asp32 (distancia de c.a. 2,6 A). Outra provavel LBHB seria
formada entre o oxigénio interno de Aps33 e a hidroxila do grupo estatina do inibidor.
Para uma maior discussao sobre LBHBs em aspartil proteases, ver se¢cao 1.1.4.3.5.
Além disso, outros estudos de resolugdo atdbmica da endotiapepsina
sugeriram que a distribuicdo de carga no centro catalitico na auséncia de substrato &
simétrica - um efeito predito anteriormente por Pearl & Blundell em 1984 [39], mas
nao demonstrado até entdo. Contudo, vale destacar que o comprimento de ligagéao
pode ser influenciado pelos fatores de temperatura dos atomos envolvidos e, além
disso, € improvavel que ambos os acidos asparticos estejam protonados devido a
proximidade entre os grupos carboxilicos [57]. No complexo enzima-substrato,
assume-se que os protons da molécula de agua sao orientados em diregdo aos dois
aspartatos de forma a que os pares de elétrons livres dos oxigénios da agua estejam

dirigidos para o substrato, favorecendo o ataque nucleofilico [52].

1.1.3.3.3 EVIDENCIAS EXPERIMENTAIS BASEADAS EM ESTUDOS DE
RMN

Complementando os estudos de cristalografia de raios X, importantes estudos
de RMN foram realizados no intuito de elucidar o mecanismo catalitico de aspartil
proteases. Em 1982, Rich e colaboradores [60] utilizou um inibidor contendo uma
funcdo cetona como analoga do estado de transi¢do e sugeriu que esta substancia
se liga a enzima de forma semelhante ao intermediario gem-diolamina. Além disso,
outros estudos demonstraram que o0 mecanismo catalitico das aspartil proteases
envolve um intermediario que se liga de forma nao-covalente a enzima [61].

Em 1991, um estudo cinético utilizando RMN de 'O deu suporte para o
mecanismo de multiplas etapas e simultaneamente sugeriu que o ultimo passo, isto
€, a cisdo da gem-diolamina seria a etapa lenta da reagéo [55].

Cosgrove e colaboradores [62] realizaram um estudo em 1997, envolvendo a
pepsina e inibidores glioxais. Concluiu-se que o principal papel das ligagbes de
hidrogénio para os intermediarios tetraédricos em aspartil proteases € orientar
corretamente este intermediario para que ocorra a reagdao. Os autores nao
encontraram evidéncias sobre a existéncia das LBHBs na formacado dos complexos

entre a enzima e os inibidores. Entretanto este assunto é bastante controverso.
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Coates e colaboradores [58] sugeriram a ocorréncia de LBHBs por meio de estudos

de 'H-RMN. Para mais detalhes, ver segdo 1.1.4.3.5.

1.1.3.3.4 ESTUDOS DE DIFRAGCAO DE NEUTRONS

Cristalografia de proteinas por difragdo de néutrons é realizada em amostras
embebidas em D,0O para permitir a troca de hidrogénio por deutério. Este ultimo
pode ser observado na difragdo de néutrons, indicando a posigdo do préton no
complexo [63]. Desta forma, esta técnica consiste em uma poderosa ferramenta na
analise por raios X, pois possibilita apontar detalhes nas posi¢cées dos atomos de
hidrogénio, além de revelar a estrutura do solvente [57, 64, 65]. Esta habilidade em
visualizar e discriminar atomos de hidrogénio € de grande valor no estudo de
mecanismos enzimaticos e o trabalho de Kossiakoff (1980) foi pioneiro nesta area
[64].

A primeira evidéncia experimental para o mecanismo de aspartil proteases
surgiu através de estudos de difracdo de néutrons com cristais de endotiapepsina
ligada ao inibidor H271 [57, 66]. Este inibidor apresenta um IET, o grupo
hidroxietileno (—CH(OH)CH2-), que mimetiza um dos grupamentos hidroxila do
intermediario tetraédrico e substitui a molécula de agua localizada no centro
catalitico da enzima nativa.

O resultado da cristalografia por difragcdo de néutrons [57] mostrou uma
densidade diferente para os atomos de deutério na hidroxila do inibidor e no oxigénio
externo da carboxila de Asp219 (FIGURA 1.6). A hidroxila parece formar uma
ligacdo de hidrogénio curta com o atomo de oxigénio externo do residuo de Asp219,
indicando que o proton (assinalado pela posi¢édo do deutério) deve se localizar entre
estes atomos, o que permitiria a formagao de uma ligagado de hidrogénio [57]. Este
estudo forneceu a primeira evidéncia experimental direta apoiando a distribuicdo de
atomos de hidrogénio presentes no sitio catalitico da enzima no estado ligado ao
intermediario tetraédrico, tal como aparece no mecanismo proposto por

Veerapandian e colaboradores [47].
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FIGURA 1.6. Estrutura do sitio catalitico da endotiapepsina complexada ao inibidor
analogo ao estado de transicdo H271. Fonte: PDB, Protein Data Bank [67], codigo
1GKT [52].

Recentemente, Tuan e colaboradores [68] realizaram um estudo de difracéo
de néutrons da endotiapepsina formando um complexo com o inibidor gem-diol PD-
135040, demonstrando que o residuo de Asp215 apresenta o oxigénio externo
protonado e que o Asp32 se encontra carregado e possivelmente fazendo uma
LBHB com a hidroxila mais externa do grupamento gem-diol do inibidor [69]. Este

resultado confirma aqueles obtidos por Coates e colaboradores em 2001 [57].

1.1.3.3.5 LIGACOES DE HIDROGENIO DE BAIXA BARREIRA

Ligacdo de Hidrogénio de Baixa Barreira (LBHB, do inglés “Low Barrier
Hydrogen Bond”) € um tipo peculiar de ligagdo de hidrogénio, caracterizada
principalmente pela curta distancia (tipicamente menores que 2,5 A) entre os atomos
aceitadores e doadores. A proximidade entre esses tipos de atomos reduz a barreira
de energia que normalmente previne a transferéncia do atomo de hidrogénio do
grupo doador para o grupo receptor, o que facilita a troca rapida do préton entre
esses grupos [70, 71]. Duas caracteristicas peculiares distinguem as LBHBs das
ligacbes de hidrogénio normais: a curta distdncia entre grupos doadores e
aceptores, conforme determinada por cristalografia de raios X [70] e o sinal tipico
detectado pelo "H-RMN entre 16 e 21 ppm [52, 58].

Com base no conceito de LBHB, Northrop [72] propdés um mecanismo
catalitico para APs cuja principal caracteristica € a presenga de estrutura ciclica de

14



10 membros envolvendo os oxigénios externos dos aspartatos cataliticos na etapa
inicial de protdlise da agua [72]. Acredita-se que a alta penalidade entropica para a
formacéo deste anel € compensada pela estabilizacdo ocasionada pela formacéo da
LBHB. Northrop também sugeriu uma etapa de isomerizagao final que retorna a
enzima ao estado em que se forma a LBHB. Contudo, a estrutura proposta para a
forma da enzima ligada ao intermediario tetraédrico neste mecanismo mostrou-se
incompativel com os dados mais recentes de difragdo de néutrons, conforme ja
descrito.

Rodriguez e colaboradores [53] sugeriram a existéncia de LBHBs para a
formacdo do complexo enzima-intermediario durante o mecanismo de catalise.
Coates e colaboradores [58] também apresentaram a hipotese da ocorréncia de
LBHBs entre os carboxilatos cataliticos da endotiapepsina complexada a diversos
inibidores, devido a presenga de inumeros picos entre a regiao de 15,5 e 18,5 ppm
no espectro de RMN-"H. Contudo, estes resultados foram criticados por Cosgrove e
colaboradores [62], que ndo detectaram nenhum sinal acima de 15 ppm, sugerindo
que este tipo de interagdo ndo é formado no complexo entre pepsina e pepstatina.
Segundo os autores, a auséncia deste tipo de interagdo indica que a catalise pela
pepsina ocorre por um mecanismo concertado envolvendo um intermediario neutro.
Logo, o aduto tetraédrico neutro forma ligagdes de hidrogénio mais fracas que
aquelas envolvendo grupos carregados.

Embora a pepsina tenha sido uma das primeiras proteinas cuja estrutura
tridimensional foi desvendada em nivel atdbmico, os detalhes de seu mecanismo
catalitico, e das aspartil proteases em geral, permanecem alvo de intensa
investigacdo. Algumas evidéncias experimentais ja foram alcancadas, mas muitas
contradicbes ainda sao encontradas, principalmente em relacédo a existéncia das
LBHBs. Vale ressaltar que o mecanismo catalitico proposto por Veerapandian e
colaboradores em 1992 [47] apresentou algumas de suas principais caracteristicas
confirmadas somente 10 anos mais tarde por Coates e colaboradores [57] em um
estudo de difragao de néutrons.

Ha uma quantidade razoavel de dados experimentais que mostram que o
estado de protonagéo da enzima livre é alterado mediante a ligacéo do substrato ou
de IETs [47, 56, 57, 60, 69, 73-76]. Desta forma, o mecanismo de acio consistente
com a maioria dos dados disponiveis € um em que um dos residuos de aspartato

cataliticos atua como acido/base geral, ou seja, atuando num primeiro momento do
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ciclo catalitico como uma base e num segundo momento como um &cido (o termo
"geral" é para distinguir estratégias cataliticas que utilizam uma molécula de agua,
especificamente, como doador/aceptor de protons). A caracteristica chave deste
mecanismo € a ativagao da molécula de agua por um dos aspartatos e subsequente
protonagcédo do atomo de nitrogénio do grupo de saida, enquanto que o outro
aspartato, protonado, faz uma forte ligacdo de hidrogénio com o atomo de oxigénio
da carbonila do substrato, onde uma carga negativa se desenvolve.

Entretanto, é cada vez mais clara a nogcdo de que enzimas diferentes da
familia da pepsina podem apresentar pequenas, porém importantes variagdes deste
mecanismo geral. Ainda, ha indicagbes de que diferentes ligantes podem induzir
diferentes estados de protonacgao do sitio ativo [77].

Toda essa diversidade abre um campo fértil na fronteira da pesquisa em
biologia estrutural e quimica medicinal, pois a elucidagdo detalhada da catalise
realizada por APs pepsina-simile € de alta relevancia para o desenvolvimento de
inibidores, muitos dos quais podem ser potenciais farmacos para o tratamento de
doengas infecciosas, como malaria e esquistossomose, ou doengas degenerativas,

como Alzheimer.

1.1.3.4 ASPARTIL PROTEASES DE S. mansoni

Sugere-se que uma cascata proteolitica compreendendo aspartil e cisteinil
proteases esteja envolvida na degradagdao da hemoglobina como fonte de nutricao
de helmintos como o Schistosoma [78, 79]. Neste contexto, propde-se que as
aspartil proteases sejam possiveis alvos para o desenvolvimento de novos farmacos
contra a esquistossomose.

Em 1997, Wong e colaboradores [80] identificaram uma aspartil protease de
S. mansoni similar a catepsina D (denominada aqui de SmCD1). A catepsina D, por
sua vez, € uma aspartil protease semelhante a pepsina, pertencente a familia A1
das peptidases [34]. Essa enzima € expressa em diversas células e tecidos de
mamiferos e esta localizada principalmente nos lisossomas.

Abordagens utilizando RNA de interferéncia para avaliar a fungédo da SmCD1
foram empregadas por Delcroix e colaboradores em 2006 [81] e por Morales e
colaboradores em 2008 [82]. Importantes alteragdes fenotipicas foram encontradas,

como retardo de crescimento in vitro e supressao da atividade enzimatica da
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SmCD1 [82]. Adicionalmente, o pigmento negro de hemozoina (produto final da
protedlise da hemoglobina que acumula no intestino do parasita) ndo estava
aparente no intestino dos esquistossomulos tratados. Esses 6rgaos apresentaram-
se com uma coloragao avermelhada, indicando a presenga da hemoglobina intacta.
Os resultados sugeriram que a catepsina D de S. mansoni esta envolvida nos
estagios iniciais da clivagem da hemoglobina [81] e que essa enzima é essencial
nas fases em que o parasita se encontra no hospedeiro humano [82]. Além disso,
Brindley e colaboradores [44] demonstraram que a SmCD1 cliva sitios da
hemoglobina humana diferentes dos sitios atacados pela catepsina D humana.

Estes resultados indicam que a SmCD1 é um possivel alvo para intervencdes
anti-esquistossomicidas e destacam a especificidade para o desenvolvimento de
inibidores capazes de discriminar a protease do parasito da protease homoéloga mais
relevante no hospedeiro humano.

Entretanto, analises de bancos de etiquetas transcritas e do genoma de S.
mansoni indicaram que uma familia de aspartil proteases esta presente neste
parasito (denominadas coletivamente como SmAPs), embora apenas a enzima
SmCD1 seja descrita na literatura. Dentre os novos genes identificados pelo grupo
do Dr. Floriano Paes Silva Jr, do Laboratério de Bioquimica de Proteinas e
Peptideos (IOC/FIOCRUZ), foram sequenciadas integralmente duas novas SmAPs
denominadas SmCD2 e SmCD3 (dados ndo publicados). Avangos na purificagao,
expressao e caracterizacdo, no que se refere a estrutura e fungao destas novas

enzimas, estido em constante desenvolvimento.

1.1.3.5 INIBIDORES DE ASPARTIL PROTEASES

Os mecanimos pelos quais as proteases reconhecem seletivamente
moléculas pequenas sao conhecidos por experimentos com substratos/inibidores
peptidicos [83]. Tradicionalmente, os inibidores de proteases sdo desenvolvidos pela
triagem de produtos naturais para a identificagdo de compostos lideres, com
subsequente otimizacdo, ou por meétodos empiricos baseados no substrato,
envolvendo a redugdo de substratos polipeptidicos em peptideos menores (< 10
aminoacidos) e a substituicdo de ligagdes amidicas por isdsteros que nédo podem ser
clivados. Esses tipos de inibidores, conhecidos como isésteros do estado de

transicdao (IETs), foram utilizados como modelos para o estado de transicao
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tetraédrico e para auxiliar na elucidagdo do mecanismo catalitico de aspartil
proteases [47, 56, 57, 60, 69, 73-76]. Todas as estruturas mimetizam o intermediario
tetraédrico que ocorre durante a hidrélise de um dipeptideo.

A pepstatina (FIGURA 1.7, 4) é um inibidor especifico das enzimas da familia
A1, isolado primeiramente por Aoyagi e colaboradores em 1971 [84]. Este inibidor &
um pentapeptideo hidrofébico que apresenta dois residuos do aminoacido estatina
(Sta). A estatina central da pepstatina foi identificada como a porcao estrutural
responsavel por sua agao bioldgica [85, 86]. A hidroxila desse residuo interage com
os atomos de oxigénio OD2 de ambos os residuos de aspartato (32 e 215),

substituindo a molécula de agua observada nesta posigdo das enzimas nativas.
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FIGURA 1.7. Estrutura quimica da pepstatina (4).

Segundo dados experimentais, os inibidores peptidomiméticos de aspartil
proteases se ligam ao sitio ativo numa conformacéao estendida com 8-10 residuos de
aminoacidos ocupando o sitio ativo [56, 87-90]. Os inibidores que apresentam maior
afinidade pelo sitio ativo sdo aqueles que possuem uma hidroxila capaz de
mimetizar o arranjo tetraédrico do estado de transigdo. Esta hidroxila interage por
uma ligacédo de hidrogénio com ambos os aspartatos cataliticos na mesma posicéo
que uma molécula de solvente na enzima nativa [63, 91, 92], e a maioria dos
analogos do estado de transicdo, como a estatina, mimetiza este arranjo [57]. O
desenho de drogas baseado no substrato vem sendo continuamente aperfeicoado

pela disponibilidade da estrutura 3D de diversas proteases.

1.1.3.5.1 INIBIDORES DE ASPARTIL PROTEASES DE S. mansoni

Em 2007, a equipe do Dr. Floriano Silva Paes Jr do Laboratério de Bioquimica
de Proteinas e Peptideos - LBPP (IOC/FIOCRUZ) desenhou um conjunto de
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compostos peptidomiméticos com base no sitio de hidrélise F41-F42 da cadeia 3 da
hemoglobina humana pela enzima SmCD1 [44] e na analise computacional prévia
da especificidade do substrato [93]. A sintese dos compostos foi realizada em
colaboragdo com o grupo da Dra. Maria Aparecida Juliano, da UNIFESP. Dentre
todos os inibidores sintetizados, trés inibidores, denominados LBPP1, LBPP37 e
LBPP38, além da pepstatina, ja foram avaliados experimentalmente e utilizados em
estudos computacionais nesse trabalho. Os compostos da série LBPP séo
peptidomiméticos que diferem no residuo central derivado de estatina (FIGURA 1.8).
Os ensaios experimentais in vitro foram realizados no Laboratério de Bioquimica de
Proteinas e Peptideos (IOC/FIOCRUZ), quanto as suas poténcias de inibicdo da
atividade de aspartil proteases presentes no extrato aquoso de vermes adultos de S.
mansoni (SmAPs). Os ensaios foram realizados em pH étimo para catalise (pH 3,5)
[81].

Como as enzimas cisteinil proteases estdo presentes nesse extrato e
permanecem ativas nas condi¢gbées do ensaio (pH 3,5) [79], a atividade das aspartil
proteases foi selecionada adicionando-se as reacdes o inibidor E-64, especifico

para a classe de cisteinil proteases.
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FIGURA 1.8. Valores de ICsy e K| para os inibidores peptidomiméticos utilizados

nesse trabalho. Os ensaios experimentais in vitro foram realizados quanto as suas

poténcias de inibigdo da atividade de aspartil proteases presentes no extrato aquoso

de vermes adultos de S. mansoni (SmAPS).

1.2 DESENVOLVIMENTO RACIONAL DE FARMACOS

O processo de descoberta de novos farmacos se inicia com o conceito

terapéutico que geralmente € baseado no conhecimento prévio da doenca [94]. Este

processo € iterativo e multidisciplinar,

envolvendo diversos tipos de dados

experimentais disponiveis [95], como ilustrado na FIGURA 1.9.
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FIGURA 1.9. Estratégias para a descoberta de farmacos. As estratégias mais
utilizadas sdo aquelas baseadas no conhecimento, derivadas da literatura, de
ligantes enddégenos, de informagbes bioestruturais ou de estudos bioquimicos e

farmacolégicos.

A quimica medicinal tem um papel inicial crucial na descoberta de novos
farmacos, ao preparar novos compostos quimicos e, com o adequado conhecimento
da doenga-alvo e de terapias farmacoldgicas, propor novos farmacos [96].

Durante os anos 80, os avancos na simulacdo computacional de sistemas
biomoleculares levaram a expectativa de que tais metodologias seriam de grande
utilidade para guiar o desenho molecular [97]. O planejamento de farmacos auxiliado
por computador (CADD, “Computer-Assisted Drug Design”) utiliza ferramentas
computacionais para auxiliar na analise das interagdes quimicas entre um ligante e
seu receptor e na exploragéo dos fatores estruturais relacionados ao efeito biolégico
[98]. O papel da modelagem molecular no desenho de farmacos esta dividido em

dois paradigmas distintos [99]. O primeiro esta relacionado a relagdo estrutura-
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atividade de moléculas pequenas (ligantes) que tenta racionalizar a atividade
biolégica na auséncia da estrutura tridimensional do receptor (LBDD, do inglés
‘Ligand-Based Drug Design”). O segundo esta focado na compreensdo de
interacdes entre receptor e ligante, utilizando-se a estrutura tridimensional do alvo
terapéutico (SBDD, do inglés “Structure-Based Drug Design”).

A modelagem molecular e suas representag¢des graficas permitem prever e
explorar aspectos tridimensionais do reconhecimento molecular e gerar hipéteses
que levem ao planejamento racional e a sintese de novos ligantes, como também
podem auxiliar na otimizagdo de compostos ja existentes e com atividade inibitoria
conhecida [100, 101]. Os métodos in silico podem ser aplicados a estudos de: (a)
alvos como sequéncia de proteinas e DNA, genomas, vias, tecidos e orgaos, (b)
moléculas pequenas, e (c) complexos de ligantes com proteinas, DNA ou RNA [95].

Uma série de abordagens computacionais pode ser utilizada, tais como
hipéteses geradas por farmacoéforos, dinamica molecular, mecéanica quantica (QM),
métodos hibridos de mecanica quantica e mecanica molecular (QM/MM), atracagao
molecular (muito conhecido pelo nome original, “docking”), triagem virtual, relagao
quantitativa estrutura-atividade (QSAR, do inglés “Quantitative Structure Activity
Relationship”) etc. A seguir, estdo descritos os conceitos basicos de modelagem

molecular e os métodos utilizados ao longo desse trabalho.

1.2.1 CONCEITOS BASICOS

Modelagem Molecular, segundo o “Glossario de Termos Usados no
Planejamento de Farmacos” [102], é a investigacdo das estruturas e das
propriedades moleculares utilizando a quimica computacional e as técnicas de
visualizacdo grafica, visando fornecer uma representagao tridimensional, sob um
dado conjunto de circunstancias.

Em geral, pode-se dividir a modelagem molecular em métodos quéanticos e
métodos classicos. Os métodos quanticos representam explicitamente os elétrons
nos calculos, sendo a energia obtida através das equacdes da mecanica ondulatoria.
Isto torna possivel derivar propriedades que dependam da distribuicao eletrénica e,
particularmente, investigar reagées quimicas onde ligagdes sao quebradas e

formadas [103]. Duas classes de métodos podem ser derivadas da mecanica
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quantica: ab inito e semi-empirico. O método semi-empirico envolve
parametrizagcdes com dados experimentais ou previamente calculados [104].

Entretanto, muitos sistemas ndo s&o viaveis de serem considerados por
meétodos de mecanica quantica devido ao tamanho do problema [103, 105]. Dessa
forma, utilizam-se os métodos de mecanica classica, que ignora os movimentos dos
elétrons e calcula a estrutura e a energia de um sistema apenas como fung¢ao das
posi¢cdes dos nucleos [103, 106]. Nesta metodologia, emprega-se uma fungdo de
interagcdo denominada “campo de for¢ga” que fornece uma expressao para a energia
potencial como fung¢ao das coordenadas espaciais [103, 104, 106].

A escolha entre os meétodos de calculo existentes deve se basear nas
propriedades que se deseja avaliar, na precisdo desejada dos resultados e na
capacidade computacional disponivel para a realizacdo dos calculos [104]. Uma

breve descrigdo das metodologias utilizadas nesse trabalho sera fornecida a seguir.

1.2.2 METODOLOGIAS DE MODELAGEM MOLECULAR APLICADAS
AO PLANEJAMENTO DE FARMACOS

1.2.2.1 MODELAGEM COMPARATIVA OU MODELAGEM POR
HOMOLOGIA

A modelagem comparativa, também conhecida como modelagem por
homologia, € uma metodologia utilizada para criar modelos de estrutura de uma
proteina, baseando-se no principio de que proteinas com sequéncias semelhantes
apresentam estruturas tridimensionais similares [107, 108]. Como o numero de
estruturas resolvidas experimentalmente aumenta lentamente quando comparado ao
numero de novas sequéncias depositadas em bancos de dados, esses métodos sao
de enorme interesse [109] (FIGURA 1.10). As estruturas tridimensionais de novos
alvos moleculares, principalmente proteinas, enzimas e receptores sao de grande

importancia para a compreensao dos fendbmenos bioldgicos a nivel molecular.
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FIGURA 1.10. Dados de sequéncias e estruturas depositadas nos principais bancos
de dados de proteinas. (A) TrEMBL (Uniprot [110]) e (B) Swiss-Prot (Uniprot [110]);
(C) Numero de estruturas resolvidas experimentalmente no PDB [67]. Acesso aos
dados: junho de 2011.

O processo de construgao e validagao dos modelos consiste basicamente em
quatro etapas [107, 111]:

(1) Identificar estruturas tridimensionais resolvidas experimentalmente que
serao utilizadas como estruturas de referéncia. Em geral, os modelos confiaveis
podem ser gerados se apresentarem 30% ou mais de identidade com as proteinas
de referéncia [107, 111, 112].

(2) Alinhar as sequéncias-alvo e as sequéncias das estruturas de referéncia.
A etapa de alinhamento é crucial, pois erros na identificagdo de dominios, tais como
alcas e sitios de ligacdo do ligante, geram modelos de baixa qualidade, limitando
sua utilizagao no processo de descoberta de novos farmacos [107].

(3) Construir modelos baseando-se no alinhamento, realizado na etapa
anterior, e nas estruturas tridimensionais das proteinas de referéncia. A construcao
da parte interna da proteina-alvo (regides conservadas) fundamenta-se na idéia de
que a conformacao da cadeia principal da estrutura-molde pode ser transferida para

aquela. Posteriormente, as conformag¢des das algas sdo avaliadas, seguida da
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adicdo das cadeias laterais [111]. Os métodos principais de construgao dos modelos
séo [109]:

e Modelagem por corpos rigidos (“modeling by rigid-body assembly”): um
exemplo de programa que utiliza esse método & Swiss-Model [113, 114]

e Modelagem por combinacdo de segmentos (“‘modeling by segment
matching”): utilizado pelo programa Composer [115]

e Modelagem por satisfacdo de restricbes espaciais (“modeling by
satisfaction of spatial restraints”): implementado no programa Modeller [116]

(4) Validar ou rejeitar os modelos construidos na terceira etapa. Diversos
programas podem ser utilizados na validacdo de modelos obtidos por modelagem
comparativa. Para validacdo da qualidade estereoquimica da estrutura, os softwares
mais utilizados sao o WHATIF [117] e o PROCHECK [118].

O software PROCHECK [118] avalia diversos parametros estereoquimicos e
fornece graficos, como por exemplo, o grafico de Ramachandran (FIGURA 1.11). As
estruturas secundarias de uma proteina podem ser descritas pelos angulos de
torcado @ e W, que séo repetidos a cada aminoacido, ao longo da cadeia
polipeptidica. Os valores permitidos desses angulos, ou aceitaveis para estruturas
tridimensionais das proteinas, sdo demonstrados pelo grafico de Ramachandran.

Este grafico € baseado na analise de 118 estruturas com resolugdo minima
de 2A. Para um modelo considerado de boa qualidade, espera-se que mais de 90%

dos residuos de aminoacidos estejam nas regides mais favoraveis.
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FIGURA 1.11. Representacdo do grafico de Ramachandran. As regides permitidas
estdo mostradas para os aminoacidos: (a) regides de hélices a mais favoraveis; (a)
regides de hélices a adicionalmente permitidas; (~a) regides de hélices a
generosamente permitidas; (b) regides de folhas  mais favoraveis; (b) regides de
folhas [ adicionalmente permitidas; (~b) regides de folhas (B generosamente
permitidas; (l) regides de hélices a de mao esquerda mais favoraveis; (i) regides de
hélices a de mao esquerda adicionalmente permitidas; (~l) regides de hélices a de
mao esquerda generosamente permitidas; (p) regides para glicinas adicionalmente
permitidas; (~p) regides para glicina generosamente permitidas (modificado de
[119)).

Outras propriedades também sdo usadas para a validacdo de modelos
construidos por modelagem comparativa. Como exemplo, pode-se citar o programa
PROVE [120], que avalia o volume dos atomos nas proteinas através de dados
estatiticos obtidos de estruturas tridimensionais de proteinas com alta resolucéo.
Este conjunto de dados de alta qualidade € utilizado para estabelecer volumes
esperados. Os atomos das proteinas sao classificados através do Zscore, que é o
quanto o desvio padrao do volume esta da média do tipo de atomo em questao.

O programa VERIFY-3D [121] determina a compatibilidade de um modelo
atdbmico tridimensional com sua sequéncia de aminoacidos pelo assinalamento de
sua classe estrutural baseado no seu ambiente (hélices a, folhas B, algas, polar e
apolar etc). Com isso, o software compara esses resultados com estruturas de alta

resolugao.
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1.2.2.1.1 MODELLER

De posse do alinhamento correto, varios métodos podem ser utilizados para a
construgcao dos modelos tridimensionais [122, 123]. Entre eles, destaca-se o0 método
denominado “satisfaction of spatial restraints” implementado pelo programa Modeller
[116], utilizado neste trabalho. Esse programa inicia a construgdo do modelo
utilizando restricdes de distéancia e angulos diedros na sequéncia alvo derivadas do
alinhamento com as estruturas 3D de referéncia [124]. Em seguida, as restricdes
espaciais e os termos do campo de forca CHARMM22, que impdem a
estereoquimica apropriada, sdo combinados na fungdo objetiva. Finalmente, o

modelo é gerado pela otimizacado da fungao objetiva no espago Cartesiano [123].

1.2.2.2 ATRACAGCAO MOLECULAR (“DOCKING”)

O processo de atracagcdo molecular (do inglés, “docking”) consiste na
avaliacdo da conformagdo e orientacdo de um ligante no sitio de ligacdo da
molécula-alvo, propondo a estrutura do complexo receptor-ligante [125, 126]. Os
principais objetivos desta metodologia sao dois: a modelagem estrutural precisa e a
estimativa da atividade de um ligante [126].

Os programas de atracacdo molecular contam com dois componentes
complementares: um método para explorar o espago conformacional do ligante e/ou
da proteina-alvo e outro para avaliar os modos de ligacdo propostos (fungcbes de
pontuagao) [126, 127].

Véarias metodologias s&o empregadas na busca conformacional para
considerar o modo de ligagdo das moléculas. Elas podem ser divididas em quatro
tipos [125, 128]:

(1) Busca Sistematica: Sdo baseados numa grade de valores para cada
grau de liberdade e cada um desses valores € explorado de forma combinatéria
durante a busca. Um exemplo de busca sistematica € a construcdo incremental
utilizada pelo programa FlexX [129]. Este método divide o ligante em fragmentos, um
dos quais é selecionado como ancora e rigidamente colocado no sitio de ligacédo
[125, 128]. As demais regides sao adicionadas sequencialmente, por uma varredura
dos angulos torsionais.

(2) Busca Estocastica: Explora a conformagdo do ligante de forma

aleatodria, com alteragdes randémicas. Os métodos mais usuais sdo os algoritmos
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genéticos e a busca por Monte Carlo. Os algoritmos genéticos sdo baseados na
teoria de evolugédo de Darwin. As solu¢des de um ligante sdo representadas por um
cromossomo e 0s genes codificam cada angulo torsional [128]. Cada solugéo
envolve a transmissdao da informacdo genética através da reproducgédo, que é
alterada por operadores genéticos como mutagado e cruzamento. Modificagbes dos
algoritmos genéticos foram implementadas eficientemente por alguns programas,
como por exemplo, o AutoDock [130].

No método de Monte Carlo, a solugdo de um ligante &€ modificada
aleatoriamente pela rotacédo das ligagdes, translacdo e/ou rotagédo do ligante, sendo
a nova conformacéo avaliada [125, 128]. Se a nova conformacéo apresenta menor
energia, ela € mantida. Se a conformacao tiver maior energia, ela pode ser rejeitada
ou pode ser usado um filtro como, por exemplo, o critério de Metrépolis. Este filtro
leva em consideracdo a temperatura, permitindo que conformacgdes de mais alta
energia existam. MCDOCK [131] € um exemplo de programa que utiliza a
metodologia de Monte Carlo como busca conformacional.

(3) Busca Deterministica: Neste método, a conformagéao inicial determina
0s préximos passos para gerar uma nova conformacao, que em geral é igual ou
menor em energia que a inicial. Exemplos de métodos deterministicos sao os
meétodos de minimizagcao de energia e as simulagdes por dindmica molecular [125].

(4) Consensus: A combinacdo de um ou mais métodos de busca
conformacional também pode ser utilizada [128]. Por exemplo, o programa AutoxX
[132] combina as fungbes de pontuagao dos programas AutoDock e FlexX.

As fungdes de pontuagao (“score”) sdo usadas como estimativas da afinidade
de ligagdo para a molécula submetida a atracagdo molecular [133]. Estas fungdes
sdo necessarias, pois servem como ajuste na otimizacdo da orientagédo e
conformacao do ligante. Elas sao classificadas em quatro tipos [126, 128, 134]:

(1)  Funcdes baseadas em campo de forga: Sdo derivadas dos campos de
forga, que originalmente foram desenvolvidos para reproduzir as propriedades
conformacionais, termodinamicas e cinéticas de complexos proteina-ligante [126,
128]. Em geral, as fungdes baseadas em campo de forga sdo combinadas com os
termos das fungdées empiricas, como termos de solvatagéo e entropia de ligagéo no
AutoDock [130].

(2)  Fungbes empiricas: Baseiam-se na idéia de que a energia de ligagao
pode ser decomposta em contribui¢ées individuais, como por exemplo, ligagcdes de
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hidrogénio, efeitos hidrofébicos, interacdo metal-ligante, entre outros. Entre as
funcdes de pontuagdo empiricas mais comuns encontra-se ChemScore [135],
implementada pelo programa GOLD [136].

(3) Funcbes baseadas em conhecimento: Os complexos proteina-ligante
sao modelados utilizando-se potenciais de interagdo entre pares atdbmicos. Tal como
as funcbes empiricas, as fungdes baseadas no conhecimento se propdem a
reproduzir dados experimentais [126]. Exemplos de fungdes baseadas no
conhecimento sdo DrugScore [137, 138] e PMF [139, 140].

(4)  Consensus: Assim como na busca conformacional, as fun¢des de
pontuagdo também podem ser utilizadas juntas para aperfeicoar a probabilidade de
identificar as melhores conformagdes. Um exemplo € o X-CSCORE [141].

Adicionalmente, as fungbes de pontuacdo podem apresentar simplificagdes
que negligenciam muitos termos, como contribuicdes de solvatacao e entropia [128].
Logo, ndo se pode esperar que as fungdes fagcam avaliagdes de afinidade precisas,
mas sim previsdes qualitativas. Entretanto, elas devem reconhecer solugdes
mostrando boa complementaridade eletrostatica e estérica entre receptor e ligante e
dar as melhores classificagdes aos compostos mais ativos. Ao contrario, os ligantes
menos ativos devem ter as pontuagcbes mais baixas. Esta etapa € critica na
descoberta de novos compostos lideres.

Atualmente, os grandes desafios na metodologia de atracagdo molecular
consistem na flexibilidade das proteinas e na auséncia de fungcdes de pontuagao
robustas [126, 142, 143].

1.2.2.2.1 AUTODOCK

O AutoDock € um conjunto de programas gratuitos, desenvolvido pelo grupo
de Arthur J. Olson da Universidade da Califérnia (San Diego, EUA) que realiza a
atracacao molecular de um ligante flexivel com o sitio de uma macromolécula [130].
O programa utiliza, dentre outros, o algoritmo genético Lamarckiano (LGA) como
método de busca conformacional. Os algoritmos genéticos séo inspirados na teoria
evolucionaria de Darwin. Cada busca do 6timo conformacional consiste na geracao
de uma populacdo de individuos. Cada individuo representa uma possivel solugao
para o problema de atracagcdo, que € a configuracdo do ligante em relagdo a

proteina. Assim, cada configuragdo do ligante é representada por um cromossomo,
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constituido por genes que representam os graus de liberdade translacional,
orientacional e conformacional. Esses individuos sdo avaliados pela energia de
interagdo do complexo macromolecular, proteina-ligante, e pela energia
intramolecular do ligante. A sele¢ao dos individuos que irdo se reproduzir leva em
conta esses parametros de energia e, na sequéncia, mutagcbes e cruzamentos
(“crossovers”) poderédo ocorrer para gerar novos individuos [144]. Uma busca local
pelo método “Solis and Wets” [145] é realizada para a minimizagado de energia do
melhor individuo em cada geragao.

Outro parametro importante nos algoritmos genéticos € o elitismo. Apds a
formacdo de uma nova populagcdo, ha a possibilidade de perder os melhores
individuos. O elitismo € um método para preservar os melhores individuos de uma
geragao na geragao seguinte, evitando que a nova populagéo se torne pior do que a
populagao atual [146].

Usualmente, multiplas execug¢des empregando o LGA sao realizadas em cada
experimento de atracacédo. Cada execugao fornece uma solugao, ou seja, um modo
de interac&o estimado. Ao final do experimento de atracagéo, o AutoDock agrupa as
diferentes solugdes em aglomerados (“clusters”) de conformagdes, de acordo com a
semelhanga entre elas e ordena os aglomerados de acordo com a menor energia
representativa daquele conjunto. A diferenca entre as conformagdes € medida pelo
RMSD (do inglés, Root Mean Square Deviation, ou seja, Desvio Quadratico Médio
das Distancias), em angstroms (A).

Para os calculos de energia de interagao receptor-ligante, o AutoDock utiliza
um programa que permite diminuir os custos computacionais através do calculo
prévio de mapas de energia, € o chamado AutoGrid. A proteina é tratada como uma
malha tridimensional cubica, com espagamento predefinido em angstroms [130].

Para cada tipo de atomo presente no ligante um mapa de afinidade é gerado
e cada ponto de interagdo da macromolécula englobado nesta malha recebe um
valor de energia correspondente aquela interagao (atomo prova do ligante/ atomo da
proteina). Os mapas sédo usados durante o processo de atracagao molecular para a
determinacgao da energia total da interagc&o entre o ligante e a macromolécula.

O programa AutoDock utiliza ainda uma fungdo de pontuacéo (escore) para
calcular a energia final de cada posi¢céo do ligante, processada ao longo de cada
geracao. Sao incluidos nessa funcdo um modelo termodindmico do processo de

ligagdo (que permite a inclusdao de termos intramoleculares) e um modelo de
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dessolvatagao. Além disso, incorporam também um modelo de direcionalidade das
ligacbes de hidrogénio. A energia livre de ligagado é considerada igual a diferencga
entre (a) a energia do ligante e da proteina separados em seus estados livres e (b) a
energia do complexo proteina-ligante [147].

O método empregado para estimar a acuracia da atracagao molecular
baseia-se na proximidade entre a conformagéo da solugdo de menor energia ou da
familia mais populosa, obtida na atracacao, e aquela observada experimentalmente
no complexo enzima-ligante, obtida por difracdo de raios X. Valores menores que

2,0 A refletem uma solucéo bem sucedida [147, 148].

1.2.2.2.2 ATRACACAO MOLECULAR DE PEPTIDEOS E
PEPTIDOMIMETICOS

Dois aspectos contribuem para sucesso da atracagdo molecular no desenho
de farmacos baseado na estrutura: a geracédo de modos de ligagédo razoaveis e as
melhores pontuacdes para os compostos mais ativos [149]. Entretanto, ndo ha ainda
um programa adequado para a atracagao molecular de inibidores peptidomiméticos
[142]. As principais metodologias desenvolvidas para abordar esse problema serao
brevemente revisadas a seguir.

Em 2004, Moitessier e colaboradores [150] desenvolveram um método hibrido
entre algumas técnicas de desenhos de farmacos baseadas na estrutura e no
ligante. Inicialmente, realiza-se a determinacado preliminar dos farmacoéforos. Em
seguida, a atracacdao molecular desse farmacoforo na estrutura do receptor resulta
num modo de ligagdo farmacoforo/receptor. A atracagdo molecular de ligantes
orientados pelo farmacéforo € entdo obtida pela combinagao de grupos de interagao
do ligante com os pontos farmacoféricos. A Simulacao por Dindmica Molecular (DM)
em agua refina os complexos propostos. O método foi validado com peptideos e
pseudopeptideos, dentro outros compostos.

Moitessier e colaboradores [149] também desenvolveram um método de
atracacao molecular, orientado pelo encaixe-induzido. Segundo os autores, essa
metodologia é capaz de prever a atividade de inibidores peptidomiméticos altamente
flexiveis de BACE1. O método se baseia nos algoritmos genéticos, onde os
cromossomos codificam o complexo como um todo — ha genes que codificam a
conformacao do ligante e genes que codificam a conformacdo da proteina. A

modelagem das cadeias principais e laterais € realizada durante a atracacdo do
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inibidor. Os autores afirmaram que essa abordagem orientada é efetiva para
inibidores com muitas torgdes livres e para o ajuste da estrutura da proteina. O
meétodo foi descrito como altamente convergente, mas com elevado custo
computacional. Também foi desenvolvido no mesmo trabalho uma funcdo de
pontuagdo (RankScore) baseada em campo de forga para a BACE1, que considera
a perda entrépica da proteina, a dessolvatacdo do ligante e a solvatagdo do
complexo, demonstrando capacidade para discriminar compostos ativos de inativos.

Alguns autores optaram por adotar outra abordagem: manter rigida a cadeia
principal dos ligantes peptidicos [151, 152]. Uma vez que essas enzimas
apresentam alta porcentagem de identidade sequencial e estrutural entre si e os
inibidores peptidomiméticos apresentam uma conformacédo estendida muito
semelhante quando no sitio de ligacdo de suas respectivas enzimas [56, 87-90]
(FIGURA 1.12), acredita-se que esta seja a orientacdo espacial mais provavel do

ligante.

(A) (B)

FIGURA 1.12. Sobreposicdo da cadeia principal de (A) aspartil proteases em
complexo com inibidores peptidomiméticos; (B) inibidores de aspartil proteases,

quando ancorados em seus respectivos sitios ativos.

1.2.2.3 SIMULACAO POR DINAMICA MOLECULAR (DM)

A simulagdo por dinamica molecular (DM) consiste na propagagao temporal
das posi¢des atdmicas de acordo com as leis da mecanica classica [153]. Dessa
forma, as simulagdes sao utilizadas para obter informagdes sobre a evolugao das
conformacgdes do sistema com o tempo e permitem calcular valores de propriedades

estruturais e termodinamicas do sistema [103].
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Esta técnica apresenta diversas aplicagdes em proteinas e biomoléculas, tais
como enovelamento e desnaturacao proteicas; aspectos da estrutura biomolecular,
reconhecimento e funcdo; determinacao e refinamento de estruturas obtidas por
difracdo de raios X, ressonancia magnética nuclear (RMN) e modelagem molecular;
propriedades conformacionais; e no planejamento racional de farmacos [153-155].

A primeira simulagdo de uma proteina foi publicada em 1977 por McCammon
e colaboradores [156]. Um modelo contendo aproximadamente 500 atomos do
inibidor de tripsina bovina pancreatica foi simulado num tempo total de apenas 9,2
ps. Atualmente, as simulagbes cobrem periodos de tempos muito superiores, com
dezenas ou centenas de nanossegundos a microssegundos, e com centenas a
milhares de atomos envolvidos.

A DM gera trajetérias (i.e. conformagdées como uma func¢do do tempo) de um
sistema molecular pela integragdo simultanea das equagbes de movimento de
Newton para todos os atomos do sistema [155, 157]. Varias condigdes
experimentais também podem ser consideradas na simulacdo, como moléculas de
agua explicitas e proteinas vizinhas presentes no meio cristalino [103, 153].
Comumente utilizam-se as chamadas “condi¢cbes periddicas de contorno” (do inglés
“Periodic Boundary Conditions”, PBC). E construida uma caixa, que pode ser cubica,
retangular, dodecaédrica ou octaédrica truncada, onde o sistema é replicado
periodicamente em todas as direcdes para representar o sistema infinito.

Alguns programas estao disponiveis para a realizagdo de simulagdo por DM,
podendo-se destacar: GROMACS [158-160], TINKER [161] e AMBER [162].

1.2.2.3.1 O PACOTE DE PROGRAMAS GROMACS

O pacote GROMACS ¢é uma colegcdo de programas e bibliotecas para a
simulagdo por DM e subsequente analise dos resultados das trajetorias geradas
[158]. As equagdes de movimento sdo integradas segundo o algoritmo de Verlet
Leapfrog e as simulagdes podem ser realizadas com ou sem as condicdes
periddicas de contorno. O programa simula PBCs de geometria retangular,
dodecaédrica e octaédrica truncada. Quando as condi¢des periddicas de contorno
sao aplicadas, as intera¢gdes de longo alcance podem ser calculadas pelo método do
somatério de Ewald, raio de corte (“cut-off’) ou campo de reacéo (“reaction field”)
[163].

33



O acoplamento de pressao € implementado para todos os tipos de células e a
temperatura também pode ser controlada pelo termostato de Nosé-Hoover [164] ou
pelo termostato de Berendsen [165]. O GROMACS também fornece suporte para
restricdes no processo de DM. O algoritmo mais utilizado € o SHAKE [166, 167],
embora o algoritmo LINCS [168] seja mais estavel.

Diversos modelos de agua estdo disponiveis, como por exemplo, SPC,
SPCI/E, TIP3P, TIP4P [158].

O campo de forga GROMOS 87 [169] e GROMOS 96 [170] para simulagdes
de biomoléculas, entre outros, sdo distribuidos juntamente a versdo do GROMACS.

O pacote GROMACS consiste de cerca de 75 programas executaveis, sendo
a maioria ferramenta para analise da trajetéria ou dados de energia gerados pela
DM [158]. O programa pdb2gmx gera os arquivos de topologia a partir de
coordenadas de arquivos PDB. Esse programa assinala automaticamente as
ligacdes, angulos, diedros e cargas baseados no banco de dados de topologias.
Como o campo de forga GROMOS apresenta um conjunto de parametros aplicados
a um numero restrito de moléculas, como aminoacidos, agua e ions, torna-se
necessario a utilizacdo de uma ferramenta distinta capaz de gerar os arquivos de
topologia para os ligantes do complexo. Para essa finalidade, pode-se empregar o
servidor online PRODRG [171]. Os estados de protonagao de grupos ionizaveis sao
padronizados para pH 7, mas é possivel selecionar os estados manualmente
também pelo programa pdb2gmx.

Outro programa muito utilizado é o genbox, que solvata as moléculas, tanto
em caixas (quando usada as condigbes peridodicas de contorno) quanto em
camadas. Além disso, o genion posiciona ions em potenciais eletrostaticos

favoraveis.

1.2.2.3.2 SIMULAGAO POR DINAMICA MOLECULAR DE ASPARTIL
PROTEASES DE EUCARIOTOS

Diversos trabalhos de DM de aspartil proteases de virus estdo descritos na
literatura [172-178], mas poucos sdo aqueles abrangendo as aspartil proteases de
eucariotos [179-181]. Em geral, os estudos envolvem os mecanismos cataliticos
para a hidrolise do substrato, em especial o estado de protonacao dos residuos de
aspartato catalitico, como no caso da plasmepsina IV de Plasmodium falciparum

[181].
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Em 2000, Okoniewska e colaboradores [180] investigaram o papel do residuo
Gly76 no mecanismo catalitico da pepsina, pelas mutagées G76A, G76V e G76S. As
DMs foram realizadas nos modelos minimizados e a flexibilidade do “flap” foi
determinada baseada no desvio quadratico médio (RMSD, do inglés “Root Mean
Square Deviation”) dos atomos de carbono-a durante os calculos de DM. Os estudos
demonstraram que o residuo de Gly76 é essencial para a protedlise catalisada pela
pepsina devido a contribuigdo do “flap” para a flexibilidade da regido. Os autores
sugeriram que essa flexibilidade é essencial para a ligagdo de hidrogénio do grupo
hidroxila de Thr77 com o substrato. Analises das distancias das ligagcdes de
hidrogénio revelaram que os atomos da cadeia principal de Gly76 participam da
manutengao da conformacao do “flap” e na geometria dos intermediarios da reagéo.
Assim, a ligacado é possivel pela alteracdo da posicao do “flap”, a qual é facilitada
pela Gly76. Isso sugere que Gly76 age como uma dobradiga no topo do “flap” e
permite a formagao de ligacdes de hidrogénio pelos residuos Thr77 e Gly78. No
complexo com o ligante, a posicdo do “flap” permite a interagdo do atomo de
nitrogénio da cadeia principal de Gly76 com o intermediario e possivelmente
contribui para a estabilizagcdo do estado de transicdo. Adicionalmente, os autores
demonstraram que os residuos Gly76 e Thr77 contribuem para a rede de ligacdes
de hidrogénio responsavel pelo alinhamento do substrato e pela eficiéncia da
catalise.

Outro estudo envolvendo DM e aspartil protease de eucarioto foi publicado
em 2011 por de Faria Silva e colaboradores [182]. Os autores descreveram os
resultados da DM hibrida (QM/MM) entre a plasmepsina Il de P. falciparum e o
inibidor EH58, um conhecido inibidor dessa enzima. Os resultados revelaram que ha
forte interacao entre os residuos Asp34, Val78, Ser79, Tyr192 e Asp214, e o ligante.
Além disso, os resultados indicaram o favorecimento da protonacdo do residuo

catalitico Asp214.
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20BJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as possiveis interagdes entre
SmAPs e os inibidores da série LBPP, além da pepstatina, auxiliando o

desenvolvimento racional de novos inibidores antiparasitarios.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtencdo das estruturas tridimensionais de SmAPs codificadas pelos novos
genes identificados (SmMCD2 e SmCD3) por modelagem,;

e Atracacao molecular nas estruturas de SmCD1, SmCD2 e SmCD3 de inibidores
peptidomimeéticos, previamente sintetizados e experimentalmente avaliados;

¢ Andlise por dindmica molecular das estruturas de SmCD1, SmCD2 e SmCD3
livres e em complexo com a pepstatina, visando a caracterizacdo e
diferenciacao das interagcdes desse inibidor com as diferentes aspartil proteases

do parasita.
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3SMETODOLOGIA

3.1 MODELAGEM COMPARATIVA

As aspartil proteases de Schistosoma mansoni 1, 2 e 3 (SmCD1, SmCD2 e
SmCD3, respectivamente) ainda ndo apresentam estrutura 3D determinada
experimentalmente. Dessa forma, utilizou-se a metodologia conhecida como
Modelagem Comparativa que pode fornecer um modelo tridimensional util de uma

proteina relacionada a pelo menos uma estrutura conhecida.

3.1.1 ANALISE DA SEQUENCIA

As sequéncias das aspartil proteases de S. mansoni (SmCD1, 2 e 3) similares
a catepsina D humana foram obtidas a partir do banco de dados de proteinas
TrEMBL [110], sob cdédigos P91802, Q2Q0I8 e BOLS5P6, respectivamente. O
peptideo sinal foi removido de acordo com o programa Signal3P Server [183] (Anexo
I) e o pré-peptideo foi eliminado baseando-se nas similaridades entre o alinhamento

de sequéncias obtidas no banco de dados Swissprot [110] (Anexo Il).

3.1.2 IDENTIFICACAO E SELECAO DE PROTEINAS DE
REFERENCIA

Inicialmente, € necessaria a identificacdo de uma ou mais proteinas de
estrutura tridimensional conhecida, que serao utilizadas como referéncia na
construcdo dos modelos tridimensionais. Para isso, as sequéncias da SmCD1,
SmCD2 e SmCD3 foram submetidas a uma busca contra o PDB [67] utilizando as

opgdes padrao do programa BLASTP [184].

3.1.3 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE RESIDUOS DE
AMINOACIDOS

Uma vez selecionadas as referéncias, um método especializado deve ser
usado para alinhar a sequéncia alvo com as referéncias estruturais [185]. O objetivo
€ alinhar residuos equivalentes levando em conta caracteristicas comuns, como
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estruturas altamente conservadas nas familias de proteinas [186]. Os alinhamentos
das enzimas SmCD1, SmCD2 e SmCD3 com as proteinas de referéncia foram
obtidos pelo programa T-Coffee Server [187] e orientados pelos aminoacidos
altamente conservados na familia, incluindo a triade catalitica Asp-Gly-Thr e os

pares de cisteinas [34].

3.1.4 CONSTRUGCAO DOS MODELOS

De posse do alinhamento obtido na sec¢ao anterior, realizou-se a construcéo
dos modelos tridimensionais pelo programa Modeller 8v2 [116], que utiliza 0 método
de satisfagcao por restricdo espacial. Foram construidos 50 modelos de cada enzima,
dos quais apenas um foi selecionado, baseando-se na funcdo objetiva e nos

resultados de validac&o obtidos pelos programas descritos na seg¢ao 3.1.5.

3.1.5 VALIDACAO DOS MODELOS

Em seguida a construgdo do modelo, € necessario verificar a qualidade dos
mesmos, pois essa avaliagdo determina a sua utilidade [185]. A qualidade
estereoquimica e geral dos modelos foi realizada usando os programas PROCHECK
[118], PROVE [120] e VERIFY-3D [121].

3.2 ATRACACAO MOLECULAR

3.2.1 “RE-DOCKING” E “CROSS-DOCKING”

Para o estudo de “re-docking” e “cross-docking”, foram utilizados complexos
cujos ligantes séo estruturalmente semelhantes aqueles estudados nesse trabalho e
cujas enzimas apresentam as maiores identidades sequenciais com as enzimas-alvo
(i.e., SmCD1, SmCD2 e SmCD3).

As enzimas catepsina D humana e renina de camundongo foram usadas para
o “re-docking”. Nesses testes o ligante é “re-atracado” na conformagao da proteina
com a qual ele foi co-cristalizado e que ja estd na conformacgao (de ligagao)

encontrada no complexo obtido por difragdo de raios X.
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O “cross-docking” foi usado para o mesmo efeito de protocolo, desta vez com
apenas uma enzima, a pepsina humana, sob dois cddigos diferentes no PDB, 1QRP
e 1PSO, co-cristalizada respectivamente com um ligante peptidico fosfatado PHO e
a pepstatina. Nos experimentos de “cross-docking”, um ligante A de um complexo
proteina-ligante A é atracado a um receptor B, de um complexo proteina-ligante B,
onde o receptor de ambos € uma mesma proteina [125].

A TABELA 3.1 apresenta um resumo dos complexos obtidos do PDB.

TABELA 3.1. Complexos utilizados no “re-docking” e “cross-docking”.

Coédigo Resolucao

Protocolo Proteina Ligante PDB (A)
Catepsina D humana Pepstatina  1LYB 2,5
“re-docking”
Renina de Camundongo CH-66 1SMR 2,0
Pepsina Humana PHO 1QRP 1,9
“cross-docking”
Pepsina Humana Pepstatina 1PSO 2,0

3.2.2 PREPARACAO DOS LIGANTES

Os calculos de “re-docking” foram realizados com os inibidores
peptidomiméticos pepstatina e CH-66 (FIGURA 3.1) em complexo com as enzimas
catepsina D humana e renina de camundongo, respectivamente. Os complexos
foram obtidos pelo banco de dados de estruturas tridimensionais de proteinas (PDB,
“Protein Data Bank” [67]), sob cddigo de acesso 1LYB e 1SMR, respectivamente. Os
calculos de “cross-docking” foram realizados a partir de complexos, também obtidos
pelo PDB, da pepsina humana com dois inibidores peptidomiméticos distintos:
pepstatina (cédigo PDB 1PSO) e PHO (cddigo PDB 1QRP) (FIGURA 3.1).
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FIGURA 3.1. Estrutura quimica dos inibidores pepstatina (4), PHO (5), CH-66 (6) e a

série LBPP. As ligagdes tratadas como flexiveis estdo indicadas pelas setas.
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Os trés inibidores peptidomiméticos (LBPP1, LBPP37 e LBPP38) foram
construidos pelo médulo Sketch Molecule do pacote Sybyl v8.0 (Tripos Associates,
St. Louis, MO). A estrutura cristalografica do inibidor decapeptidico CH-66, obtido
pelo PDB sob codigo 1SMR, foi utilizada como base.

A preparagao de todos os ligantes foi realizada no pacote Sybyl v8.0 (Tripos
Associates, St. Louis, MO). Os atomos de hidrogénio foram adicionados a estrutura
e 1000 passos de minimizagdo de energia foram executados pelo método Steepest
Descent, usando cargas de Gasteiger-Hiickel, constante dielétrica 80 e campo de
forga Tripos [188]. Em seguida as estruturas foram otimizadas através do método de
Gradiente Conjugado.

Também foram selecionadas as ligagdes flexiveis e nao flexiveis dos ligantes
(FIGURA 3.1). Dessa forma, durante o processo, permitiu-se mobilidade apenas as
cadeias laterais, mantendo-se a cadeia principal rigida. Assim, as diferentes cadeias
laterais livres poderdo se posicionar no sitio ativo buscando as posigdes
energeticamente e espacialmente mais favoraveis, durante os calculos de atracagéo
molecular. Alguns autores ja utilizaram essa estratégia para atracagédo de ligantes

peptidicos em aspartil proteases utilizando o programa AutoDock [151, 152].

3.2.3 PREPARAGAO DAS MACROMOLECULAS

As estruturas 3D da pepsina humana, da catepsina D humana e da renina de
camundongo foram extraidas do PDB, sob cddigos 1QRP e 1PSO; 1LYB; e 1SMR,
respectivamente. As aspartil proteases de Schistossoma mansoni SmCD1, SmCD2
e SmCD3 foram obtidas por modelagem comparativa, como descrito na secgao
1.2.2.1.

Os atomos de hidrogénio foram adicionados as estruturas das proteinas no
pacote Sybyl v8.0 (Tripos Associates, St. Louis, MO) e 1000 passos de minimizacao
de energia foram executados pelo método Powell, usando cargas Amber99,
constante dielétrica 80 e campo de forgca Tripos [188]. Em seguida as estruturas

foram otimizadas pelo método de Gradiente Conjugado.
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3.2.3.1 PROTONAGAO

Dentre as condicbes dos ensaios experimentais, destaca-se o pH 3,5
necessario para a atividade de aspartil proteases em S. mansoni [79]. Como a
protonacéo das cadeias laterais dos aminoacidos € um fator importante na dinamica
das moléculas, utilizou-se o programa PROPKA [189] para verificar quais os
aminoacidos estariam protonados em pH 3,5. Considerou-se protonados os
aminoacidos com pKa calculado acima de 5,0. Estes aminoacidos est&o listados nas
TABELAS 1 a 6 do Anexo lll.

Outros aminoacidos cuja protonagéo deve ser considerada, independente do
pH em questao, sdo os acidos asparticos do sitio catalitico. Para o complexo, além
dos residuos das TABELAS 1 a 6 do Anexo lll, o oxigénio externo do Asp219
(Asp215 na numeracgao da pepsina) foi considerado protonado e o Asp33 (Asp32 na
numeragao da pepsina) desprotonado, de acordo com as evidéncias experimentais
para outras aspatil proteases da mesma familia [52, 57, 58, 69] que confirmam o

mecanismo proposto por Veerapandian e colaboradores [47].

3.2.4 PARAMETROS DA ATRACAGCAO MOLECULAR

Os estudos de atracagdo molecular foram realizados utilizando-se o programa
AutoDock 4.2 [130]. A interface grafica do AutoDock Tools foi utilizada para editar os
arquivos de entrada. Cargas Gasteiger foram assinaladas para a SmCD1 e os
inibidores. Grades com 40 X 74 X 42 pontos (15,00 X 27,75 X 15,75 A%), centradas
no ligante, foram calculadas usando-se o programa AutoGrid (FIGURA 3.2).

Considerou-se o espacamento padréo entre os pontos da grade (0,375 A).
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FIGURA 3.2. Representacdo da grade calculada pelo programa AutoGrid. Em
destaque a superficie de acesso ao solvente (laranja) dos residuos da SmCD1 a até

4,0 A de distancia da pepstatina (em roxo).

Para estabelecer um protocolo, algumas variaveis foram modificadas ao longo
dos inumeros calculos de atracagao molecular (“re-docking” e “cross-docking”), até
que se obtivessem os melhores resultados. Como a posigéo do ligante é conhecida
através de dados obtidos por difracdo de raios X, buscaram-se variaveis que
gerassem conformagbes mais proximas aquela obtida experimentalmente.
Populagao inicial, numero de avaliagbes de energia, elitismo, numero de execugdes,
taxas de mutacdo e de “crossover” e algoritmo de busca foram os parametros
analisados (TABELA 3.2).

TABELA 3.2. Variaveis investigadas no processo de “re-docking” e “cross-docking”.

Variaveis Faixa de valores analisados

Populagao Inicial 100; 250; 500; 1000
Numero de Avaliagdes de Energia | 5 x 10”1 x 10% 5 x 10%1 x 10’
Elitismo 1e10%
Numero de Execugodes 100; 150; 200
Taxa de Mutacao 0,1;0,2;0,4;0,8;1,0
Taxa de “Crossover” 0,4;0,6;0,8; 0,9
Algoritmo Genético GAe LGA
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3.2.5 ANALISE DOS RESULTADOS

As solugdes encontradas pela metodologia de atracagdo molecular s&o
agrupadas em um mesmo aglomerado (“cluster”’) caso o RMSD n&o exceda 2,0 A,
quando comparadas entre si. Dentro dos aglomerados, as estruturas s&o ordenadas
a partir daquela de menor energia.

Foram analisadas as conformagbes dos aglomerados mais populosos, assim
como as solugdes de menor energia. Também foi realizada uma inspegao visual das
solucdes possiveis, visando analisar os contatos entre os residuos altamente
conservados dentro do sitio ativo, como por exemplo, as ligacées de hidrogénio

existentes entre a hidroxila do inibidor e os aspartatos cataliticos.

3.3 ANALISE E COMPOSICAO DE SUBSITIOS

Apos a etapa de atracacao molecular dos inibidores no sitio de ligagao das
enzimas, seguiu-se para o mapeamento dos subsitios. Os mesmos foram
identificados como os residuos das proteinas distantes até 4,0 A dos residuos dos

ligantes.

3.4 SIMULACAO POR DINAMICA MOLECULAR

A Simulacao por Dinamica Molecular (DM) foi realizada nos sistemas livres e
nos complexos enzima-inibidor. Para a analise das enzimas SmCD1, SmCD2 e
SmCD3 livres e seus complexos com a pepstatina (FIGURA 1.7, 4) utilizou-se a
trajetoria obtida pela DM descrita aqui.

As DMs foram iniciadas com a estrutura 3D obtida na secdo 1.2.2.1,
utilizando-se o pacote de programas GROMACS [159, 190], no ensemble NPT e
campo de forga GROMOS 96. O arquivo de topologia molecular necessario para o
ligante pepstatina foi gerado pelo servidor PRODRG [191].

Como o programa pdb2gmx do pacote GROMACS utiliza como padrao pH 7,0
para a protonagcdo dos aminoacidos, também utilizou-se o método discutido na
secao 3.2.2.1 para a protonacgao referente ao pH 3,5. Além dos residuos indicados
pelo programa PROPKA [189], o atomo de oxigénio externo do residuo de Asp33 foi

protonado para a realizagao dos estudos de dinamica molecular com a enzima livre.
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Para o complexo, além dos residuos das TABELAS 1 a 6 do Anexo lll, o atomo de
oxigénio externo do Asp215 foi considerado protonado e o Asp33 desprotonado.

As proteinas foram solvatadas em uma caixa retangular construida com
arestas distantes, pelo menos, 9,0 A da superficie da proteina. Moléculas de agua
SPC [192] foram usadas para esse proposito. Os sistemas foram neutralizados pela
substituicdo das moléculas de agua por ions Na* ou CI. Restricdo das ligacdes
envolvendo atomos de hidrogénio foi realizada pelo algoritmo LINCS [163].
Condi¢des periddicas de contorno foram aplicadas e energias de interacbes de
longo alcance foram calculadas pelo método de Ewald (PME) [193].

A simulagcdo das moléculas de agua e ions foi realizada a 310 K e 1 atm por
100 ps com o objetivo de equilibra-los no campo do potencial exercido pela proteina
e para preencher as cavidades da superficie da proteina.

A temperatura e a pressao foram mantidas constantes e controladas usando
técnicas de acoplamento [165]. As constantes de acoplamento e compressibilidade
isotérmica, assim como as demais condicdes utilizadas nas DMs, sao mostradas na
TABELA 3.3.

Em seguida, foram realizadas minimizagcées de energia, utilizando-se 2000
passos do algoritmo Steepest Descent, para remover contatos de alta repulsdo. As
equagdes de movimento foram integradas utilizando-se o algoritmo de Verlet
Leapfrog [194].

O sistema foi aquecido de 50 K a 310 K em seis blocos, nos quais a
temperatura foi gradativamente aumentada. Cada bloco teve duragdao de 20 ps,
totalizando 120 ps de aquecimento para cada sistema. Essa etapa, denominada de
termalizagdo, é realizada com o intuito de uniformizar as energias contidas nas
estruturas iniciais, evitando a deformacao da proteina [195].

Em seguida, a fase de produgdao da DM, na temperatura final desejada, foi
iniciada com um passo de integracdo de 0,002 ps. Todos os sistemas foram

simulados por 30 ns.
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TABELA 3.3. Condigdes usadas nas Simulagdes por Dinamica Molecular (DM).

Condicgoes Valores

Tempo total 30 ns
Intervalo de integracao 0,002 ps
Tratamento das interagoes eletrostaticas PME
Raio de corte das interagoes eletrostaticas e de van der Waals 9,0 A
Acoplamento de temperatura Berendsen
Tempo de acoplamento 0,1 ps
Banho térmico 310K
Acoplamento de pressao Berendsen
Tempo de acoplamento 0,5 ps
Compressibilidade isotérmica 4,5 x 10 bar™
Pressao de referéncia 1 atm

3.4.1 ANALISE DOS RESULTADOS

Todas as anadlises foram realizadas por programas inseridos no pacote
GROMACS. Os valores de RMSD foram obtidos pelas cadeias principais das
enzimas. O raio de giro foi calculado para as proteinas completas, indicando a
compactacao da estrutura como um todo.

Para o calculo das ligagdes de hidrogénio, utilizou-se uma distancia maxima
de 3,5 A e um angulo maximo de 30°. A formacdo de interacdes hidrofébicas e
pontes salinas foi avaliada pela distancia maxima de 4,0 A entre os atomos das
cadeias laterais consideradas.

A partir desses conceitos, realizou-se uma analise da ocorréncia
(porcentagem) dessas interagdes na trajetéria de cada simulacdo, indicando a

estabilidade de cada uma destas.

3.5 CONSTRUCAO DE FIGURAS E GRAFICOS

Para a edicao das figuras de enzimas, ligantes e complexos enzima-ligantes
utilizou-se o programa PYMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
0.99, Schrédinger, LLC). Para edigao dos graficos, os dados foram importados foram
construidos utilizando-se o programa ORIGINPRO software (Origin Lab Corp.,
Northampton, MA).
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4RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MODELAGEM COMPARATIVA

4.1.2 SELECAO DAS PROTEINAS DE REFERENCIA

O primeiro fator observado para a escolha das proteinas de referéncia foi em
relacdo a familia de aspartil proteases, pois devem pertencer a familia A1 das
peptidases. Em seguida, foi analisada a identidade entre as sequéncias-alvo e as
sequéncias de referéncia, assim como a resolugao das estruturas, o numero de
“‘gaps” e o numero de residuos alinhados pelo programa BLASTP [184].

No caso da SmCD1, observa-se um menor numero de residuos alinhados
com as sequéncias das estruturas de referéncia, quando comparado a SmCD2 e
SmCD3. Isto se deve a regido C-terminal dessa enzima, a qual ndo existe estrutura
obtida experimentalmente depositada no PDB.

Fatores estruturais também foram analisados. Todas as aspartil proteases
apresentam uma estrutura flexivel em forma de “flap”, que esta aberto quando a
enzima se encontra livre. Entretanto, essa regidao se fecha quando o
substrato/inibidor se liga, enclausurando o ligante e formando um tunel composto
pelo sitio catalitico e pelos subsitios da proteina. A funcdo do “flap” possivelmente &
excluir as aguas do sitio catalitico e ligar o substrato/inibidor [196]. Dessa forma,
para a etapa posterior de atracacao molecular (secédo 3.2), as proteinas em estudo
devem estar numa conformacgao apropriada para a ligagao de inibidores, ou seja, 0
“flap” deve estar estendido sobre o sitio de ligagdo. Assim, foram selecionadas
proteinas complexadas a inibidores para a construcdo dos modelos das enzimas
SmCD1, SmCD2 e SmCD3 (TABELA 4.1).

O alinhamento de seqliéncias apresenta um importante papel na geracao de
modelos por homologia acurados. Com o decréscimo da similaridade sequencial, os
alinhamentos passam a conter um numero maior de gaps e erros de alinhamento
[185]. Os métodos de alinhamentos par-a-par buscam por alinhamentos 6timos entre
duas sequéncias, como por exemplo, o programa BLAST [184]. Essa abordagem é
util para a busca por sequéncias homélogas em banco de dados. Ja os métodos de
alinhamento multiplo alinham simultaneamente varias sequéncias para identificar

regides conservadas, prever sitios funcionais e fungbes da proteina [197]. Essa
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abordagem ¢é particularmente adequada para proteinas com baixa identidade
sequencial (< 40%). Em casos onde uma unica estrutura de referéncia nao
proporciona a informagao estrutural completa para o alvo, a abordagem com
sequéncias multiplas poderia aperfeicoar a qualidade do modelo [107, 123]. Além
disso, foi proposto que o uso de multiplas sequéncias de referéncia seria util, pois
nao é trivial identificar a melhor de duas ou mais proteinas de referéncia [198]. No
caso das enzimas SmCD1 e SmCD2, embora a catepsina D humana apresente mais
de 40% de identidade, é importante ressaltar que a utilizacdo de outras proteinas
como referéncia auxiliam na construgcéo de regides deficientes ou com similaridades
pontuais baixas. Esse é o caso da fita s7C na SmCD1 (correspondente a s8C na
SmCD2). Além disso, as demais estruturas apresentam resolugdes melhores que
aquela apresentada pela catepsina D humana (cédigo PDB 1LYB).

Um numero maximo de trés estruturas de referéncia foi selecionado nesse
trabalho para a construcdo dos modelos, pois segundo a literatura, o programa
Modeller produz modelos mais deteriorados quando utilizado mais de trés [199].
Além disso, o programa é capaz de selecionar as melhores regides de mais de dois
alinhamentos e combina-las em uma estrutura aperfeigcoada.

No caso da SmCD3, foram selecionadas duas reninas pois as demais
proteases apresentaram menor identidade sequencial.

Os complexos empregados como referéncia sao encontrados no PDB [67]:
catepsina D humana (cédigo PDB 1LYB), pepsina humana (cédigos PDB 1QRP e
1HRN) e renina de camundongo (codigo PDB 1SMR). A TABELA 4.1 descreve as
proteinas utilizadas como referéncia para a constru¢cdo dos modelos das formas
maduras das enzimas SmCD1, SmCD2 e SmCD3, bem como a identidade entre

elas.
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TABELA 4.1. Proteinas utilizadas como referéncia para a construcdo dos modelos
das enzimas SmCD1, SmCD2 e SmCD3.

© ,
‘% 9 Proteina de Cédigo Resolugao Gaps Identidade er:::;:oge
0 < Referéncia/lnibidor PDB (A) (%) (%) X
& alinhados
Renina de
- camundongo/CH-66 1SMR 2,00 1 45 331/377
D .
3] Catepsina D 1LYB 2,50 2 57 331/377
£ humana/pepstatina
w .
Pepsina
humana/PHO 1QRP 1,96 3 47 332/377
Renina de
~ camundongo/CH-66 1SMR 2,00 1 38 327/339
Q .
o  CatepsinaD 1LYB 2,50 1 44 332/339
£ humana/pepstatina
w .
Pepsina
humana/PHO 1QRP 1,96 3 42 335/339
Renina humana/
poliidroximonoa- 1HRN 1,80 3 33 325/332
P mida
o Renina de
‘% camundongo/CH-66 1SMR 2,00 3 33 328/332
Catepsina D 1LYB 2,50 2 38 326/332

humana/pepstatina

"NUmero de residuos alinhados/Ntmero total de residuos da enzima.

4.1.3 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS

Para o alinhamento multiplo entre as sequéncias-alvo e as proteinas de
referéncia (FIGURAS 4.1, 4.2 e 4.3), utilizou-se o programa T-Coffee [187], um dos
programas disponiveis mais acurados [197].

Comparou-se o alinhamento das seqléncias das enzimas SmCD1, SmCD2 e
SmCD3 com os dados disponiveis para proteinas da familia a qual as mesmas
pertencem. O sitio de ligagdo das aspartil proteases, composto por duas triades
cataliticas em cada I6ébulo (D-T-G) foi localizado nas trés enzimas estudadas. Além
disso, os residuos vizinhos ao sitio catalitico também sao idénticos ou com as
mesmas caracteristicas fisico-quimicas entre as sequéncias das proteinas de
referéncia e das proteinas-alvo.

Os trés pares de cisteinas conservados na familia A1 de aspartil proteases

foram identificados para as enzimas SmCD1 e SmCD3. Desses trés pares, apenas
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dois foram identificados na SmCD2 (C46-C53, C239-C276). Adicionalmente, dois
residuos de cisteinas (estruturalmente distantes) ndo participam de ligagcdes
dissulfeto no modelo da enzima SmCD2 (C196 and C279) (FIGURAS 4.1, 4.2 e 4.3).

Pela analise do alinhamento, a alga rica em prolina da catepsina D humana
corresponde a residuos basicos na enzima SmCD1, como ja descrito por Silva-Jr e
colaboradores [93]. Essa regido esta ausente (apresenta um “gap”) na enzima
SmCD2 e, na SmCD3, corresponde a residuos hidrofébicos (Leu298, Leu299 e
Pro300).

As regides menos conservadas estao localizadas no N-terminal das enzimas
(proximo a fita s1C), nas hélices h2N, h3N e h1C, e nas algcas entre as fitas s2C e
s3C, s3C e s4C, s10C e s11C (s11C e s12C nas enzimas SmCD2 e SmCD3). A
hélice h2N e a alga entre as fitas s10C e s11C da SmCD1 apresentaram diferencas
importantes no que diz respeito a sua conformacgéo e interacdo com os ligantes,

como apresentado na sec¢ao 3.3.5.
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FIGURA 4.1. Alinhamento entre as sequéncias da enzimas SmCD1 e as proteinas

de referéncia utilizadas na modelagem comparativa. O alinhamento foi construido

pelo programa T-Coffee [187]. Os residuos conservados foram destacados de

acordo com a identidade entre as sequéncias (100% de identidade em preto e 75%

em cinza). As estruturas secundarias dos modelos da SmCD1 foram assinaladas
pelo programa DSSP [200]. A figura foi obtida pelo programa ALINE [201].
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FIGURA 4.2. Alinhamento entre a sequéncia da enzima SmCD2 e as proteinas de
referéncia utilizadas na modelagem comparativa. O alinhamento foi construido pelo
programa T-Coffee [187]. Os residuos conservados foram destacados de acordo
com a identidade entre as sequéncias (100% de identidade em preto e 75% em
cinza). As estruturas secundarias do modelo da SmCD2 foram assinaladas pelo
programa DSSP [200]. A figura foi obtida pelo programa ALINE [201].
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FIGURA 4.3. Alinhamento entre a sequéncia da enzima SmCD3 e as proteinas de

referéncia utilizadas na modelagem comparativa. O alinhamento foi construido pelo

programa T-Coffee [187]. Os residuos conservados foram destacados de acordo

com a identidade entre as sequéncias (100% de identidade em preto e 75% em

cinza). As estruturas secundarias do modelo da SmCD3 foram assinaladas pelo
programa DSSP [200]. A figura foi obtida pelo programa ALINE [201].

4.1.4 CONSTRUGAO E VALIDAGCAO DOS MODELOS

De posse do alinhamento obtido na seg¢do anterior, foram construidos 50

modelos pelo programa Modeller 8v2 [116], dos quais apenas um foi selecionado,
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baseando-se na funcdo objetiva e nos resultados de validagdo obtidos pelos
programas mencionados na seg¢ao 3.1.5. Em seguida a construgdo do modelo, foi
verificada a qualidade dos mesmos, pois essa avaliacdo determina a sua utilidade
[185].

O programa PROCHECK fornece, dentre outros, o grafico de Ramachandran
que assinala quais residuos encontram-se nas regides energicamente mais
favoraveis e desfavoraveis [109]. Pela analise do grafico de Ramachandran
(FIGURA 4.4), o modelo da enzima SmCD1 apresentou 90,7% dos residuos nas
regides mais favoraveis no grafico, e apenas trés residuos na regiao proibida. O
modelo da enzima SmCD2 apresentou 92,3% nas regides mais favoraveis e dois
residuos na regido proibida. O modelo da enzima SmCD3 apresentou 89,9% nas
regides mais favoraveis e apenas um residuo na regido proibida. Dentre os residuos
encontrados nas regides proibidas, observou-se a presenga da Ser287 (SmCD1),
Ser288 (SmCD2) e Leu285 (SmCD3). Esses residuos estao localizados na mesma
posicdo de Lys299 na estrutura da catepsina D humana utilizada como referéncia
(codigo PDB 1LYB) que também se encontra na regido proibida do grafico de
Ramachandran. Os demais residuos encontrados na regido nao estao localizados

no sitio ativo nem proximos ao sitio de ligagao dos inibidores.
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FIGURA 4.4. Grafico de Ramachandran para as enzimas (A) SmCD1, (B) SmCD2 e
(C) SMCD3, obtido pelo programa PROCHECK [118].

O programa PROVE (“Protein Volume Evaluation”) calcula o volume dos

atomos ao utilizar um algoritmo que trata os atomos como esferas. O desvio entre os

volumes obtidos para os atomos do modelo e os valores esperados para cada atomo
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é indicado pelo Z-score. Para as enzimas SmCD1, SmCD2 e SmCD3, os valores de
Z-score médios foram muito proximos do padrao. Além disso, todos os valores de Z-
score RMS (escore que visa avaliar a qualidade global da estrutura) sdo maiores
que 1,2, o que é esperado para estrutura de baixa resolugdo, como as obtidas por

modelagem por homologia (FIGURA 4.5).
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FIGURA 4.5. Grafico obtido pelo programa PROVE [120]: Z-score e Z-score RMS
versus resolucdo do arquivo PDB para enzimas (A) SmCD1, (B) SmCD2 e (C)
SmCD3.

O programa Verify-3D [121] determina a compatibilidade de um modelo
atdbmico tridimensional com sua sequéncia de aminoacidos pelo assinalamento de
sua classe estrutural baseado no seu ambiente. Residuos com valores de escore

baixos indicam que a estrutura predita pode estar incorreta [202]. No modelo da
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enzima SmCD1, 95,2% dos residuos apresentam valor de 3D-1D escore médio >
0,2, enquanto que para a SmCD2 este valor € de 98,8%, e na SmCD3 ¢ de 90,3%
indicando que, possivelmente, as estruturas 3D estao corretamente preditas.

Além das avaliagdes descritas acima, verificou-se a compatibilidade do
modelo com os dados experimentais disponiveis para proteinas da familia a qual as
mesmas pertencem. Os modelos das enzimas SmCD1, SmCD2 e SmCD3
apresentaram dois I6bulos semelhantes, com a estrutura do “flap” localizada sobre o
sitio ativo. A posicdo do sitio catalitico (duas triades cataliticas formadas pelos
residuos Asp-Thr-Gly) foi identificada entre os dois I6bulos localizados no centro das
proteinas, bem como a co-planaridade dos grupos carboxilatos do Asp33 e Asp219.
Também foram investigadas as posi¢cdes das pontes dissulfeto conservadas. Desta
forma, os modelos utilizados neste trabalho foram considerados confiaveis e Uteis

para posteriores comparacgdes estruturais com outras enzimas da mesma familia.

4.1.4 ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DOS MODELOS

Os trés modelos construidos apresentaram estruturas 3D semelhantes a
outras aspartil proteases (FIGURAS 4.6, 4.7 e 4.8), pois 0 enovelamento € altamente
conservado na familia A1 do banco de dados do MEROPS [34]. SmCD1 e SmCD2
sdo compostas de seis hélices a e quatro hélices 3/10. SmCD3 € constituida de
cinco hélices a e cinco hélices 3/10. Também foram encontradas 24 fitas-B na
enzima SmCD1 e 25 na SmCD2 e SmCD3. A estrutura secundaria foi assinalada
pelo programa DSSP [200] e é encontrada nas FIGURAS 4.6, 4.7 e 4.8. Assim como
todas as aspartil proteases da familia, a estrutura é formada por dois Iébulos
conectados por seis fitas B, que compdem a base do sitio ativo. O sitio catalitico esta
localizado em duas algas localizadas no interior da enzima — uma entre as fitas s3N
e s4N e outra entre as fitas s4C e s5C, na SmCD1, e entre as fitas s5C e s6C na
SmCD2 e SmCD3. Este sitio € formado por trés residuos, a chamada “triade
catalitica”, em cada I6bulo: Asp33 (219), Thr34 (220) and Gly35 (221). As enzimas
contém ainda uma regiao de fitas-3 extendidas conhecida como “flap” (residuos 72 a
87).

Trés ligacoes dissulfeto foram detectadas nos modelos das enzimas SmCD1
e SmCD3, as quais sao altamente conservadas na familia A1 de aspartil proteases

(C46-C53, C210-C214 and C253-C290). Apenas duas ligagdes dissulfeto foram
56



identificadas no modelo de SmCD2 (C46-C53, C239-C276). Contudo, dois residuos
de cisteinas (estruturalmente distantes) nao participam de ligagdes dissulfeto no
modelo da enzima SmCD2 (C196 and C279) (FIGURAS 4.6, 4.7 € 4.8).

FIGURA 4.6. Estruturas 3D da enzima SmCD1 construida por modelagem
comparativa. Ligagdes dissulfeto, residuos de cisteina livres e os aspartatos

cataliticos (Asp33 e Asp219) estéo representados em bastao.
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FIGURA 4.7. Estruturas 3D da enzima SmCD2 construida por modelagem
comparativa. Ligagdes dissulfeto, residuos de cisteina livres e os aspartatos

cataliticos (Asp33 e Asp219) estéo representados em bastao.

FIGURA 4.8. Estruturas 3D da enzima SmCD3 construida por modelagem
comparativa. Ligagdes dissulfeto, residuos de cisteina livres e os aspartatos
cataliticos (Asp33 e Asp219) estado representados em bastao.
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Em relacdo aos subsitios de interacdo com o substrato/inibidor, a enzima
SmCD2 apresenta um subsitio S2 ainda menos hidrofébico que na SmCD1
(FIGURA 4.9), que foi chamado de “raso e anfipatico” por Silva-Jr e colaboradores
em 2002 [93]. Essa reducdo da hidrofobicidade de S2 se deve a mutagbes de
Ala226 por Ser227 e Leu297 por Thr297. Esses residuos correspondem a Leu225 e
His295 na enzima SmCD3, a qual também apresenta um subsitio S2 menos
hidrofébico que em SmCD1.

Silva-Jr e colaboradores [93] também descreveram a “alga basica”
relacionada a alga rica em prolina da catepsina D humana (residuos Lys301 a
Lys303). Os autores relataram que essa diferenga tornaria o subsitio menos capaz
de acomodar cadeias laterais maiores. Essa regido esta ausente na enzima SmCD2,
como indicado no alinhamento da FIGURA 4.9, e pode permitir a ligacao de
substratos/inibidores mais volumosos. Na SmCD3, esta sequéncia € mutada para

Leu298, Leu299 e Pro300, respectivamente, produzindo um subsitio hidrofébico.
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FIGURA 4.9. Alinhamento construido pelo programa T-Coffee [187] entre as

da catepsina D humana e as enzimas SmCD1, SmCD2 e SmCD3. Os

sequéncias

residuos conservados foram destacados de acordo com a identidade entre as

As estruturas

(100% de identidade em preto e 75% em cinza).

sequéncias

secundarias da catepsina D humana (cédigo PDB 1LYB) foram assinaladas pelo

programa DSSP [200]. Os s

bolos correspondem aos subsitios: [JS4’, OS3’,

©g2’, £3S1, #S1, ®s2 @53, WS4, A figura foi obtida pelo programa ALINE

[201].
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s
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4.2 ATRACACAO MOLECULAR

Os resultados dos calculos de atracagdo molecular, tanto para o protocolo
quanto para os ligantes construidos, seguiram um conjunto de parametros que foram
selecionados a partir de uma faixa de variaveis propostas, conforme descrito na
secdo 3.2. Na TABELA 4.2 estao descritos os parametros selecionados.

Na andlise dos resultados do “re-docking” e do “cross-docking”, foram
consideradas bem sucedidas as solucdes com RMSD menores que 2,0 A, em
relagao a estrutura obtida por difragao de raios X. Esse valor € usual para considerar
estruturas corretamente avaliadas [148].

O elitismo, que é um parametro utilizado para preservar os melhores
individuos de uma geracao para a seguinte [146], foi o fator mais impactante nos
resultados durante os calculos de atracagcdo molecular. Ao aumentar de 1% para
10%, a taxa de sucesso do processo (porcentagem de estruturas com RMSD < 2,0

A) aumentou consideravelmente (dados ndo mostrados).

TABELA 4.2. Valores selecionados das variaveis investigadas no processo de “re-

docking” e “cross-docking”.

Variaveis Valores selecionados

Populagao Inicial 1000
Numero de Avaliagées de Energia 5x 10°
Elitismo 10%
Numero de Execugoes 150
Taxa de Mutagao 0,1
Taxa de Crossover 0,6
Algoritmo Genético LGA

4.2.1 “RE-DOCKING” E “CROSS-DOCKING”

As enzimas catepsina D humana complexada a pepstatina e a renina de
camundongo complexada ao ligante CH-66 foram usadas para o “re-docking”
(codigo PDB 1LYB e 1SMR, respectivamente). Para o “cross-docking” foram
utilizados dois complexos com a pepsina humana (cédigo PDB 1PSO e 1QRP).

A comparacéao entre as conformacgdes dos ligantes selecionadas (isto €, de
menor energia) e aquelas obtidas por difracdo de raios X, apds o experimento de

atracacao molecular, mostrou a adequada sobreposigdo dos ligantes no sitio ativo
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de suas respectivas enzimas em ambos os protocolos (com RMSD entre as
conformagdes proximas a 1,0 A) (FIGURA 4.10), sugerindo que os pardmetros
utilizados para os calculos no presente estudo estdo ajustados e s&o convergentes.
Estes complexos sao estabilizados por varias ligagbes de hidrogénio entre os
atomos da cadeia principal dos inibidores e os atomos da enzima, tanto da cadeia
principal quanto das cadeias laterais e que foram mantidas apos a atracagao

molecular.

(A)

RMSD = 0,7 A

(©) (D)

RMSD = 1,0 A RMSD = 1,0 A

FIGURA 4.10. Sobreposicdo das solugdes selecionadas na metodologia de
atracacdo molecular e as conformagdes obtidas pela difragdo de raios X. (A)
pepstatina (codigo PDB 1LYB) complexada a catepsina d humana, (B) CH-66
(codigo PDB 1SMR) complexado a renina de camundongo, (C) pepstatina (cédigo
PDB 1PSO) ligada a pepsina humana (cédigo PDB 1QRP), e (D) ligante fosfatado
PHO (cdédigo PDB 1QRP) complexado a pepsina humana (cédigo PDB 1PSO). Em

destaque, encontram-se os residuos de aspartato catalitico (Asp33 e Asp219) e as
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conformagdes dos inibidores obtidos por difragdo de raios X (rosa) e pela atracagao

molecular (azul).

O “re-docking” da pepstatina na catepsina D humana (cédigo PDB 1LYB)
resultou em apenas um aglomerado, indicando que o programa AutoDock 4.2 [130]
encontrou posi¢cdes muito semelhantes a conformacgao do cristal e delas entre si. O
“cross-docking” do inibidor fosfatado PHO (cédigo PDB 1QRP) na pepsina humana
(codigo PDB 1PSO) e o “re-docking” do CH-66 na renina de camundongo (cédigo
PDB 1SMR) resultaram em dois aglomerados com 147 conformagdes no
aglomerado mais populoso. O “cross-docking” da pepstatina (cédigo PDB 1PSO) na
pepsina humana (cdédigo PDB 1QRP) resultou na formagédo de trés aglomerados,
sendo o mais populoso com 95 conformagdes (TABELA 4.3). O aglomerado mais
populoso apresentou as solugdes de menor energia nos dois experimentos de “re-
docking” e “cross-docking” do ligante PHO (cédigo PDB 1QRP) na pepsina humana
(codigo PDB 1PSO). Os trés inibidores superpuseram-se adequadamente aos
respectivos ligantes obtidos por difragdo de raios X, apresentando RMSD < 1,1 A
(FIGURA 4.10).

Para o “cross-docking” da pepstatina (codigo PDB 1PSO) na pepsina
humana, a conformagdo de menor energia ndo esta inserida no aglomerado mais
populoso. Esperaria-se que o programa encontrasse um aglomerado com maior
numero de conformacdes e que o mesmo fosse o de menor energia. Como esse fato
nao € verdade para o caso do “cross-docking” da pepstatina na pepsina humana,
partiu-se para a analise visual das conformagdes do ligante.

As conformagdes do aglomerado mais populoso ndo se adéquam aos
parametros exigidos. O atomo de oxigénio do residuo de estatina central da
pepstatina se localiza afastado dos aspartatos cataliticos (distancias maiores que 3,5
A), impedindo a interagéo por ligacdo de hidrogénio entre os mesmos. Dessa forma,
o ligante se desloca da posicéao inicial (conformagdes com RMSD maiores que 2,2
A), o que afeta negativamente as contribuicbes de energia intermolecular dos
mesmos.

Contudo, a conformagdo de menor energia apresenta menor RMSD em
relacéo a conformacéo encontrada pela difracdo de raios X (RMSD de 1,0 A contra

2,2 A da solugéo do aglomerado mais populoso) e o 4tomo de oxigénio do residuo
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de estatina central localiza-se numa posi¢cao favoravel para formar ligacbes de
hidrogénio com os aspartatos cataliticos (Asp33 e Asp219).

No caso do “cross-docking” seria esperado que os ligantes interagissem de
forma bastante semelhante na proteina, uma vez que se trata de um mesmo sitio de
ligacdo. No entanto deve-se levar em conta que a flexibilidade do receptor leva a
uma adaptagao induzida (em inglés, “induced fit’) do mesmo em relagdo ao ligante
e, consequentemente, a alteracbes na estrutura tridimensional de cada complexo
final. Sdo esperados resultados melhores para os processos de “re-docking”, nos
quais o ligante atracado € o mesmo do complexo original.

Os diversos valores de RMSD, os valores de energia e o numero de

conformacgdes do aglomerado mais populoso encontram-se na (TABELA 4.3).

TABELA 4.3. Resultados do calculo de “re-docking” e “cross-docking”.

Catepsina Renina de Pepsina Pepsina

D Humana camundongo Humana Humana

(1LYB) (1SMR) (1PS0O) (1QRP)
Inibidor Pepstatina CH-66 PHO Pepstatina
Codigo PDB do inibidor 1LYB 1SMR 1QRP 1PSO
Numero de Torgoes 9 19 9 9
NUmero de Aglomerados 1 2 2 3
Numero de conformagodes
do aglomerado de menor 150° 147 ¢ 147 ¢ 48
energia
Numero de conformagodes
do aglomerado mais 150 147 147 95
populoso
RMSD do comp_ostoade 0.7 1.1 1.0 1,0
menor energia (A)
Energia livre de ligagao
Estigmada (kcallrgoﬁb 9,9 13,7 16,4 6.9

®Em relagao a respectiva conformagao do ligante encontrado na difragéo de raios X.
PEm relaco & conformacao de menor energia.

“Familia de menor energia = Familia mais populosa.

4.2.2 A PEPSTATINA E OS LIGANTES DA SERIE LBPP

As TABELAS 4.4, 45 e 4.6 apresentam os resultados do processo de
atracacdo molecular da pepstatina e dos ligantes da série LBPP nas enzimas

SmCD1, SmCD2 e SmCD3, respectivamente. A solugdo de menor energia foi
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selecionada para todos os ligantes, pois resultaram em estruturas com
caracteristicas peculiares estabelecidas (tanto no protocolo discutido na segéo 4.2.1,
quanto nas SmAPs), como a distancia favoravel para formar uma ligacdo de

hidrogénio entre a hidroxila central dos inibidores e os aspartatos cataliticos.

TABELA 4.4. Resultados dos calculos de atracagcdo molecular da SmCD1 com os

inibidores peptidomiméticos estudados.

SmCD1

Inibidor Pepstatina LBPP1 LBPP37 LBPP38
Numero de torgoes 9 20 20 20
Numero de aglomerados 2 9 9 9

Numero de conformagoes d_o 139P 121° 78P 77b
aglomerado de menor energia

Numero de confc?rmagoes do 132 121 78 77

aglomerado mais populoso
Energia livre de ligagao estimada 149 8.9 205 210
(kcal/mol)? ’ ’ ’ ’

@ Conformacgéo de menor energia.

® Aglomerado de menor energia = Aglomerado mais populoso

TABELA 4.5. Resultados dos calculos de atracacdo molecular da SmCD2 com os

inibidores peptidomiméticos estudados.

SmCD2

Inibidor Pepstatina LBPP1 LBPP37 LBPP38

NuUmero de torgoes 9 20 20 20

Numero de aglomerados 1 4 7 8

Numero de conformagoes df) 150° 29 16 34
aglomerado de menor energia

NUmero de confgrmagoes do 150 106 85 75

aglomerado mais populoso
Energia livre de ligagao estimada
(kcal/mol)?® -15,6 -20,0 -11,3 -21,9

@ Conformag&o de menor energia.

® Aglomerado de menor energia = Aglomerado mais populoso
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TABELA 4.6. Resultados dos calculos de atracacdo molecular da SmCD3 com os

inibidores peptidomiméticos estudados.

SmCD3

Inibidor Pepstatina LBPP1 LBPP37 LBPP38

Numero de torgoes 9 20 20 20

Numero de aglomerados 3 8 7 10

Numero de conformagodes do 124 1245 108° 96°
aglomerado de menor energia

Numero de conformagodes do 124 124 108 96

aglomerado mais populoso
Energia livre de ligagao estimada 77 3.3 4.8 2.2

(kcal/mol)?
@ Conformagéo de menor energia.

® Aglomerado de menor energia = Aglomerado mais populoso

O resultado para o complexo SmCD3/pepstatina gerou uma energia livre
estimada positiva, ocasionada por energias intermoleculares muito altas. Além disso,
as energias de ligacédo estimadas para os ligantes da série LBBP em complexo com
a enzima SmCD3 também sao menos favoraveis que aquelas preditas para a
SmCD1 e SmCD2.

Embora, ndo existam colisbes aparentes entre os ligantes e a enzima SmCD3
nos resultados de menor energia, o sitio de ligacdo dessa enzima mostra-se menor
que nas demais enzimas, 0 que pode ocasionar as altas contribuicdes das energias
intermoleculares. O complexo do aglomerado mais populoso/menor energia
apresentou uma estrutura coerente, semelhante aquelas obtidas para SmCD1 e
SmCD2 (TABELA 4.6 e FIGURA 4.11).

Apesar do inibidor LBPP1 apresentar como substituinte em P1 um radical
isobutil, e os inibidores LBPP37 e LBPP38 apresentar como substituinte um
metilciclohexil e um benzil, respectivamente, as conformacdes selecionadas para os
trés ligantes, pelos calculos de atracagdo molecular, sdo semelhantes entre si
(FIGURA 4.11). Como os substituintes de LBPP37 e LBPP38 sao radicais mais
volumosos se comparados ao isobutil, pode-se resultar em uma mudanca de
conformacdo dos ligantes de modo geral. Além disso, todas as conformagdes
encontradas para a série LBBP na SmCD2 e SmCD3 sdo muito semelhantes entre
Si.

As TABELAS 1 do Anexo IV listam os subsitios S4 a S4’ das enzimas
SmCD1, SmCD2 e SmCD3, que acomodam cada residuo dos ligantes a 4,0 A.
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FIGURA 4.11. Comparagao entre as conformagdes selecionadas pela metodologia

de atracagdo molecular para a pepstatina e a série de ligantes LBPP no sitio ativo
das enzimas estudadas. (A) SmCD1, (B) SmCD2 e (C) SmCD3. O composto em
verde corresponde a pepstatina; em azul, ao ligante LBPP1; em amarelo, LBPP37; e
em rosa, LBPP38.

4.2.1 SUBSITIOS S1 E S3

Estudos anteriores demonstraram que os sitios de ligacdo de aspartil
proteases formam um canal continuo e que a comunicagao entre os subsitios pode
afetar a interacéo de determinado residuo em funcéo de residuos que interajam com
a proteina em outras posicdes [90]. No caso das enzimas humanas pepsina, renina

e catepsina D, em que existe comunicacdo entre os subsitios S1 e S3, ha uma
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alteracao na especificidade da interagao em S3 dependendo do residuo presente na
posicdo P1 [90]. A analise da interacdo da série de ligantes LBPP com as enzimas
SmCD1, SmCD2 e SmCD3 ratificou a comunicacdo proposta por Fujinaga e
colaboradores [90].

Na SmCD1, o atomo de nitrogénio da cadeia lateral do residuo de glutamina
de LBPP1 (P3) interage em S3 com a hidroxila da cadeia lateral do residuo Ser223
da proteina através de uma ligagdo de hidrogénio (distancia N-"O 2,5 A). LBPP1 é o
unico ligante da série que mantém esta interacdo (FIGURA 4.12). O atomo de
oxigénio da cadeia lateral de Ser223 produz ainda uma interagao por ligacao de
hidrogénio com o nitrogénio da cadeia principal de uma glutamina também em P3
com os trés ligantes: LBPP1 (distancia O-*N 3,0 A); LBPP37 (distancia O'N 2,9 A);
LBPP38 (distancia O°'N 2,9 A), interacdo esta ndo presente na pepstatina. Sugere-
se que a presenga de um substituinte menor (isobutil de LBPP1) em P1 modifique a
especificidade em S3. Esse substituinte poderia alterar a conformacgéao do residuo de
glutamina em P3, de forma a favorecer a interagcéo por ligacédo de hidrogénio com
Ser223.

Entretanto, na enzima SmCD3, tanto a cadeia lateral da glutamina de LBPP1
quanto a cadeia lateral de Ser222 assumem posicoes diferentes daquela observada
na SmCD1, o que ndo admite a formacao das ligagdes de hidrogénio mencionadas
para SmCD1. Na enzima SmCD2, estas interagbes também nao ocorrem devido a
uma mutagdo da Ser para Ala224, um residuo com cadeia lateral sem atomos

aceptores e doadores de ligagao de hidrogénio.
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FIGURA 4.12. Comparagéo entre as diferentes interagdes dos ligantes estudados e
os subsitios S1 e S3 da SmCD1. Complexos: (A) SmCD1/pepstatina, (B)
SmCD1/LBPP1, (C) SmCD1/ LBPP37 E (D) SmCD1/ LBPP38.

O atomo de nitrogénio da cadeia principal de Ser223 (SmCD1) e Ala224
(SmCD2) produz ainda uma ligagdo de hidrogénio com o oxigénio da cadeia
principal em P3, tanto na série de ligantes LBPP como na pepstatina (TABELA 4.7).
Na SmCD3, o residuo de Ser222 nao apresenta essa interacdo, com exceg¢ao da
pepstatina (distancia N0 2,8 A).

Vale ressaltar que o atomo de nitrogénio da Ser223 da SmCD1 e da Ala222

da SmCD2 também interagem com a pepstatina em P4.
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TABELA 4.7. Interacbes entre os ligantes e as enzimas estudadas no subsitio S1 e

S3, obtidas pelos resultados de atracagao molecular.

Ligante Residuo Atomo Residuo Atomo Distancia
g Ligante Ligante Proteina Proteina (A)
O (cadeia
: O (cadeia Gly221 principal) 3.0
Pepstatina Val principal) N (cadeia
Ser223 orincipal) 3,2
Mgtz Of(cadeia 2,7
principal)
: O (cadeia
N (cadeia Gly221 orincipal) 3,0
lateral) -
N (cadeia 31
LBPP1 GIn principal) ’
2,5
8 O .(ca.dela Ser223 O (cadeia 3.2
g principal) lateral)
n N (cadeia 30
principal) ’
O (cadeia N (cadeia 31
LBPP37 Gin principal) g, 5y5 __Principal) ’
N (cadeia O (cadeia 29
principal) lateral) ’
N (cadeia Ala13 O (cadeia 28
lateral) principal) ’
LBPP38 GIn O (cadeia N (cadeia 3,2
principal) Ser223 principal)
N (cadeia O (cadeia 29
principal) lateral) ’
Pepstatina  Val Ofcadeia 554 N (cadeia 3,2
principal) principal)
N (cadeia lle13 O (ca_deia 30
| BPP1 Gl Olaterjl). Elrlnmga.l)
(cadeia 1504 (cadeia 3,2
principal) principal)
N O (cadeia
8 N (cadeia lle13 principal) 2.8
& LBPP37 Gin lateral) Glyzop ~ O(cadeia 2,8
principal)
O .(ca.dela Ala224 N .(ca.dela 3.4
principal) principal)
N (cadeia le13 O (cheia 26
LBPP38 G Olaterjl). ﬁrlnmé)a.l)
(cadeia 54504 (cadeia 3,2
principal) principal)
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(continuagao da TABELA 4.7)

Ligante Residuo Atomo Residuo Atorr]o Distancia
Ligante Ligante Proteina Proteina (A)
Pepstatina  Val O(cadeia g, 5o,  N(cadeia 2,8

. principal) principal)

8 LBPP1 2,6
€ LBPP37 Gl N (cadeia Phe13 O (cadeia 2,9
» LBPP38 lateral) principal) 3,2
Gly220 2,8

Por se tratarem de ligantes maiores com diferentes cadeias laterais, a série
LBPP adéqua-se de forma diferente a proteina quando comparados a pepstatina, e
desta forma favorece interagdes que antes nao existiam.

Na SmCD1, o atomo de nitrogénio da cadeia lateral e da cadeia principal da
glutamina de LBPP1 e LBPP38 interage com Ala13 por ligacdo de hidrogénio,
tratando-se de interagdes particulares destes ligantes, uma vez que na pepstatina
este residuo apresenta uma cadeia lateral menor e hidrofébica, uma valina (FIGURA
4.12). Na SmCD2 e SmCD3, a Ala13 é mutada por lle13 e Phe13, respectivamente.
Ambos sao residuos mais volumosos que a alanina, alterando a conformacédo do
ligante. Dessa forma, sdo mantidas apenas as interagbes com a cadeia lateral em
todos os ligantes da série LBPP.

O residuo de Gly221 da enzima SmCD1 também interage por ligacédo de
hidrogénio com o atomo de nitrogénio da cadeia lateral da glutamina de LBPP1 e
LBPP38 (3,0 A e 3,6 A respectivamente). Na SmCD2 e SmCD3, esse contato ocorre
apenas para os ligantes LBPP37 e LBPP38, respectivamente.

Aspartil proteases humanas como a pepsina, renina e catepsina D preferem
residuos hidrofobicos em P1. A renina prefere os residuos hidrofobicos maiores,
enquanto as demais favorecem os residuos menores, exceto a gastricsina que
possui uma especificidade variada, favorecendo fenilalanina sobre leucina, mas nao
sobre um ciclohexilalanil [90]. Uma fenilalanina na posigdo 131 da catepsina D
humana, comparada a isoleucina em outras enzimas, permite acomodar residuos
menores em P1. No caso da SmCD1 (FIGURA 4.13) e da SmCD2 esta posi¢ao é
ocupada por uma fenilalanina (Phe120), enquanto que na SmCD3 é por uma tirosina
(Tyr120). Estes residuos favorecem residuos menores, como aponta os resultados

experimentais de inibicdo (FIGURA 1.8). Estas interagdes podem contribuir para a
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maior atividade da pepstatina e de LBPP1 em relagdo aos outros ligantes, no extrato
aquoso do parasita.

Os resultados obtidos nos calculos de atracagdao molecular com as enzimas
SmCD1 e SmCD2 demonstraram que todos os ligantes da série LBPP e a
pepstatina produzem interagdes hidrofobicas em P1, com destaque para os residuos
Phe115, Phe120 e lle123 das proteinas (FIGURA 4.13). No entanto, devido a
presenga dos residuos Tyr115 e Tyr120 apontados para o ligante na SmCD3, esta
regiao se torna ligeiramente mais polar nessa enzima. Dessa forma, a SmCD3 deve
favorecer substituintes polares em P1.

O ligante LBPP38 apresenta ainda uma interagcéo T-stacking com Tyr78 em
todas as enzimas estudadas, sendo esse um residuo importante para a ligacédo do
substrato/inibidor [88, 90].

FIGURA 4.13. Superficie molecular da SmCD1, evidenciando a interagao hidrofébica

dos residuos Phe115, Phe120 e lle123 com os ligantes estudados.

4.2.2 SUBSITIO S2 E ST’

Os trés ligantes da série LBPP interagem de forma semelhante neste subsitio
nas enzimas SmCD1, sendo que os residuos das proteinas (Gly79 e Thr80) se
localizam proximos aos residuos de arginina em P2 dos inibidores (FIGURA 4.14).

Ocorrem interacdes entre a cadeia lateral dos residuos das proteinas e das cadeias
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principais dos ligantes. Na SmCD1, todos os ligantes da série LBPP produzem
ligacbes de hidrogénio entre esses residuos e a cadeia lateral de arginina do
inibidor.

Na SmCD2, a conformacao da cadeia lateral dos ligantes da série LBPP é
diferente daquela encontrada para a SmCD1. Dessa forma, os residuos Gly79 e
Thr80 interagem com a cadeia principal dos inibidores e o residuo Thr223 interage
com a cadeia lateral de LBPP1 e LBPP37. Devido a essa alteracdo conformacional,
as cadeias laterais dos inibidores na SmCD2 se localizam préximos aos residuos
Phe300 e lle307, os quais favoreceriam cadeias hidrofébicas (FIGURA 4.15).

Na SmCD3, os residuos Gly79 e Thr80 da SmCD1 correspondem a Leu79 e
Asp80. Assim como para SmCD1, ambos interagem por ligagdo de hidrogénio com a
cadeia lateral e principal dos ligantes (TABELA 4.8).

Adicionalmente, Gly79 e Thr80 interagem por ligacdo de hidrogénio no
subsitio S1’ nas enzimas SmCD1 e SmCD2 (FIGURAS 4.14 e 4.15). Na SmCD3, o
residuo Leu79 provoca um impedimento para a formacao da ligagdo de hidrogénio
nesse subsitio. Entretanto, a cadeia lateral de His295 (Leu297 na SmCD1 e Thr298
na SmCD2) forma uma ligacdo de hidrogénio com a cadeia lateral da arginina na
série LBPP (distancia N-*N 3,0 A).
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FIGURA 4.14. Comparagéao entre as diferentes interagdes dos ligantes estudados e
os subsitios S2 e S1° da SmCD1. Complexos: (A) SmCD1/pepstatina, (B)
SmCD1/LBPP1, (C) SmCD1/ LBPP37 e (D) SmCD1/LBPP38.

. /lr“ i

LBPP37

FIGURA 4.15. Comparacéao entre as diferentes interagdes dos ligantes estudados e
os subsitios S2 e S1° da SmCD2. Complexos: (A) SmCD2/pepstatina, (B)
SmCD2/LBPP1, (C) SmCD2/ LBPP37 e (D) SmCD2/LBPP38.
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TABELA 4.8. Interagbes entre os ligantes e as enzimas estudadas no subsitio S2,

obtidas pelos resultados de atracagao molecular.

Ligante Residuo Atomo Residuo Atomo Distancia
g Ligante Ligante Proteina Proteina (A)
, O (cadeia Gly79 N (cadeia 2,8
Pepstatina val principal) Thr80 principal) 3,4
O (cadeia
N (cadeia Gly79 principal) 2.8
lateral) O (cadeia
LBPP1 Arg . lateral) 2,6
O (cadeia N (cadeia 31
principal) principal) ’
N (cadeia O (cadeia 31
lateral) GIV79 principal) ’
= O (cadeia y N (cadeia 30
) principal) principal) ’
S LBPP3Y Arg N (cadeia O (cadeia 31
n lateral) Thr80 lateral) ’
O (cadeia N (cadeia 28
principal) principal) ’
N (cadeia O (cadeia 57
lateral) GIV79 principal) ’
O (cadeia y N (cadeia 30
principal) principal) ’
LBPP38 Arg N (cadeia O (cadeia 28
lateral) Thr80 lateral) ’
O (cadeia N (cadeia 29
principal) principal) ’
N (cadeia
O (cadeia Gly79 principal) 2.8
Pepstatina Val principal) N .(ca.della 3,3
Thr80 principal)
N (cadeia O (cadeia 39
principal) lateral) ’
a O (cadeia Gly79 N (cadeia 35
% principal) principal) ’
n O (cadeia N (ca_dela 3,0
rincipal) principal)
LBPP1 Arg princip Thrg0 O (cadeia 3,2
N (cadeia
N lateral) 3,2
principal)
N (cadeia O (cadeia 3,0
lateral) Thr223 lateral) 2,8

75




(continuagao da TABELA 4.8)

Ligante  Residuo Atomo Residuo Atomo Distancia
9 Ligante Ligante Proteina Proteina (A)
Gly7g ~ N(cadeia 2,8
principal)
O (cadeia N (cadeia 57
LBPP37 Arg principal) Thrg0 g“(r(‘;‘;'g:i';
3,5
lateral)
N . -
a N (cadeia Thr223 O (cadeia 29
Cé lateral) lateral)
? Oy Gindpal 31
O _(ca.deia l?l (cageia
LBPP38 Arg principal) principal) 2.9
N (cadeia Theed O (cadeia 50
principal) lateral) 3,0
O (cadeia N (cadeia
Pepstatina Val principal) Leu79 principal) 3.2
P N (cadeia Asp80 O (cadeia 29
principal) P lateral) ’
O (cadeia Leu79 N (cadeia 26
principal) principall) ’
N (cadeia  Leu79 gri(rfg‘;zl? 2.7
LBPP1 Arg lateral) ASDBO () adeia 25
N (cadeia Asp80 lateral) 2,4
principal) ’
N (cadeia . N (cadeia
2 lateral) His295 lateral) 3,0
& : -
= O .(ca.dela Leu79 N .(ca.dela 26
n principal) principal)
: O (cadeia
LBPP37 Arg N(cadeia  Leur9 .ol 2.8
lateral)
Asp80 . 3,1
. O (cadeia
N (cadeia Asp80 lateral) 24
principal) ’
O (cadeia N (cadeia
principal) Leu79 principal) 2,6
N (cadeia O (cadeia
LBPP38 Arg lateral) Leu79  rincipal) 2,6
Asp80 O (cadeia 2,7
N '(ca.dela Asp80 lateral) 24
principal)
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Este subsitio € um importante alvo para o desenvolvimento de novos
inibidores, pois envolve residuos que constituem o “flap” das enzimas, o qual é

critico nas interagdes enzima-ligante [180, 196, 203].

4.2.3 SUBSITIOS S2’ E S3

O atomo de oxigénio da cadeia lateral do residuo de glutamato de LBPP37 e
LBPP38, em P2’, interage com o atomo de nitrogénio presente no residuo de Ser37
da SmCD1 (distancias OE1""N 2,8 A e OE1-N 3,1 A, respectivamente). Ja em
LBPP1 esta interacdo ndo ocorre. A pepstatina, um inibidor mais potente para
aspartil proteases de S. mansoni (FIGURA 1.8), possui uma cadeia lateral pouco
volumosa em P2’ (alanina) e nao interage com a proteina em S2’ na SmCD3. Nas
enzimas SmCD2 e SmCD3, a Ser37 corresponde a Pro37 e Thr37, respectivamente.
Esses residuos ndo interagem com os ligantes da série LBPP e com a pepstatina
em nessas enzimas. Dessa forma, sugere-se que esta interacdo possa contribuir
para a especificidade do ligante em relagdo a cada enzima em particular, mas nao
para sua poténcia em relacao ao extrato aquoso do parasita. A posicdo da cadeia
lateral do glutamato dos ligantes na SmCD1 pode ser visualizada espacialmente
através de uma analise dos contatos ao redor do residuo, como mostra a FIGURA
4.16.

77



Pepstatina

LBPP38

LBPP1 %f LBPP37 YQ

FIGURA 4.16. Sobreposicao da série de ligantes LBPP e a pepstatina, no subsitio
S2’ da SmCD1. A interacdo de LBPP 37 e 38 neste subsitio com a Ser37 e sua

distancia pronunciada nos casos da pepstatina e LBPP1.

O atomo de nitrogénio da cadeia principal do residuo de serina em P3’ de
todos os ligantes da série LBPP, tanto na SmCD1 quanto na SmCD2, interage por
ligacado de hidrogénio com o residuo 77 (His77 na SmCD1 e GIn77 na SmCD2). Na
SmCD3, essa interagdo nao ocorre (TABELA 4.9). Entretanto, Ser77 interagem com
a cadeia lateral do residuo de Glu de todos os ligantes da série LBPP em P2’.

Outro residuo apontado como importante para a especificidade da SmCD2 é
GIn133. Esse residuo forma ligagdes de hidrogénio com todos os ligantes estudados
e € especifico para SmCD2 (FIGURA 4.17). Na SmCD1, ele corresponde a Val133
e, na SmCD3, a Glu133. Ambos ndo produzem qualquer tipo de interagdo com os

inibidores em suas respectivas enzimas.
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LBPP38

FIGURA 4.17. Comparacéao entre as diferentes interacdes dos ligantes estudados e
os subsitios S2° e S3' da SmCD2. Complexos: (A) SmCD2/pepstatina, (B)
SmCD2/LBPP1, (C) SmCD2/ LBPP37 e (D) SmCD2/LBPP38.

Ainda em P2’, o atomo de nitrogénio da cadeia principal dos trés ligantes da
série LBPP, em todas as enzimas, forma uma ligacdo de hidrogénio com Gly35
(TABELA 4.9).

Destaca-se que a pepstatina interage apenas com a SmCD1 em S2’ e com a
SmCD2 em S3'. Esse ligante ndo interagem com a SmCD3 nesses subsitios
(TABELA 4.9 e TABELA 1 do Anexo V).
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TABELA 4.9. Interagdes entre os ligantes e as enzimas estudadas nos subsitios S2’

e S3’, obtidas pelos resultados de atracacdo molecular.

Ligante Residuo Atomo Residuo Atomo Distancia
g Ligante Ligante Proteina Proteina (A)
Pepstatina Ala gri(rfg‘i‘;i'l";‘ TYM94 ) Cadeia 2,9
Ser N _(ca.deia His77 principal) 3.3
principal)
N (cadeia
N Gly35 : 3,3
L BPP1 prlnC|pa.I) @) (chela
Glu OI (cad(le)la His77 principal) 57
atera ’
O .(ca.dela Tyr194 O (cadeia 29
principal) lateral)
Ser ﬁri(r?giizl? His77 O (cadeia 2.7
O (cadeia His77 principal) 39
- lateral) ’
Q .
O  LBPP37 | Sery7  N{cadeia 5
‘% Glu OI (cad(lela pr|n0|pa.)
ateral) lle131 gri(rfgiz's 2.9
0] .(ca.dela Tyr194 O (cadeia 25
principal) lateral)
Ser l;ri(r?c?i%zll? His77 O (cadeia 2,6
O (cadeia His77 principal) 33
lateral) ’
LBPP38 | Sers7 1 (cader 3,1
Glu OI (cadfla pr|n0|pa.)
ateral) lle131 Sri(rf;‘;‘;'s 3,0
O _(ca.dela Tyr194 O (cadeia 26
principal) lateral)
Pepstatina Sta o .(ca.de|a GIn133 N (cadeia 2,9
principal) lateral)
~ Ser N (cadeia GIn77 O (cadeia 3,5
8 principal) Gly35 principal) 3,5
£ O (cadeia
o LBPPT Glu O (cadeia V78 lateral) 3.2
lateral) Gln133 N (cadeia 28
lateral)
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(continuagao da TABELA 4.9)

Ligante  Residuo Atomo Residuo Atomo Distancia
9 Ligante Ligante Proteina Proteina (A)
Ser N (cadeia GIn77 O (cadeia 3,5
principal) Gly35 principal) 3,2
O (cadeia
LBPP37 Glu O (cadeia Tyrrs lateral) 2.8
o lateral) GIn133 N (cadeia 3.1
o lateral)
£ Ser N (cadeia GIn77 O (cadeia 3,2
n principal) Gly35 principal) 3,4
O (cadeia
LBPP38 Glu O (cadeia Tyr78 lateral) 3.4
lateral) GIn133 N (cadeia 3.2
lateral)

Pepstatina - - - - -
N(cadeia G35 o (cadeia 2,8
principal) rincipal)

LBPP1 Glu . princip 3.2
O (cadeia Ser77 N (cadei
lateral) \cadeia 3,4
principal)
N(cadeia G35 o (cadeia 2,7
2 principal) rincipal)
S LBPP37 Glu . princip 2.8
£ O (cadeia Ser77 N (cadeia
n lateral) N 3,4
principal)
N(cadeia G35 o (cadeia 2,7
principal) N
principal) 31
LBPP38 Glu O (cadeia Ser77 N (cadeia
lateral) A 3,4
principal)
O (cadeia O (cadeia
lateral) Tyr78 lateral) 3.4

4.2.6 SUB SITIO S4

A TABELA 4.10 apresenta as interagcdes entre os ligantes e as enzimas

estudadas no subsitio S4, obtidas pelos resultados de atracagao molecular.
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TABELA 4.10. Interagbes entre os ligantes e as enzimas estudadas no subsitio S4,

obtidas pelos resultados de atracagao molecular.

Ligante Residuo Atomo Residuo Atomo Distancia
g Ligante Ligante Proteina Proteina (A)
Pepstaina St Of(cadeia  go595 N (cadeia 3.4
principal) principal)
LBPP1 - - - - -
o N (cadeia 34
3 . N ,
£  LBPP37 Ser O (cadeia Ser223 pr|n0|pall)
77} lateral) O (cadeia 35
lateral) ’
LBPP38  ser ~ Ofcadela  go 595 Oflcadeia 4,
lateral) lateral)
Pepstatina Sta © .(ca'dela Ala224 N .(ca'de|a 3,4
o principal) principal)
O (cadeia N (cadeia
O
2 LBPP1 Ser lateral) Arg292 lateral) 3,9
® 1 BPP37 - - ; : _
LBPP38 - - - - -
Pepstatina ~ Sta  O(0adeld  gopp  Nlcadela g
principal) principal)
| Leuzo3 N (cadeia 25
O (cadeia principal)
LBPP1 Ser lateral) O (cadeia
Glu293 ! 3,5
™ lateral)
] . _
) Ace N (cadeia Arg246 O (cadeia 3.2
£ lateral) lateral)
% LBPPST O (cadeia N (cadeia
Ser ! Leu223 \cadel 2,7
lateral) principal)
Ace N (cadeia Arg246 N (cadeia 3.2
lateral) lateral)
LBPP38 D (cade: N loade
Ser (cadeia ) 1203 (cadeia 2,5
lateral) principal)

Em P4 apenas o ligante LBPP1 nao interage com o residuo de Ser223 da
SmCD1. Para LBPP37 e LBPP38 a hidroxila do residuo de treonina produz contato
com um atomo de nitrogénio da cadeia lateral da serina nas distancias O-"N (3,4 A e
3,6 A respectivamente), assim como ocorre na pepstatina O-"N 3,4 A (FIGURA
4.18).
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FIGURA 4.18. Comparagéao entre as diferentes interagdes dos ligantes estudados e
o subsitio S4 da SmCD1. Complexos: (A) SmCD1/pepstatina, (B) SmCD1/LBPP37 e
(C) SmCD1/LBPP38. O complexo SmCD1/LBPP1 nao apresenta interagdes neste

subsitio.

Na SmCD2, LBPP37 e LBPP38 nao apresentam interagdes no subsitio S4. A
pepstatina, entretanto, forma uma ligacdo de hidrogénio com Ala224 em P4
(distancia O'N de 3,4 A). Adicionalmente, no subsitio S4 da SmCD2, ocorre a
interagdo da cadeia lateral de serina de LBPP1 com a cadeia lateral de Arg292. Na
SmCD1 e SmCD3 esse residuo corresponde a Leu291 e Met289, respectivamente,
0 que impede a interacao por ligagcao de hidrogénio com a cadeia lateral e torna
esse subsitio ligeiramente mais apolar que na SmCD2.

Em relagcdo as SmCDs, a SmCD3 é a enzima que apresenta mais contatos
com os ligantes. Além das ligagdes de hidrogénios produzidas entre os ligantes e os
residuos de Ser222, Leu223, Arg246 e Glu293, ocorrem interagdes hidrofébicas
entre as regides finais dos ligantes e os residuos de Phe13, Leu223 e Leu225
(FIGURA 4.19).
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FIGURA 4.19. Comparacéao entre as diferentes interacdes dos ligantes estudados e
o subsitio S4 da SmCD3. Complexos: (A) SmCD3/pepstatina, (B) SmCD3/LBPP37 e
(C) SmCD3/LBPP38. O complexo SmCD3/LBPP1 ndo apresenta interagdes neste

subsitio.
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4.3 SIMULACAO POR DINAMICA MOLECULAR

Realizou-se a Simulagdo por Dindmica Molecular (DM) nas enzimas livres
(SmCD1, SmCD2 e SmCD3) e nos complexos com a pepstatina. Ambos foram
obtidos nas etapas de modelagem comparativa (se¢do 3.1) e de atracagao

molecular (se¢ao 3.2)

4.3.1 ESTABILIDADE DAS TRAJETORIAS
A FIGURA 4.20 apresenta os graficos de desvio quadratico médio da cadeia

principal (RMSD, Root Mean Square Deviation), raio de giro (RG) e superficie

acessivel ao solvente (SAS) para os modelos estudados.
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FIGURA 4.20. RMSD dos atomos
SmCD1/pepstatina (amarelo), SmCD2 livre (verde), SmCD2/pepstatina (laranja),
SmCD3 livre (vermelho) e SmCD3/pepstatina (cinza). O raio de giro e a superficie

1800
o 30000

T T
5000 10000

da cadeia principal de: SmCD1 livre (azul),

acessivel ao solvente também estao representadas pela mesma representacédo de

cores.

O desvio quadratico médio da cadeia principal (RMSD, Root Mean Square
Deviation), em relacao a estrutura inicial, aumenta rapidamente até estabilizar em 2
ns de simulacdo, para todas as enzimas e complexos. Contudo, a SmCD1 livre se
mantém estavel por mais 18 ns e apresenta elevado RMSD apés 20 ns de
simulagao.

Deve-se ressaltar que os estados iniciais das enzimas livres correspondem as
formas inibidas dessas enzimas, pois os modelos foram gerados a partir de
estruturas de referéncia ligadas a inibidores (segcao 3.1). Dessa forma, esperaria-se
grandes alteracbes nas enzimas livres, pois as estruturas devem evoluir de um
estado ligado para um nao-ligado. O sitio ativo de aspartil proteases é coberto pelo

“flap”, que em eucariotos se compde por uma estrutura de grampo 3 que se localiza
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perpendicular ao centro do sitio ativo [203]. Durante o ciclo catalitico, o “flap” deveria
abrir para permitir a entrada do substrato/inibidor no sitio de ligagdo e a saida dos
produtos de hidrélise. Entretanto, segundo os dados de estruturas cristalograficas
[39, 88, 90, 204-207], o “flap” de aspartil proteases de eucariotos nao sofrem
grandes movimentos para a entrada do substrato/inibidor (cerca de 2,0 A) [203, 208].
Isso também pode ser observado para as enzimas estudadas de S. mansoni, pois
nao ha grandes alteragcdes conformacionais na regido do “flap” (FIGURAS 4.21. 4.22
e 4.23).

Entretanto, a sobreposi¢cao entre a estrutura inicial (obtida na secéo 3.1) e as
estruturas médias de cada enzima na sua forma livre e na forma ligada a pepstatina
revelam que, no caso da SmCD1, ha uma importante diferenca na alga que conecta
as fitas s10C e s11C (FIGURA 4.21). Quando a enzima esté ligada ao inibidor, essa
algca se comporta como se estivesse “fechada”. Quando a enzima esta livre, a alga
estaria “aberta” e poderia auxiliar na entrada do substrato/inibidor. A estrutura inicial
parece uma estrutura intermediaria entre as duas conformacgdes (livre e ligada).
Como o estado “fechado” interage com o inibidor (ver discussdo adiante na segao
3.3.2 € 3.3.5), ele se torna menos flexivel que o estado “aberto”.

Este efeito também é demonstrado para SmCD2 e SmCD3 livres, mas em
menor intensidade. Nota-se que a sobreposicdo das estruturas iniciais e das
estruturas médias das enzimas livres e ligadas ndo se diferem tao significantemente
quanto na SmCD1 (FIGURA 4.21).

SmCD1 inicial SmCD2 inicial SmCD3 inicial
—SmCD3
== SMCD3/Pepstatina

=—SmCD1 SmCD2 )
SmCD1/Pepstatina SmCD2/Pepstatina

FIGURA 4.21. Sobreposigao entre as estruturas iniciais (em rosa) e as estruturas
médias de: SmCD1 livre (azul), SmCD1/pepstatina (amarelo), SmCD2 livre (verde),
SmCD2/pepstatina (laranja), SmCD3 livre (vermelho) e SmCD3/pepstatina (cinza).
As estruturas médias foram calculadas pela sobreposicado dos ultimos 20 ns de cada

trajetdria utilizando-se os atomos da cadeia principal das enzimas.
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O raio de giro (RG) e a superficie acessivel ao solvente (SAS) néao
apresentam alteragcdes significantes durante as simulagbes. Contudo, pode-se
observar que os complexos sao relativamente mais compactos que as enzimas
livres, com exce¢cao da SmCD3. A pepstatina reduz a flexibilidade de SmCD1 e
SmCD2, mas este efeito ndo é aparente para SmCD3 (FIGURA 4.23).

4.3.2 ANALISE ESTRUTURAL

A FIGURA 4.22 apresenta a sobreposicdo das estruturas médias de cada
enzima na sua forma livre sobre a forma ligada a pepstatina, além da sobreposigao
das trés enzimas livres e das trés enzimas ligadas a pepstatina. As estruturas
meédias foram consideradas pela sobreposicdo dos ultimos 20 ns de cada trajetoria
utilizando-se os atomos da cadeia principal das enzimas. Os resultados indicam
diferencas estruturais significantes entre as trés enzimas livres (RMSD > 2,5 A). As
diferencas estdo localizadas principalmente nas algas, especialmente na al¢a que
conecta as fitas s10C e s11C, as quais estao localizadas na regido mais flexivel das
proteinas. Os RMSDs das formas ligadas a pepstatina em relagdo as enzimas livres
foram calculados sobre todos os residuos da cadeia principal, indicando que o
complexo SmCD2/pepstatina € mais semelhante a estrutura livre da SmCD2
(RMSD = 2,0 A) que as estruturas de SmCD1/pepstatina e SmCD3/pepstatina o séo
de suas respectivas estruturas livies (RMSD of 2,4 A e 2,6 A, respectivamente). Em
outras palavras, SmCD2 é a enzima cuja estrutura € menos perturbada pela ligagao
ao inibidor pepstatina. Além disso, as formas ligadas a pepstatina de SmCD1 e
SmCD2 estdo mais estruturalmente correlacionadas entre si do que com a SmCD3,
enquanto que em suas formas livres, SmCD2 e SmCD3 apresentam melhor
correlagao estrutural (FIGURA 4.22).

Os valores de RMSD fornecem uma analise coletiva de todos os residuos das
proteinas, promovendo uma perspectiva global das modificagdes conformacionais
ao longo da trajetdria da DM. Assim, para analises especificas do comportamento
conformacional das enzimas simuladas, empregou-se o método que descreve a
flutuacao estrutural de uma proteina como funcéo do tempo e do numero de cada
residuo - a analise da flutuagédo do desvio quadratico médio (RMSF, do inglés “Root

Mean Square Fluctuation”) [209]. Conforme exposto acima, a estrutura da enzima
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SmCD1 sofre consideravel perturbagdo com a ligagao da pepstatina. As alteragbes
conformacionais residem, sobretudo, na alga que conecta as fitas s10C e s11C
(residuos de Val282 a 11e289) no subsitio S4 da enzima SmCD1 (FIGURAS 4.22 e
4.23). Além disso, as enzimas SmCD1 e SmCD2 livres mostram o sitio ativo mais
exposto ao solvente que a SmCD3 livre, devido ao rearranjo de duas algas (entre as
folhas s7N e s8N e entre as folhas s10C e s11C) em diregdo a superficie. Detalhes

sobre estes movimentos sao discutidos na segao 3.3.5.

= SmCD1 SmCD1/Pepstatina
===3mCD2 e SmCD2/Pepstatina

= SmCD3 = SMCD3/Pepstatina

o . = o
RMSD smepi-smepz = 3,1 ,g\ RMSD smept-smepz = 2,3 f’o‘
RMSD smepi-smepa = 3,2 13 RMSD smepi-smepa = 2,4 f)\
RMSD smcpz-smeps = 2,8 A RMSD smcpz-smep3 = 2,9 A
=—SmCD1 SmCD2 —SmCD3 .
SmCD1/Pepstatina SmCD2/Pepstatina = SmCD3/Pepstatina

RMSD = 2,4 A RMSD = 2,0 A

FIGURA 4.22. Sobreposicdo das estruturas médias de: SmCD1 livre (azul),
SmCD1/pepstatina (amarelo), SmCD2 livre (verde), SmCD2/pepstatina (laranja),
SmCD3 livre (vermelho) e SmCD3/pepstatina (cinza). As elipses destacam as
diferengas entre as algas que conectam as fitas s11C e s12N das enzimas livres e
ligadas. As estruturas médias foram calculadas pela sobreposi¢ao dos ultimos 20ns

de cada trajetoria utilizando-se os atomos da cadeia principal das enzimas.
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FIGURA 4.23. Graficos de RMSF e em salsicha. (A) SmCD1 livre (azul) e em

complexo com pepstatina (amarelo), (B) SmCD2 livre (verde) e em complexo com

pepstatina (laranja), (C) SmCD3 livre (vermelho) e em complexo com pepstatina
(cinza); grafico em salsicha para (D) SmCD1 livre, (E) complexo SmCD1/pepstatina,
(F) SmCD2 livre, (G) complexo SmCD2/pepstatina, (H) SmCD3 livre e (I) complexo
SmCD3/pepstatina. Algas estdo coloridas em cinza, folhas B em ciano e hélices a
em vermelho. As estruturas foram calculadas pela sobreposi¢cao dos ultimos 20 ns
de cada trajetoria utilizando-se os atomos da cadeia principal das enzimas. Grafico

em salsicha realizado pelo programa MolMol [210].
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4.3.3 O PAPEL DAS PONTES SALINAS NA ESTABILIDADE DOS
COMPLEXOS

Devido a flexibilidade das proteinas, os residuos carregados se deslocam um
em relacdo ao outro em diferentes conformacdes da proteina. Consequentemente,
espera-se que a flexibilidade geral da proteina afetara a forga eletrostatica entre os
residuos carregados [211].

Foram analisadas as distancias entre os pares ibnicos nas enzimas livres e
ligadas a pepstatina, durante todo periodo de simulagdo. Todas as pontes salinas
estdo descritas na TABELAS 1 a 3 do Anexo V.

A proporgao dos residuos carregados (Asp, Glu, His, Lys e Arg) é semelhante
em todas as enzimas, embora seja ligeiramente maior na SmCD3 (20,4% contra
19,2% na SmCD2 e 17,4% na SmCD1). Consistente com o aumento da ocorréncia
de residuos carregados esta a formagao de pontes salinas. SmCD3 apresenta 13
interacdes com ocorréncia maior que 50% ao longo da trajetéria enquanto SmCD2
apresenta 14 interagdes e SmCD1 apenas 10, as quais podem estar associadas a
maior compactacdo da SmCD3 e SmCD2 em relacédo a SmCD1.

O residuo de Asp277 esta localizado na hélice h2C, préxima a fita s11C
(FIGURA 4.26). A algca que conecta as fitas s10C e s11C apresentou amplo
movimento (como discutido na secao 3.3.5), o qual resultou na aproximacao da alga,
entre as fitas sON e s1C, e a hélice h2C. Este movimento permitiu a alta ocorréncia
ao longo da trajetéria da ponte salina formada pelos residuos Asp277-Arg160 no
complexo SmCD1/pepstatina (FIGURA 4.24), refletindo na menor flexibilidade desta
regidao (FIGURA 4.23). Em conjunto com o subsitio hidrofébico S4, essa ponte salina
parece ser importante para a especificidade e estabilidade da ligacéo do inibidor na
SmCD1.

Entretanto, sugere-se que para produzir a aproximagao entre alga entre as
fitas sON e s1C, e a hélice h2C, a interagdo entre os residuos Lys281 e Glu288
torna-se menos frequente no complexo SmCD1/pepstatina (TABELA 1 do Anexo V).
A perda dessa interacdo € compensada com o aumento da ocorréncia da ponte
salina entre Asp277 e Arg160.

A interacado entre os residuos carregados Asp277 e Arg160 ndo ocorrem na
SmCD2 e na SmCD3, onde os residuos de Asp277 ou Arg160 sdo mutados para

residuos neutros. Ja a ponte salina formada pelo par Lys281 e Glu288 na SmCD1
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corresponde ao par Glu282 e Arg289 na SmCD2. Essa ponte salina ndo ocorre na
SmCD3, pois os residuos de Lys281 e Glu288 da SmCD1 correspondem a Lys279 e
Lys286, respectivamente.

Os residuos Asp188 e Lys198 estdo posicionados nas fitas s2C e s3C,
respectivamente. Sugere-se que a perda desta interacdo no complexo
SmCD1/pepstatina (FIGURA 4.24) se deve a formagédo da ligagdo de hidrogénio
entre o grupo hidroxila da cadeia lateral da Tyr194 com o atomo de oxigénio da
carbonila da cadeia principal de P2’ (Ala) do ligante (distancia média OO = 3,5 &
1,6 A) (TABELA 1 do Anexo VI). Contudo, a interacdo entre Asp188 e Lys198 néo
aparece na SmCD2 e SmCD3.
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FIGURA 4.24. Graficos de evolugao temporal das distancias entre as principais
pontes salinas formadas pela SmCD1 livre (azul) e pelo complexo
SmCD1/pepstatina (amarelo). (A) Arg160 e Asp277; (B) Asp188 e Lys198; (C)
Lys281 e Glu288; (D) Pepstatina e His77.
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O par ibnico formado pelos residuos Asp80 e His295 na SmCD3 esta
localizado na regido do “flap” e na alga entre as fitas s13C e s14C (FIGURA 4.25 e
FIGURA 4.26). Sua ocorréncia diminui substancialmente quando a pepstatina se liga
a SmCD3 (TABELA 3 do Anexo V), pois o inibidor produz uma ligagao de hidrogénio
com o residuo de Asp80 (TABELA 1 do Anexo VI).

A pepstatina produz apenas uma ponte salina com o subsitio S3’ na enzima
SmCD1 (FIGURA 4.25 e FIGURA 4.26), como observado durante a simulagdo por
dindmica molecular. O atomo de nitrogénio da cadeia lateral do residuo de His77
interage com o carboxilato da pepstatina em 94,7% da simulagéo total (distancia
média NH-O = 2,0 + 0,7 A). A enzima SmCD3 produz duas pontes salinas com a
pepstatina (FIGURA 4.25 e FIGURA 4.26). Os residuos de Arg130 e His191
interagem com o carboxilato da pepstatina (P3’) em 58,7% e 88,7% da simulagao
(distancia média NHO = 40 + 16 A e 2,8 + 2,7 A, respectivamente). Estes
contatos sugerem que um novo bolso de ligagao é formado (subsitio S4’), que nao
esta presente na SmCD2 e outras aspartil proteases em complexo com a pepstatina
[88, 90].
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FIGURA 4.25. Graficos de evolugao temporal das distancias entre as principais
pontes salinas formadas pela SmCD3 livre (vermelho) e pelo complexo
SmCD3/pepstatina (cinza). (A) Asp80 e His295; (B) Pepstatina e Arg130; (C)
Pepstatina e His191.

Outras pontes salinas estdo envolvidas na estabilidade geral das proteinas

SmCD1, SmCD2 e SmCD3, mas ndao modificam a especificidade das mesmas, pois

os residuos estdo localizados externamente aos sitios de interacdo com o ligante.
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FIGURA 4.26. Representacdo das principais pontes salinas importantes para a

interagdo com a pepstatina. (A) SmCD1 e (B) SmCD3.

4.3.4 O PAPEL DAS LIGAGCOES DE HIDROGENIO NAS AFINIDADES
DOS COMPLEXOS

As aspartil proteases possuem duas algas homologas no sitio catalitico,
formado pelos residuos de Asp-Thr-Gly [39]. Cada triade esta localizada em I6bos
opostos semelhantes. Uma caracteristica importante dessa familia de enzimas é a
interacdo conservada denominada “fireman’s grip” [39], que envolve ligacbes de
hidrogénio entre os dois residuos de treonina da triade catalitica.

A primeira ligagao de hidrogénio € formada entre o oxigénio da cadeia lateral
da treonina de um lobo e a carbonila da cadeia principal do residuo anterior ao acido
aspartico catalitico do lobo oposto. Pelas analises de DM, esta interacao apresenta
ocorréncia maior que 50% ao longo da simulagdo de todas as enzimas, livres e
inibidas. Contudo, a interagédo produzida pela Thr34 na SmCD2 livre apresenta baixa
ocorréncia inesperada — abaixo de 10% ao longo da trajetdria. Esta interagao parece
estabilizar a ligagéo da pepstatina, pois é encontrada com ocorréncia maior que 50%
ao longo das trajetorias de DM dos complexos (FIGURA 4.27). Diversos estudos
descrevem o residuo de Thr34 como importante para a atividade da enzima HIV-
protease [212-214], o que pode também ser apropriado para as SmAPSs.

Interacbes semelhantes sdo produzidas pela hidroxila do residuo de Thr do
sitio ativo e o nitrogénio da cadeia principal do residuo Thr do I6bulo oposto. Esta
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ligacdo de hidrogénio apresenta ocorréncia abaixo de 50% ao longo das trajetérias
para SmCD1 e SmCD2 , especialmente quando as enzimas estdo em complexo com
a pepstatina (FIGURA 4.27 e TABELA 1 do Anexo VI). Além disso, esta interagao
deve ser importante para SmCD3, onde é encontrada com prevaléncia maior que
55% durante as simulagdes (TABELA 1 do Anexo VI).

Outra propriedade estrutural significante de todas as aspartil proteases € a
regido denominada “flap”, a qual €& descrita como crucial nas interagbes enzima-
ligante [180, 196, 203]. A ligacao do substrato/inibidor em aspartil proteases auxilia a
manter o “flap” estavel, reduzindo seu movimento [172, 203, 215]. Esse fato pode
ser observado pelos resultados da DM, pois o “flap” apresenta menor flexibilidade
nas enzimas ligadas a pepstatina (FIGURA 4.23).

Essa regiao é bastante conservada na SmCD1 e SmCD2, mas algumas
diferencas foram encontradas na SmCD3. A cadeia principal da pepstatina produz
ligacado de hidrogénio com o residuo de Gly79 e com a cadeia lateral do residuo de
Thr80, tanto da SmCD1 quanto na SmCD2. Embora o residuo de Gly79 seja mutado
por Leu79 na SmCD3, o atomo de nitrogénio da cadeia principal desse residuo
também produz uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de valina da pepstatina
em P1’ (distancia média N--*O = 2,8 + 0,2 A) (TABELA 2 do Anexo VI). Ja o residuo
de Thr80 é mutado por Asp80 em SmCD3, o qual produz uma ligagdo de hidrogénio
com o oxigénio da cadeia principal da valina na pepstatina, mas esta interagao
apresenta baixa ocorréncia durante a DM. Tais mutagdes no “flap” da SmCD3
compdem subsitios S1 e S3’ menores, 0s quais podem nao aceitar cadeias laterais
volumosas do inibidor (FIGURA 4.28).
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FIGURA 4.27. Graficos de evolugcado temporal das distancias entre as ligacbes de
hidrogénio do “fireman’s grip”: SmCD1 livre (azul), SmCD1/pepstatina (amarelo),
SmCD2 (verde), SmCD2/pepstatina  (laranja), SmCD3 (vermelho) e
SmCD3/pepstatina (cinza). Os atomos envolvidos nessas intera¢des, bem como as
distancias médias, estdo descritos na TABELA 1 do Anexo VI.
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FIGURA 4.28. Representagao grafica dos complexos entre pepstatina e (A) SmCD1,

(B) SmCD2 e (C) SmCD3. Destaca-se a localizagédo das ligagbes de hidrogénio com
mais de 50% de ocorréncia ao longo da trajetdria. A cadeia principal é exibida
utilizando-se a representagdo esquematica e as cadeias laterais dos residuos

especificos sdo mostradas em bastao.

Tyr194 é outro residuo importante, conservado na pepsina humana, que
forma uma ligacado de hidrogénio com a pepstatina [90]. O oxigénio da cadeia lateral
de Tyr194 da enzima SmCD1 (Tyr195 na SmCD2) produz esta interagdo com a
carbonila do residuo de Ala da pepstatina em P2’ (distdncia média O---O = 0,35
0,16 nm para SmCD1 e 0,26 + 0,02 nm para SmCD2). Embora o residuo equivalente
na enzima SmCD3 seja a Met194, o residuo vizinho Tyr193 forma uma ligagao de
hidrogénio com o grupo carboxilico da estatina terminal da pepstatina em P3’
(distancia média OO = 3,8 + 1,7 A, para ambos os oxigénios) (FIGURA 4.28 e
FIGURA 4.29).

Ambos os atomos de oxigénio da regidao C-terminal da pepstatina produzem
uma ligagcédo de hidrogénio com N&1 da cadeia lateral do residuo His77 na SmCD1,
sugerindo que este residuo apresenta uma conformagédo estavel no complexo,
favoravel a interagdo com o inibidor. Na enzima SmCD3, o residuo correspondente é
Ser77, que forma uma ligacdo de hidrogénio com o nitrogénio da cadeia principal da
estatina (P3’ da pepstatina). Essas interagées n&o ocorrem com o residuo GIn77 da
SmCD2, que se localiza em direcido ao exterior da proteina. Esse residuo € mais
volumoso, impedindo a interagdo com o inibidor. Estes resultados confirmam a
presencga de um novo subsitio de ligagdo na enzima SmCD1 (subsitio S4’).

O grupo hidroxila da cadeia lateral de Thr222 produz uma ligagao de
hidrogénio com a cadeia principal do residuo de estatina da pepstatina no subsitio
S1. Entretanto, os residuos correspondentes na enzima SmCD2 (Thr223) e SmCD3

(Thr221) nao formam esta interagéo.
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FIGURA 4.29. Graficos de evolugao temporal das distancias de algumas ligagdes de
hidrogénio entre a pepstatina e as enzimas SmCD1 SmCD1 (amarelo), SmCD2
(laranja) e SmCD3 (cinza). Os atomos envolvidos nessas interagdes, bem como as
distancias médias, estdo descritos na TABELA 1 do Anexo VI.

Surpreendentemente, a ligagdo de hidrogénio entre os atomos de oxigénio
dos aspartatos cataliticos e a hidroxila do residuo de estatina central da pepstatina
apresenta ocorréncia abaixo de 25% ao longo das simulagdes dos complexos

estudados (TABELAS 2 e 3 do Anexo VI). Os aspartatos cataliticos favorecem a
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ligacdo de hidrogénio entre si, como observado na ocorréncia dessa interagcao ao
longo das trajetorias (TABELA 4.11), o que pode ser um indicio da existéncia das
LBHBs (do inglés, “Low Barrier Hydrogen Bond”, Ligacdo de Hidrogénio de Baixa
Barreira) discutidas na se¢ao 1.1.3.3.5.

Pela analise de RMSD e RMSF da pepstatina ao longo da trajetéria de DM
(FIGURA 4.26), observa-se que esse inibidor n&do apresenta grande alteragao
conformacional em relacéo a estrutura inicial e que o complexo SmCD1/pepstatina é
0 mais estavel durate a simulag&do. Além disso, os atomos que constituem a hidroxila

(numero 30 e 31, respectivamente) apresentam valores de RMSF abaixo de 0,6 A.

TABELA 4.11. Ligagdes de hidrogénio entre os residuos de aspartato cataliticos,

Asp33 e Asp219, durante a DM das enzimas estudadas.

Distancia Média Ocorréncia

Residuo Atomo Residuo Atomo

Complexo (A) £ DP (%)’
SmCD1/ OD1 2,2+0,0 68,7
pepstatina  /SP33 —gpp— Asp219 OD2 2.0+0,4 30,7
SmCD2/ OD1 3,1+0,8 74,6
pepstatina P33 —(pp — Asp219 OD2 4,0+0,8 26,9
SmCD3/ OD1 2,8+0,2 92,8
pepstatina SP33 —gpp ~ Asp219 OD2 2.9+0,3 17,0

" Ocorréncia calculada com distancia maxima de 3,5 A e um angulo maximo de 30°,

respectivamente, durante toda a simulacgao.
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FIGURA 4.30. RMSD e RMSF de todos os atomos da pepstatina ligada a: SmCD1
(amarelo), SmCD2 (laranja) e SmCD3 (cinza).

99



A pepstatina mostra maior numero de ligagdes de hidrogénio com SmCD1
(8,2 £ 1,5) do que com SmCD2 (5,3 £ 1,4) e SmCD3 (5,2 + 1,5). Sugere-se que as
ligacbes de hidrogénio entre a pepstatina e a SmCD1 possam contribuir para a
maior estabilizagdo do complexo, em relagado aqueles formados com a SmCD2 e a
SmCD3.

3.3.5 O PAPEL DAS INTERAGOES HIDROFOBICAS NO PROCESSO
DE INIBICAO

Embora a hélice h2N (residuos 113 a 117) e a alga que conecta as fitas s10C
e s11C (residuos 282 a 288) n&o tenham sido descritas como relacionadas ao sitio
de ligacao de inibidores/substratos na SmCD1 [80, 93], as analises das simulagdes
demonstraram uma grande alteragao conformacional em diregcdo ao residuo de
isovalina da pepstatina (P4). Nos primeiros 5 ns de simulagao, foi observada uma
queda significativa nas distancias intramoleculares entre os residuos da hélice h2N e
a alga que conecta as fitas s10C e s11C (em particular, entre os residuos Met117 e
Met285) (FIGURA 4.27). Esta aproximacgado produziu contatos favoraveis entre a
SmCD1 e a pepstatina. Esta interacdo caracteriza um subsitio mais compacto e
hidrofébico em S4. Dealwis e colaboradores também descreveram um subsitio mais
compacto envolvendo a posi¢cado da hélice h2N na renina de camundongo [216]. Tais
alteragdes conformacionais na enzima SmCD1 também podem ser visualizadas pelo
RMSF (FIGURA 4.23). Estas regides sofrem significante reducdo da flexibilidade na
SmCD1 complexada a pepstatina. Estes resultados sugerem a presengca de um
“segundo flap” na alga entre as fitas s10C e s11C da SmCD1, sendo importante para
a especificidade e a ligagao do substrato/inibidor a enzima SmCD1.

Entretanto, as mudancas conformacionais descritas acima nao foram
observadas no complexo SmCD2/pepstatina (correspondendo a alga entre as fitas
s11C e s12N). Embora a distancia entre Asn117 e Asn286 rapidamente decaia nos
primeiros 5 ns na SmCD2, a mesma € muito maior que na enzima SmCD1 (FIGURA
4.31). Isso ocorre devido a composigdao de aminoacidos hidrofilicos dessa regido na
SmCD2, pois Met117 e Met285 da SmCD1 correspondem a Asn117 e Asn286 na
SmCD2. Adicionalmente, Gly247 é mutado para Asn248, o que contribui para um

subsitio S4 mais polar na SmCD2.
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A enzima SmCD3 mostra um comportamento diferente daqueles observados
para SmCD1 e SmCD2, em relacédo a evolucédo das distancias entre os residuos de
aminoacidos na regido do subsitio S4. Embora a distancia final entre Asn117 e
Leu283 e entre Leu283 e o residuo de isovalina da pepstatina nao revelem vastas
diferencas na SmCD2, a conformacéao da alca entre as fitas s10C e s11C na SmCD3

livre ndo apresenta grande diferenca da enzima inibida, o que pode ser visualizado
nas FIGURAS 4.31 e 4.32.
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FIGURA 4.31. Graficos de evolugao temporal das distancias. (A) Met117 e Met285
no complexo SmCD1/pepstatina (amarelo), Asn117 e Asn286 no complexo
SmCD2/pepstatina (laranja), e Asn117 e Leu283 no complexo SmCD3/pepstatina
(cinza); (B) Met285 do complexo SmCD1/pepstatina  (amarelo), Asn286 do

complexo SmCD2/pepstatina (laranja), Leu283 do complexo SmCD3/pepstatina
(cinza), e isovalina da pepstatina.
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FIGURA 4.32. Representacbes da superficie das enzimas livres e dos complexos.
(A) SmCD1, (B) SmCD1/pepstatina, (C) SmCD2, (D) SmCD2/pepstatina, (E) SmCD3
e (F) SmCD3/pepstatina. As estruturas correspondem a ultima fornecida pela

simulacao (30 ns).
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4.3 PROPOSTA DE MODIFICACOES ESTRUTURAIS PARA NOVOS
INIBIDORES SELETIVOS

Para se tornarem potenciais candidatos a farmacos, os inibidores de protease
nao devem ter apenas alta poténcia e seletividade. Eles devem possuir também
propriedades farmacocinéticas e farmacodinadmicas apropriadas [83]. Entretanto,
informacdées de como aspartil proteases seletivamente reconhecem pequenas
moléculas organicas geralmente sdo derivados de estudos com substratos
peptidicos / inibidores peptidomiméticos. E a chance desses ligantes se tornarem
farmacos aumenta na medida em que se convertem peptideos em nao-peptideos.

Além disso, inibidores seletivos para uma determinada protease pertencente
a um grupo de enzimas homdlogas, como é o caso da familia SmAP, podem ser
muito uteis como ferramentas para estudo da funcdo destas enzimas. Este inibidor
pode ser usado para “nocautear” quimicamente uma protease especifica presente
numa mistura de enzimas ou num organismo inteiro, contribuindo assim para
caracterizar o papel da enzima nocauteada na atividade biolégica em estudo.

Dessa forma, sugere-se nesse trabalho uma estratégia para gerar inibidores
seletivos para cada protease SmCD. Com base nas andlises descritas, indica-se a
modificagdo de residuos que compde a série LBPP (FIGURA 4.33), para a maior
seletividade dos inibidores.

Para nao reduzir a poténcia dos compostos em relagdo a SmCD1 e SmCD2,
propde-se manter o radical isobutii em P1, pois o residuo de Phe120 nessas
enzimas favoreceria residuos menores no subsitio S1. Além disso, o substituinte
isobutil conservaria as interagdes hidrofébicas com os residuos Phe115, Phe120 e
lle123 dessas enzimas. A enzima SmCD3, entretanto, apresenta um subsitio P1
mais polar, com a presenga de alguns residuos de tirosina em sua composigao.
Dessa forma, propde-se a alteragdo do grupo isobutil pelo substituinte hidroximetil
para permitir interacbes por ligacdo de hidrogénio com esses residuos,
especialmente Tyr120.

Em P3, o residuo de glutamina de LBPP1 interage por ligagao de hidrogénio
com o residuo de Ser223 e de Ala13 na SmCD1. Na enzima SmCD2, esses
residuos correspondem a Ala224 e lle13, respectivamente. A modificacdo da

glutamina, em P3, para valina poderia favorecer a interagdo hidrofébica entre o
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inibidor e esses residuos na SmCD2. Além de hidrofébico, a valina é um aminoacido
menos volumoso que evitaria um impedimento estérico, especialmente com lle13.

Sugere-se que os residuos do inibidor em P2 sejam importantes para a
ligacdo na enzima, pois envolvem interagées com os residuos constituintes do “flap”.
Na SmCD1, todos os ligantes da série LBPP produzem ligagdes de hidrogénio entre
os residuos Gly79 e Thr80 e a cadeia lateral de glutamina do inibidor. Na SmCD2, a
conformacdo da cadeia lateral dos ligantes da série LBPP ¢ diferente daquela
encontrada para a SmCD1 de forma que as cadeias laterais dos inibidores se
localizam proximos aos residuos Phe300 e 11e307. Assim, propde-se a mutagao da
arginina por residuos hidrofobicos menos volumosos, como alanina ou valina. Esses
residuos ndo afetariam as interagdes por ligagado de hidrogénio entre os residuos do
“flap” e a cadeia principal do inibidor, e ainda promoveriam interacées hidrofébicas
nesse subsitio da proteina.

O subsitio S2’ € uma regidao que também poderia ser explorada para avaliar a
seletividade na enzima SmCD3. A mudanca de carga do residuo de P2
(substituindo o residuo de Glu por Lys, por exemplo) poderia fornecer uma interagéao
por ligacdo de hidrogénio com o residuo GIn133. Ao alterar por um residuo
hidrofébico (lle ou Leu, por exemplo), esse substituinte poderia formar interacoes
hidrofébicas com o residuo de Val133 da enzima SmCD1.

Para fornecer um ligante especifico para a SmCD1, também poder-se-ia
explorar a modificacdo do residuo de serina em P4 da série de ligantes LBPP.
Propde-se uma mudanca para um residuo de leucina ou fenilalanina, ambos
hidrofébicos, para interagdo com o “segundo flap” na alga entre as fitas s10C e s11C
da SmCD1.

A mutacao, nesse subsitio, para um residuo carregado negativamente (Asp
ou Glu) poderia favorecer a interacao idbnica com Arg292, aumentando a seletividade

para a enzima SmCD2.
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FIGURA 4.33. Representagao esquematica das modificagdes estruturais propostas

para sintese de inibidores seletivos das enzimas SmCD1, SmCD2 e SmCD3.
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5CONCLUSOES E PERSPECTIVA

As caracteristicas estruturais das enzimas catepsina D-simile de Schistosoma
mansoni SmCD1, SmCD2 e SmCD3 foram investigadas para permitir o futuro
desenvolvimento de novos e seletivos inibidores.

Os modelos 3D das enzimas foram construidos por modelagem comparativa
e adequadamente validados. Os trés modelos apresentaram estruturas semelhantes
as aspartil proteases, o que era esperado devido ao enovelamento altamente
conservado nessa familia de enzimas.

A metodologia de atracagdo molecular foi validada pelo “re-docking” e “cross-
docking” de enzimas homologas complexadas a peptidomiméticos. Os resultados
indicaram a formagao de poucos aglomerados, sendo que a conformagédo de menor
energia estava inserida no aglomerado mais populoso, com exceg¢do do “cross-
docking” da pepstatina na pepsina humana. Nesse caso, o aglomerado mais
populoso ndo era o de maior energia, mas as conformacbes contidas nesse
aglomerado ndo se adequaram aos parametros requeridos nesse trabalho. Dessa
forma, foram selecionadas as conformacées de menor energia para todos os
ligantes.

Em seguida, a metodologia foi empregada para os trés inibidores
peptidomiméticos da série LBPP e da pepstatina com a SmCD1, SmCD2 e SmCD3.
Obtiveram-se as conformag¢des de menor energia com os parametros exigidos nesse
trabalho. Assim como a catepsina D humana, a SmCD1 favorece a presenca de
residuos menores em P1 devido a presenca de uma fenilalanina na posigao 120,
divergindo da renina de camundongo (codigo PBD 1SMR). Por se tratarem de
ligantes maiores e diferentes cadeias laterais, a série LBPP adéqua-se de forma
diferente a proteina quando comparados a pepstatina, e desta forma favorece
interagdes que nao existem com esta ultima. Sdo sugeridas regides especificas para
cada enzima, as quais poderiam ser exploradas para o futuro desenvolvimento de
novos inibidores.

Foram também realizados estudos por DM das SmAPs em complexo com a
pepstatina. Os resultados sugerem que a pepstatina € capaz de provocar grandes
modificagdes conformacionais na estrutura da SmCD1, quando comparada a ligagao
na SmCD2 e SmCD3. A maior diferenca se encontra na alga que conecta as fitas
s10C e s11C, favorecendo a formacao de novas interagdes entre SmCD1 e a
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pepstatina. Estes contatos sao interagdes hidrofébicas no subsitio S4, que é
confirmado pela presenga de pontes salinas na SmCD1, mas n&o fazem parte na
SmCD2 e SmCD3.

A importancia das interagdes denominadas “fireman’s grip” e do “flap” para a
inibicdo também foi investigada pela analise das ligagcbes de hidrogénio durante as
DM das enzimas livres e ligadas a pepstatina. O residuo de Thr33 (Th34 nas
SmAPSs) parece ser fundamental para a atividade enzimatica. Adicionalmente, os
residuos do “flap” sdo mais flexiveis quando as enzimas livres séo simuladas.

Os resultados indicaram que a especificidade de cada enzima pode ser
determinada pelos residuos externos a triade catalitica. Como consequéncia,
SmCD1, SmCD2 e SmCD3 s&o estruturalmente relacionadas entre si, mas
apresentam especificidades distintas, o que pode indicar funcionalidade diferentes.
Sugere-se ainda que o subsitio S4, em conjunto com o subsitio S2, sdo importantes
alvos para o desenvolvimento de novos inibidores.

Testes experimentais com novas moléculas estdo em andamento no
Laboratério de Bioquimica de Proteinas de Peptideos (IOC/FIOCRUZ) para
identificar outros residuos importantes na especificidade e no reconhecimento do
ligante pela proteina. A caracterizagao bioquimica das enzimas purificadas fornecera
maior compreensdo do mecanismo de inibicdo, o que sera util na triagem de

compostos lideres para a descoberta de novas drogas esquistossomicidas.
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ANEXO I: PEPTIDEO SINAL
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FIGURA 1. Analise do peptideo sinal para a enzima SmCD2 realizado pelo
programa Signal3P [183].
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FIGURA 2. Analise do peptideo sinal para a enzima SmCD3 realizado pelo

programa Signal3P [183].
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ANEXO Ill: TABELAS DE VALORES DE PKA

TABELA 1. Residuos com valores de pKa maiores que cinco na catepsina D
humana (cédigo PDB 1LYB), segundo a analise do programa PROPKA [189].

Residuo pKa predito pKa padrao

ASP231 7,62 3,80
ASP323 7,35 3,80
GLUS 7,19 4,50
GLU18 5,06 4,50
GLU180 6,18 4,50
GLU260 5,31 4,50
HIS45 6,36 6,50
HIS56 6,28 6,50
HIS57 8,06 6,50
HIS77 6,50 6,50
HIS209 7,99 6,50

TABELA 2. Residuos com valores de pKa maiores que cinco na renina de

camundongo (cédigo PDB 1SMR), segundo a analise do programa PROPKA [189].

Residuo pKa predito pKa padrao

ASP215 9,83 3,80
GLU164 5,96 4,50

HIS74 6,50 6,50
HIS139 5,08 6,50
HIS159 6,50 6,50
HIS174 6,63 6,50
HIS180 6,91 6,50
HIS243 6,29 6,50
HIS316 6,50 6,50

TABELA 3. Residuos com valores de pKa maiores que cinco na pepsina humana
(codigo PDB 1PSO e 1QRP), segundo a analise do programa PROPKA .

Residu pKa pKa
o predito padrao
ASP32 9,38 3,80
ASP96 5,32 3,80
ASP303 6,65 3,80
GLU13 5,80 4,50
GLU107 5,52 4,50
HIS53 5,51 6,50

133




TABELA 4. Residuos com valores de pKa maiores que cinco na SmCD1, segundo a
analise do programa PROPKA [189].

Residuo pKa predito pKa padrao \

ASP309 7,29 3,80
GLUS 5,74 4,50
GLU106 5,17 4,50
GLU169 5,51 4,50
HIS56 6,12 6,50
HIS77 6,50 6,50

TABELA 5. Residuos com valores de pKa maiores que cinco na SmCD2, segundo a
analise do programa PROPKA [189].

Residuo pKa predito pKa padrao

Glus 5,40 4,50
Glu14 5,99 4,50
His29 5,41 6,50
Asp33 9,53 3,80
His56 6,44 6,50
His57 9,36 6,50
His93 6,34 6,50
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TABELA 6. Residuos com valores de pKa maiores que cinco na SmCD3, segundo a
analise do programa PROPKA [189].

Residuo pKa predito pKa padrao \

Glu106 5,06 4,50
His119 6,36 6,50
Glu170 5,83 4,50
Asp310 6,98 3,80

Glu5 4,50 7,48
Glu11 4,50 5,11
Asp38 3,80 6,88
Asp50 3,80 6,71
Glu106 4,50 6,26
Asp114 3,80 5,22
Asp121 3,80 6,13
Glu133 4,50 519
Glu169 4,50 5,94
Glu185 4,50 5,34
His191 6,50 6,02
Glu261 4,50 6,04
His265 6,50 5,91
Asp280 3,80 5,74
Glu293 4,50 6,81
His295 6,50 5,22
Glu307 4,50 9,83
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ANEXO IV: SUBSITIOS DAS ENZIMAS ESTUDADAS

TABELA 1. Substitios S4 a S4’das enzimas SmCD1, SmCD2 e SmCD3 que

acomodam os residuos dos ligantes a 4 A de distancia.

_ Thr80
c Ser36 Asp33  Gly221
B Tyr194  Val76  OV3%  Ty78  Throze G221 Ser22s
£ . ; Ser36 Thr222  lle248
a Leu299 His77 Asp219 Thr80  Ser223 Ser223  Met295
S Tyr7g 7P lle123  Met295
lle306
Gly35 vaist SN0 pAat3
Ser36 Thr80
- Val76 ASP33 5 opq  CINt4
Q@ et31 oo, pmoo ASp33 Thi80 YOS G221 Alat3
@ Arg302 Y Asp219 Phe120 Thr222  Ser223
4 Tyr78 Met295
Leu123 Ser223
= lle131 Giy2o1 Leu297 1o
(%) Tyr194
s Ser36 Asp33
g Ser37 Tyr78 Gly79 Ala13
™ . Asn38 Thr80 Thr80 GIn14 Ser223
o £f13%12 TH'f’17974 His77 AC;IyS159 Phe115 Thr222 Met117 Met224
m A9 y Tyr7g 7P Phe120 Met295 Gly221 Met295
lle131 lle123 Leu297 Ser223
Val133 Gly221
gggg Asp33 Ala13
Aen3g Tyr78  Gly79  GIn14
o 1le131 His77  Val76 Thr80 Thr80 Tyr15  Ser223
& Ser132 70, [oo- Asp219 Phe115 Thr222 Val3l  Met224
@ val133 Y Tv78 Phe120 Met295 Gly221
”g131 lle123 Leu297 Ser223
val133 Gly221 Asp309
o Ser36 Asp33 llet3
5 GIn77 Tyr7g Thrgo 13
o % - Phe300 M7 Asp220 Thre0  Thr223 TP Ala224
ag Gﬁr’ﬂ% lle123 Gluooo  Arg292
e Gly222 y
" Gly35 Asp33
_ GIn130 Ser36 Tyr78 Azhrfgo c|;|ﬁ11134 lle13
Q@ Thr131 o oo Val76  Asp220  Thre0 ThFr)223 Phot1g  Ala224
m Ser132 GIn77 Thr223 Phe120 Leu225
i ey Phe300 Phe120
n133 Tyr78 lle123 16307  Glv222 Arg292
GIn133 Gly222 y
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(continuagao da TABELA 1)

Gly35 lle13
Ser36 ?‘rs‘r’;’g Gly79  Glu14  lle13
~ Thriaq Pro37 TKrSO Thr80  Thr80  Thr223
L ger132  GIn77 ;‘l’r% Asp220 Phe115 /_Arf]p22220 PT62121§ LA""‘22224
N 8 G133 nrr Phet1g JNM223 Gl eu225
a - Tyr78 Photpg Phe300 Thr223  Arg292
= Thr131 o103 16307  Ala224  11e296
® GIn133 Asp370
Asp33
Gly35 Twis oz N1
o GIn130 Ser36 Glul4  lle13
£ Thr131 Val76 Thr80 — Thr80 = 31 Ala224
e GIn77 Asp220 Phel15 Phe223
O Ser132 GIn77 Phe118 Leu225
o Phe118 Phe300
GIn133 Tyr78 Phe120 Arg292
Phe120 lle307
GIn133 5193 Gly221
_ Leud! | _ o Phel3
c Asp33 Asp80 Phe13
B Leur9  Ser36 o33 Tyrzs ASP80 1uio0 Leu223
7 - Ser297 Ser77 Thr221
a3 Asn301 Tvr78 Asp218 Tyr115 Leu225 Gly220 Arg246
2 y le123 21257 Thr221  Glu293
Gly220 Ser222
Leu31
Gly35 Asp33 | oo Fgl‘rﬂj Phe13
- Ser36 Tyr78 Ser222
o Val76  Gly35 Aspso ASP80 Leusl i 503
am Pro300 Ser77 Thr221  Asp80
. Ser77 Asp218 Tyr115 Leu225
Leu225 Tyr120
Tyr78 Tyr120 PSS o5 Glu293
© lle131 lle123 y His295
(= Ser222
<_E> Gly220
Leu31
(/2]
- Gly35 Asp33 | oo Fgfﬂj’ Phe13
™ Ser36 Tyr78 Ser222
o Asp80  Leu31
o Val76  Gly35  Asp80 Leu223
o Pro300 - Thr221 ASp80
. Ser77 Asp218 Tyr115 Leu225
Leu225 Tyr120
Tyr78 Tyr120  ESEY o5 Glu293
lle131 lle123 863;222 His295
Gly220
Leu31
Phe13
Gly35 Asp33 Phe13
3 Ser36 Tyr7g ~ Leur9 Ginld o 500
e Val76  Gly35 Aspso ASP80  Leudl ' 503
m Pro300 Asn301 Thr221  Asp80
- Ser77 Asp218 Tyr115 Leu225
Leu225 Tyr120
Tyr78 Tyr120 His295  GIv220 Glu293
lle131 lle123 86{222 His295
Gly220




ANEXO V: TABELAS DE PONTES SALINAS

TABELA 1. Ocorréncia e distancias médias das principais pontes salinas de SmCD1

e do complexos SmCD1/pepstatina.

| SmCD1 SmCD1/pepstatina
oo Diin” Goomnce o™i
DP simulacao (% DP simulagao (%
‘2;9;26707' 45+1.4 38,7 3,0£1,0 84,9
:srgf;; 2,6+0,9 90,2 26+0,9 88,6
2:;11:6 26+0,8 92,6 39+15 67,9
‘?‘_‘;‘,':1133' 47+23 435 9,2+26 4,7
':Srg;‘;' 48+25 52,1 39+18 65,9
ﬁ'ﬁgﬁ' 4217 51,7 3,7+1,3 68,4
E;‘;%%g 36+15 68,4 40+17 57,9
e 58135 42,9 8,1+2,4 7.1
'A‘;sp%"g 3,0+0,9 85,7 2,9+0,8 90,6
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TABELA 2. Ocorréncia e distancias médias das principais pontes salinas de SmCD2

e do complexos SmCD2/pepstatina.

SmCD2 SmCD2/pepstatina

Cesiguon | Dltings " Ocomenda | Diancis . Ocortnc

DP simulagio (%) DP simulagao (%)

':srggg%' 3,0+1,1 837 32%15 78,9
';Srzgﬁ' 4,0 + 1,1 54,4 6,0+ 14 5,1
‘:‘;&22‘;%' 40+24 68,0 10,6 £ 3,2 3,1
IA);S:G‘:)- 3,0£0,8 88,8 3008 88,0
éﬁfosé 2,7£1,0 94,8 32+£1,8 85,1
L—;’;fg; 32£1,3 78,3 3,8+1,8 64,8
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TABELA 3. Ocorréncia e distancias médias das principais pontes salinas de SmCD3

e do complexos SmCD3/pepstatina.

SmCD3 SmCD3/pepstatina

Residuos  DIStnda Qo | Dl Gomeer

DP simulagao (%) DP simulagao (%)

ﬁ;g:z% 3,3£1,2 78,3 11,3+2,8 1,3
ﬁ;gp“s‘t)' 5,2+ 1,9 32,5 4,0+1,1 51,8
':Srzggi' 39+1,9 59,5 8,5+3,6 15,1
ﬁzg;g' 4,014 49,6 3,2+1,0 77,6
ﬁ':gg' 3,8+1,2 58,1 53+1,3 17,7
Miszos 2008 i w1E2s 7
i'r‘:z‘;' 33+09 781 28+0,7 95,4
'Afp13821£ 5,4+2,3 36,2 72424 9,5
S 43%11 48,6 38 + 1,1 63,3
':Srg;ﬁ' 56+0,8 1,2 37+0,7 69,6
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ANEXO VI: TABELAS DE LIGAQéES DE HIDROGENIO

TABELA 1. Ligacbes de hidrogénio da regido “fireman’s grip” nas enzimas livres e

inibidas, calculadas durante as simulagdes por dinamica molecular.

Atomo Atomo Distancia . ancia

Residuo g Residuo g Média (A) = o/ A

Residuo Residuo DP (%)

Thrag ~Ofcadeia . oqg Qfcadeia 54,04 69,1
lateral) principal)

Q  Thra4 Qlcadeia g 5og Nlcadeia 4,4, 31,8
<.E> principal) principal)

®  Thopp OfCadei@ g, Olcadeia g, 43 84,8
lateral) principal)

Throzo Olcadeia 4, N(cadeia 4., g 43,8
principal) principal)

Thrag ~Olcadeia o4 Ofcadeia 50,4, 88,6
lateral) principal)
=c O (cadeia N (cadeia

= Thr34 A Thr220 S 43+0,8 17,3
Ss principal) principal)
= . .

Eg Thr22o Ol(cade'a phe3z Of(cadeia g, 4y 58,3
2 ateral) principal)

Throzg Ofcadeia g, 5, Ncadeia — o, 44 17,5
principal) principal)

Thra4 ~Ofcadeia  o1g Qflcadeia 55,44 7,7
lateral) principal)

N Thrag Qfcadeid gy 500 N(cadeia g4, 4, 3,4
%) prlnC|pa.I) prlnC|pa.I)

E  Thipo Ofcadeia oy Ofcadeia 5, 43 89,8
lateral) principal)

Throzo O(cadeia 4, N(cadeia 44, g 57,0
principal) principal)

Thra4 ~Ofcadeia  o4g Ofcadeia 5,4, 93,9
lateral) principal)
5 O (cadeia N (cadeia

N:.% Thr34 N Thr220 N 41+0,7 19,6
8 © principal) principal)
= . .

Ea qpppo Ofcadeia g 0, Ofcadeia 54,4, 72,2
» 9 lateral) principal)

Throoo O(cadeia 5, N(cadeia —,q, 44 3,1
principal) principal)

" Ocorréncia calculada com distancia maxima de 3,5 A e um angulo maximo de 30°,

respectivamente, durante toda a simulacgao.
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(continuagao da TABELA 1)

Distancia

Residuo £ ;r:l?o Residuo Iéet:i?:o Mé(iiaD |(;,nm) Oco(l;z“;pcia

3 "latoral) Ofleadeld 59402 87,3
’ lateral) orincipal) 28 %03 90,5
(Sri(ﬁca;i%?ﬁ ﬁéﬁiﬁg;‘ 3,1+£0,2 53,2
O (cadeia @) _(ca.deia 27401 970

5 & 5 (cacela e a—— ’
G — e prncpa) 91202 %
@ § |lateral) principal) 2802 87,4
orineipal Creinal; 3002 79,4

" Ocorréncia calculada com distancia maxima de 3,5 A e um angulo maximo de 30°

respectivamente, durante toda a simulacéo.
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TABELA 2. Ligagdes de hidrogénio entre a pepstatina e as enzimas, durante a DM.

(o) . en -
£ Residuo Atomo  Residuo Atomo Distancia 0 ancia
S Proteina Proteina Pepstatina Pepstatina -
N
© (cadeia Sta OH 3,4 + 0,04 11,8
= Asp33 lateral)
5 .
O(cadeia g OH 3,5 +0,06 22,1
lateral)
N (cadeia Sta O (ca_dela 354011 518
2 His77 lateral) principal)
o . .
N (cadeia Sta O (ca_dela 354011 53 1
lateral) principal)
- N (cadeia O (cadeia
T Gly79 lateral) Sta orincipal) 2,8 +0,01 98
o N(cadeia O(cadeia — , 4, gy 92,6
£ « principal) principal)
b o O (cadeia Val N (cadeia 324003 63.8
§_ Thigo lateral) principal)
o
= O (cadeia O (cadeia
- <
8 o lateral) Iva principal) 360,12 55,3
g___
n
& Tyrigs O (cadeia Ala O (cadeia 55, 16 69,4
o lateral) principal)
O(cadeia g OH 4,0£0,07 14
= Asp219 lateral)
5 .
O(cadeia g OH 3,5+ 0,07 6,1
lateral)
= Thrpp Ofcadeia g N (cadeia 5, , 003 34,1
o lateral) principal)
O(cadeia g 0 3,3+ 0,03 20,3
lateral)

" Ocorréncia calculada com distancia maxima de 3,5 A e um angulo maximo de 30°,

respectivamente, durante toda a simulacgao.
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(continuagao da TABELA 2)

) A
= Residuo Atomo  Residuo Atomo I\DIIIZ;?:?;:) Ocorréncia
S Proteina Proteina Pepstatina Pepstatina (%)
3 + DP
Oltaded st OH 400,08 1,9
= Asp33 ateral)
O (cadeia
Sta OH 4,9 £ 0,09 0,8
g lateral)
g & oyre Ne®  sta OIEN 281001 088
0
@ : .
¢ § Thgo Qlcadeia Ofcadeia 549,005 54,
2 lateral) principal)
N R . .
Q N Types Ofcadeia o, Oflcadeia 56,000 983
) lateral) principal)
& O (cadeia Sta OH 3,4 +0,04 16,3
= Asp219 lateral)
O (cadeia
| Sta OH 3,3+£0,03 20,3
ateral).
Oltadea  sta OH 56010 03
= Asp33 ateral)
O (cadeia
Sta OH 5,0+£0,10 0,8
e lateral)
8 D geyy Olcadeia g N(cadeia 33,004 657
@ principal) principal)
8 T Leurg Nlcadeia o Ofcadeia 50,000 087
3 pr|n0|pall) prlnC|palI)
S g aspgo  N(cadeia Of(cadeia 55,6505 284
= pr|n0|pa.l) principal)
@ = Ol (fad?'a Sta OH 3,51 0,08 14,4
Asp21g —ateral)
Ofcadeia g OH  39:006 50
lateral)

" Ocorréncia calculada com distancia maxima de 3,5 A eum angulo maximo de 30°,

respectivamente, durante toda a simulacéo.
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