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RESUMO

A trombina é uma serino protease da familia das quimotripsinas envolvida na
digestdo e processos degradativos que possui um importante papel na ativacado dos
fatores da coagulacdo e nas vias fibrinoliticas apresentando-se, portanto, como um
potencial alvo para o desenvolvimento de novos agentes anticoagulantes. Uma
estratégia moderna empregada na busca por tais compostos envolve a elucidacao
dos aspectos estruturais e dinamicos associados ao reconhecimento molecular entre
enzima e seus moduladores sejam por estratégias ditas experimentais quanto
computacionais. Sendo assim, este trabalho apresenta a caracterizacédo de sistemas
envolvendo inibidores de trombina, tanto covalentes (PPACK) quanto alostéricos
(suramina), através de simulacGes de dinamica molecular como meio de estudar a
dindmica e, assim, entender o processo de inativacdo da trombina para o
desenvolvimento de novos agentes antitrombéticos.

Os resultados obtidos possibilitaram a caracterizagao da dinamica de interacao
dos referidos inibidores com a trombina, permitindo-nos identificar. 1) o papel do
solvente no reconhecimento enzima-inibidores; 2) a modulacdo conformacional da
enzima-alvo na presenca de seus moduladores; e 3) o efeito de forcas associadas
ao empacotamento cristalino sobre a formagcdo de complexos enzima-inibidor. A
partir da validacdo dos protocolos e resultados obtidos, da interacdo direta com
outras metodologias experimentais e da extrapolacdo de observacdes funcionais,
espera-se, portanto, que o0s resultados obtidos venham a contribuir no
desenvolvimento de uma linha de pesquisas visando o planejamento, a sintese e a

obtencéo de novos candidatos a prototipos de agentes antitrombdéticos.
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ABSTRACT

Thrombin is a serine protease of the chymotrypsin family, involved in
digestion and degradative processes playing an important role in the both
coagulation factors activation and fibrinolitic pathways. These aspects turn this
enzyme a potencial target to development of new anticoagulants agents. A
modern approach employed in the search of such compounds involves the
elucidation of structural and dynamics aspects associated to molecular recognition
between enzyme and modulators through experimental and computational
strategies. In this sense, this work presents the characterization of systems
concerning thrombin inhibitors, both covalent (PPACK) and allosteric (suramin),
through molecular dynamics simulations in order to elucidate and understand the
dynamics of thrombin inactivation aiming the development of new antithrombotic
agents.

The results obtained enabled the characterization of interaction dynamics
with these inhibitors to thrombin, allowing us to identify: 1) the role of solvent in
enzyme-inhibitors recognition; 2) the conformational modulation of target-enzyme
with modulators presence; and 3) the effect of forces associated to crystal packing
in the generation of enzyme-inhibitor complexes. From the protocols validation
and results obtained, associated to direct interacation with others experimental
methodologies and extrapolation of functional observations, it is expected that the
results obtained contribute in the promotion of a research line aiming the
development, synthesis and the achievement of new candidates to prototypes of

antithrombotic agents.
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1 Introducéo

1.1 A hemostasia e a cascata de coagulacao

A hemostasia € um processo fisiolégico responsavel pelo controle da
permeabilidade vascular ao sangue. A partir do surgimento de danos no
endotélio, tal controle envolve, principalmente, a formacdo de uma massa rica em
plaquetas presas numa rede de fibrina na regido danificada do vaso, juntamente
a uma reducdo no calibre vascular, resultando assim na contencdo do
extravasamento de sangue nessa regido (Vine, 2009). Em individuos sadios, a
hemostasia é cuidadosamente controlada por varios mecanismos anticoagulantes
que regulam as forcas pro-coagulantes e, assim, previnem a formacdo de
trombos dentro dos vasos sanguineos (Segers et. al., 2007). Este equilibrio
dindmico entre fatores pr6 e anticoagulantes pode ser rapidamente alterado em
favor da coagulacdo no caso de haver uma necessidade fisiolégica para a
interrupc¢éo do fluxo sanguineo (Vine, 2009).

O modelo classico da cascata de coagulacéo foi primeiramente introduzido
em 1964 por dois grupos independentes (Davie et. al., 1964; Macfarlane, 1964).
Neste modelo, a ativacao de cada fator leva a ativagdo de outro, culminando com
a producdo de trombina. A elaboracdo desse modelo representou um grande
avanco no que diz respeito ao entendimento de como ocorre 0 processo de
coagulacdo, mas possuia varias falhas na aplicacdo clinica para predicao de
algumas observacdes, porque ndo conseguia explicar como a deficiéncia de
fatores na via intrinseca levam a um prolongado tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPa), e como a deficiéncia de fatores na via extrinseca levam a um
estado patologico de tempo de protrombina (TP), ambos in vivo (Veldman et. al.,
2003). Como alternativa, foi proposto um novo modelo chamado de Modelo da
Cascata de Coagulacdo Baseado em Células (Hoffman et. al., 2001), onde o
processo de coagulagdo € composto por trés fases distintas que se sobrepdem:

iniciacdo, amplificacéo e propagacéao (Fig. 1).



Modelo da Cascata de Coagulacao

Baseado em Células v
X
Va
Vila
L [

INICIACAO ﬁ' Xa ———>»
(nas células Célula produtora
produtoras de FT) de FT

|_|+ Vila

Illa (Trombina)

IXa / \
AMPLIFICAGAO

(nas plaquetas ativadas)

VIIIa VIl + VWF Va Vv Xla Xl

IXa IX
PROPAGAGAO Il
(nas plaguetas ativadas) (Complexo Va
Protrombinase) +
Xa
Ila (Trombina)

Villa + IXa ——
(Complexo Tenase)

Fibrinogénio ——— Fibrina

Figura 1. Representacdo esquematica do Modelo da Cascata de Coagulacdo
Baseado em Células constituido por iniciacdo, amplificacdo e propagacao. FT, Fator

Tecidual. A letra “a” indica formas ativas dos fatores. Adaptado de Vine, 2009.

1.1.1 Fase de iniciagéo

O processo de coagulacdo sanguinea comecga com a exposi¢cao do sangue
a células que expresam o fator tecidual (FT), tais como fibroblastos, células do
musculo liso e outros tipos celulares encontrados fora do ambiente vascular
(Vine, 2009; Hoffman et. al., 2001). Uma vez combinado ao FT, o fator VIl é

ativado e, ao formar o complexo FT/Vlla, promove a ativagao dos fatores X e IX.



Por sua vez o fator Xa, juntamente com o fator V em superficies celulares,
converte uma pequena quantidade de protrombina (fator 11) em trombina (fator
[la), a qual possui um importante na papel na proxima fase, a fase de

amplificacdo (Vine, 2009).

1.1.2 Fase de amplificacédo

Na fase de amplificacdo, ha uma subsequente producdo em larga escala
de trombina. A principal funcao dessa etapa é a ativacao das plaquetas, expondo
receptores e sitios de ligacdo para fatores de coagulacdo ativados. A adeséo das
plaguetas no colageno subendotelial é mediado por receptores especificos
(complexo formado pelas glicoproteinas la/lla) e pelo fator von Willebrand,
responsaveis pela formacdo de interacBes entre as plaquetas e as fibras de
colageno responsaveis por sua ativacdo (Vine, 2009; Hoffman et. al., 2001).

A pequena quantidade de trombina gerada durante a fase de iniciacdo
amplifica o processo de ativacdo plaquetaria, aumentando o grau de adesédo e a
ativacao dos fatores V, VIII e XI. Nesse estagio, as plaguetas produzem formas
parcialmente ativadas de fator V em suas superficies, o qual é ativado
completamente pela trombina e fator Xa (Veldman et. al., 2003). Por fim, o fator
de von Willebrand que esta ligado ao fator VIII, é clivado pela trombina para que
ocorra a liberacdo do fator Vllla, terminando a fase de amplificacdo com as
plaquetas tendo em suas superficies os fatores Va, Vllla e Xla (Sakariassen et.
al., 1979).

1.1.3 Fase de propagacédo

7

A fase de propagacdo é caracterizada pela formagdo dos complexos
tenase e protrombinase, os quais sdao montados na superficie das plaquetas
ativadas (Vine, 2009; Hoffman et. al., 2001). A formagdo do complexo tenase
ocorre quanto o fator 1Xa é deslocado das células que produzem o FT para se
ligar ao fator Vllla presente nas superficies das plaguetas ativadas. O complexo
formado pelos fatores Vllla e IXa ativa o fator X quando ele estda complexado ao
fator Va, formando o complexo protrombinase. Este ultimo complexo promove um

incremento significativo na producéo de trombina que ir4 converter o fibrinogénio



soluvel no sangue em fibrina, ativando também um fator responséavel pela
estabilizacdo dessa rede (fator XIlIlI), culminando assim na formagcdo de um
tampédo hemostatico de fibrina e plaquetas impedindo a hemorragia (Vine, 2009;
Hoffman et. al., 2001).

Durante o desencadeamento da cascata de coagulacdo, a concentragcao de
trombina presente no plasma sofre um grande aumento, indo de
aproximadamente 1 nM (fase de iniciagdo) até mais de 500 nM (fase de
propagacao) (Wolberg et. al., 2008). Além disso, ela é capaz de interagir com
varios fatores da cascata (Fig. 1), dando origem a uma série de vias de
retroalimentacao positiva em todo o sistema com o objetivo de reforcar o coagulo
(Jenny et. al., 1998).

A trombina faz parte da familia das serino proteases, uma familia de
enzimas que apresenta um residuo de serina em seu sitio ativo. Este residuo é
responsavel por realizar um ataque nucleofilico na carbonila da ligacdo peptidica
do substrato, formando um intermediario ligado covalentemente a enzima de
forma temporéria até que ocorra a clivagem (Page et. al., 2008; Hedstrom, 2002).
Uma vez que essa proteina € um ponto chave no desencadeamento dos varios
eventos componentes da cascata de coagulacdo, ela é um dos alvos a ser
abordado na presente dissertacao e, portanto, sera descrita em maiores detalhes

a seguir.

1.2 Estrutura das serino proteases

As serino proteases constituem-se numa super familia de enzimas
proteoliticas encontradas em varios tecidos e fluidos bioldgicos (Netzel-Arnett et.
al., 2003; Page et. al., 2008). Elas estdo envolvidas na regulacdo de varias
funcbes normais das células, seja atuando na catalise ndo especifica na
degradacdo de proteinas ou agindo sobre substratos especificos em eventos
biolégicos desempenhando papéis na digestdo de proteinas, protedlise,
reproducao, ativacdo do sistema complemento, fribrindlise e nos mecanismos de
ativacdo da cascata de coagulacédo (Barrett, 1977; Neurath, 1976; Reich et. al.,
1975).

Estruturalmente, essa classe de enzimas é composta por dois grupos de

seis fitas-B enoveladas de forma assimétrica (Blow, 1971) contendo uma fenda



gue da acesso ao sitio catalitico, um dominio zimogénio que quando clivado
libera a enzima ativa e uma regido que reconhece e liga o substrato (Kraut,
1977). Outra caracteristica importante dessa classe é a presenca conservada dos
residuos serina, histidina e aspartato que s&o responsaveis pela catalise,
constituindo a triade catalitica dessas enzimas (Stone et. al., 1992; Hedstrom,
2002).

A enzima trombina (EC 3.4.21.5) (Fig. 2) é um exemplo tipico da classe
das serino proteases, possuindo o mesmo enovelamento, mas com sua triade
catalitica nas posic¢6es histidina 57 (His57), aspartato 102 (Asp102) e serina 195
(Serl195). Dois residuos dessa triade (His57 e Aspl02) estdo localizados na
porcdo N-terminal desse conjunto de fitas-B, enquanto o residuo Serl95 que
realiza o ataque nucleofilico esta localizado na porcdo C-terminal. Esses detalhes
estruturais foram obtidos apds a resolucdo do primeiro cristal dessa enzima em
1992 por Bode e colaboradores (Bode et. al.,, 1992), onde a numeracdo da
sequéncia de aminoacidos foi feita segundo numeracdo empregada previamente
para 0 quimotripsinogénio, introduzida também pelo mesmo grupo de pesquisa
em 1989 (Bode et. al., 1989b).

A trombina é composta estruturalmente de duas cadeias polipeptidicas:
cadeia leve com 36 aminoacidos (Cadeia A) e cadeia pesada com 259
aminodcidos (Cadeia B) detentora da arquitetura tipica das serino proteases,
possuindo as regifes onde se ligam os substrados e onde também se encontra o
sitio ativo dessa enzima. A cadeia leve tem pouca atencdo nos estudos sobre a
acao enzimatica da trombina e € considerado um apéndice residual do processo
de ativacdo da protrombina (zimogénio) sendo sugerido, inclusive, que o
processo enzimatico ndo € dependente de sua presenca (Hageman et. al., 1975;
DiBella et. al., 1995). Essas duas cadeias sdo unidas entre si por meio de uma
ponte dissulfeto entre os residuos cisteina 1 (Cysl) da cadeia leve e cisteina 122
(Cysl122) da cadeia pesada (Bode et. al., 1992; Bode, 2006) (Fig. 2).



"Frente" "Costas"

Figura 2: Estrutura tridimensional da trombina. A) “Frente” da enzima, mostrando no
detalhe a sua triade catalitica ao centro, e B) a cadeia leve presa a cadeia pesada
por meio de uma ponte dissulfeto representada em bastbes. Cadeia leve
representada com a-hélices em azul claro e alcas na cor magenta. Cadeia pesada

com a-hélices na cor vermelha, fitas B em amerelo e algas em verde.

Além da triade catalitica, a trombina possui dois exositios que possuem
importante papel no desempenho de suas funcdes bioldgicas (Fig. 3):
> EXOSITIO I: a alga centralizada no residuo Lys70, contendo a sequéncia
Arg67 até Glu80 da cadeia pesada possui varios residuos positivamente
carregados (Di Cera, 2008). Além disso, essa alca é cercada pelos residuos
positivos Arg35, Lys149E, Lys81, Lys110, Lys109 e Lys36 criando um ambiente
propicio para a correta pré-orientacdo da enzima permitindo que ela atue sobre
0s seus substratos (Bode et. al., 1992): fibrinogénio (Tsiang et. al., 1995), fibrina
(Ayala et. al., 2001), trombomodulina (Xu et. al.,, 2005) além de permitir a
complexagédo com o inibidor natural da trombina, a hirudina (Rydel et. al., 1991).
> EXOSITIO II: esse exositio esta localizado do outro lado da enzima, oposto
a localizacdo do exositio I, também na cadeia pesada, com uma a-hélice na
porcdo C-terminal com suas vizinhancas abrigando uma série de residuos
carregados positivamente nas posicoes Argl26, Lys236, Lys240, e Arg93,
cercados pelos residuos positivos nas posi¢coes Argl01, Arg233, Argl65, Lys169,
Lys235, Argl75, Argl73, Arg97 (Bode et. al., 1992). Porém, esses residuos estao

dispostos de tal maneira que interagem com ligantes polianibnicos como heparina



e glicosaminoglicanos (GAGs) (Carter et. al., 2001; Sheehan et. al., 1994). Neste
caso, a heparina aumenta a inibicdo da trombina por sua inibidora fisiol6gica
antitrombina, onde um complexo de alta afinidade entre essas duas proteinas &
mediado por esse composto (Li et. al., 2004).

Outra importante caracteristica estrutural dessa enzima é a presenca de
um sitio ligador de fons monovalentes Na® ancorado pelos residuos Aspl21,
Tyrl84A, Aspl89, Asp221, Arg221A, Gly223 e Lys224 (Di Cera, 2008) (Fig. 3),
sendo esse ion essencial para a atividade oOtima da enzima na clivagem do
fibrinogénio (Dang et. al., 1995) e ativacdo dos fatores V (Myles et. al., 2001b),
VIl (Nogami et. al., 2005) e XI (Yun et. al., 2003), necessarios para o incremento

final da producéo de trombina na fase de propagacao (Mann et. al., 2003).

Exositio |l

Sitio de ligacéo
ao Na+

Exositio |

Figura 3: Localizacdo dos exositios e sitio de ligagdo ao ion Na®*, envolvidos na
interacdo com substratos e compostos capazes de modular alostéricamente a
atividade da enzima. Cadeia leve representada com a-hélices em azul claro e algcas
na cor magenta. Cadeia pesada com a-hélices na cor vermelha, fitas B em amerelo e

alcas em verde.

A estrutura cristalografica dessa enzima revelou importantes informacdes
sobre seu enovelamento, especialmente sobre o arranjo das alcas envolvidas no

reconhecimento macromolecular dos seus substratos (Bode et. al., 1992), e como



a trombina utiliza seu sitio ativo e 0s exositios para interacdo com 0S seus
substratos, inibidores e efetores (Di Cera, 2008). Dessa maneira € atribuido a ela
o papel de enzima mestre em todo o processo de coagulacdo sendo a efetora da
formacdo, propagacdo e estabilizacdo do coagulo de fibrina nos eventos

trombaticos (Nutescu et. al., 2008).

1.3 Inibidores de trombina e seu uso na terapéutica

A terapia anticoagulante entrou em cena com o uso clinico da heparina, um
glicosaminoglicano sulfatado originalmente obitido a partir de figado de cdes em
1923 (Howell, 1923), sendo empregado no tratamento do tromboembolismo em
1939 (Murray, 1939). Com o aumento da ocorréncia clinica das doencas
trombéticas, houve um incremento significativo na necessidade pelo
desenvolvimento de novos agentes com o potencial de interferir efetivamente na
trombogénese. Virtualmente, qualquer reacdo da cascata de coagulacdo € um
alvo em potencial para o desenvolvimento de novos agentes (Frenkel et. al.,
2005).

Devido ao fato da trombina apresentar um papel chave em todo o processo
de coagulacdo, essa enzima apresenta-se como um potencial alvo para o
desenvolvimento de novos compostos antitromboéticos. Inibidores de trombina
podem previnir a formacdo do coagulo de fibrina, bloquear a ativacdo dos fatores
V, VIII e XI impedindo a retroalimentacdo positiva da cascata, além de atenuar a
agregacao plaquetaria mediada por essa enzima (Bates et. al., 2006). Tal inibigdo
pode ocorrer diretamente através da ocupacao de seu sitio catalitico e/ou através
da modulacdo alostérica de seus exositios | e Il, indiretamente pela acdo da
antitrombina ou cofator Il da heparina, ou ainda pela alteracdo da biogénese da
propria enzima. Inibidores indiretos de trombina, como a heparina, dermatan
sulfato e outros GAGs, atuam catalizando a reacdo natural entre os inibidores
fisiologicos desta enzima, ou seja, antitrombina e/ou cofator Il da heparina, por
meio da interacdo com o exositio Il (Hirsh, 1991b; Tollefsen, 1995; Weitz, 1997).
Inibidores diretos, como a hirudina que atua sobre o exosito I, impedem que a
enzima se acople com seus substratos de maneira a impedir que o sitio ativo
tenha acesso aos precursores (Skrzypczak-Jankun et. al.,, 1991; Priestle et. al.,
1993).



Um desafio importante com relagdo a estes inibidores diz respeito a seu
acesso aos sitios modulatorios da atividade catalitica da trombina. Durante a
formacdo do coagulo, a trombina apresenta-se ligada a fibrina, um estado que a
mantém enzimaticamente ativa e protegida da inativacdo por inibitores presentes
na circulagdo, destacadamente os de elevada massa molecular, tais como a
heparina. Sendo assim, o trombo atua como um reservatorio de trombina ativa
que estimula o crescimento do coagulo por meio da ativacdo local de plaquetas
(Kumar et. al., 1994; Kumar et. al., 1995; Weitz et. al., 2002), convertendo o
fibrinogénio préximo em fibrina (Broze, 1995) além de dar continuidade a ativacao
dos fatores V e Xl (Kumar et. al., 1994; Weitz et. al., 2002).

Os anticoagulantes tradicionais utilizados na clinica séo classificados como
inibidores indiretos de trombina, dentre os quais se destacam a heparina, cujo
mecanismo de acdo foi explicado acima, e 0s antagonistas de vitamina K, que
impedem a formacao do dominio contendo residuos de &cido y-carboxiglutamico
(GLA) nos zimogénios dos fatores IX, X, VII e protrombina comprometendo,
assim, a ativacdo desses fatores (Esmon et. al., 1975). Inibidores indiretos tem
sido os mais frequéntemente usados na pratica clinica nas ultimas cinco décadas.
Embora eles sejam efetivos quando utilizados adequadamente, também possuem
véarias limitacfes, como respostas anticoagulantes imprevisiveis que exigem uma
rotina constante de ajuste de dosagem e monitoramento de sua acgao
farmacolégica. Além disso, seus efeitos bioldgicos envolvem a ligacdo
inespecifica a varias outras proteinas e outros tipos celulares, podendo ser
modulados por variagdes genéticas individuais (Bates et. al., 2000). Sendo assim,
a busca por novos e mais efetivos agentes antitrombéticos levou a formulacédo de

um conjunto de caracteristicas consideradas como ideais (Tab. 1).
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Tabela 1: Caracteristicas de um anticoagulante ideal. Adaptado de Bates et. al.
2006.

Caracteristica Consequéncia

Réapido inicio de acdo quando Sem necessidade de administracao

administrado via oral. conjunta de anticoagulantes
parenterais.

Farmacocinética previsivel. Regime simplificado de dosagem.

Resposta anticoagulante previsivel. Sem necessidade de administracao
continuada nem algum tipo de
associacao farmacologica.

Réapido término de acdo na Manejo simplificado no caso de

necessidade de intervencéao ocorréncia de algum evento
hemorragico ou administragdo de um
antidoto ao farmaco.

Disponibilidade de um antidoto seguro. Fornece um mecanismo de
reversibilidade rapido na ocorréncia de
um evento hemorragico.

Sem efeitos colaterais, como Sem necessidade de monitoramento.

hepatotoxicidade.

Custo razoavel. Facilidade de compra e acesso.

Uma tendéncia no desenvolvimento de novos agentes antitromboticos
envolve a busca por inibidores diretos de trombina, ou seja, de compostos que
nao necessitem da acao de cofatores como antitrombina e cofator Il da heparina,
bem como a busca por outras classes de antitrombdéticos com mecanismos de
acao mais seletivos sobre proteinas alvo especificas. Soma-se também a busca
por otimizagdo da efetividade de acdo de farmacos conhecidos que possam
oferecer beneficios além daqueles que os tratamentos tradicionais utilizando
inibidores indiretos de trombina oferecem (Nutescu, et. al., 2008). O protétipo
para essa nova classe de inibidores, baseados nos mecanismos de inibicao
direta, é a hirudina (Fig. 4). Esse composto é um polipeptideo de 65 residuos cuja
porcdo N-terminal interage com o sitio catalitico enquanto sua por¢do C-terminal

interage com o exositio | da trombina.
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Complexacao trombina/hirudina

Hirudina N-terminal

Triade catalitica

Exositio |

Hirudina C-terminal

Sequéncia hirudina
LTYTDCTESGQNLCLCEGSNVCGQGNKCILGSDGEKNQCVTGEGTPKPQSHNDGDFEEIPEEYLQ

Figura 4. Esquema de interagdo entre trombina e hirudina, envolvendo a interagéo
dos residuos iniciais na por¢do N-terminal da hirudina (azul) interagindo diretamente
com a triade catalitica, enquanto que sua porcao C-terminal se encaixa nas alcas
pertencentes ao exosito I. PDB 2PW8 (Liu et. al., 2007). Cadeia leve representada
com a-hélices em azul claro e algcas na cor magenta. Cadeia pesada com a-hélices

na cor vermelha, fitas-B em amerelo e algcas em verde.

Dessa maneira, a hirudina mimetiza importantes substratos fisiolégicos e
suas interacbes, uma vez que se liga ao exositio | da mesma maneira que 0
fibrinogénio, além de ligar-se ao sitio ativo impedindo a acdo catalitica da
trombina anulando as ac¢fes procoagulantes e protrombdéticas da enzima ativa,
além de possuir alta especificidade nesse processo (Merry, 2007; Mengwasser,
et. al., 2005).
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1.3.1 Suramina

A suramina € um composto da classe das naftilaminas, polisulfatado e
simétrico. Foi originalmente empregada no tratamento da tripanossomiase
africana (Trypanosoma brucei gambiense e Trypanosoma brucei rhodesiense),
em 1922 (Wang, 1995), é solavel em agua e apresenta seis cargas negativas em
pH fisiolégico (Docampo et. al., 2003; Bouteille et. al., 2003).

Os efeitos biolégicos da suramina estdo associados com sua interacdo a
uma ampla gama de proteinas, incluindo enzimas da via glicolitica em
tripanosoma (Voogd et. al., 1993) e DNA polimerases humanas (Ono et. al.,
1988). Recentemente, esse composto demonstrou uma promissora ac¢ao no
tratamento de alguns tipos de cancer (Allolio et. al., 1989; La Rocca et. al., 1991;
Newton, 2000; Small, 1997), embora seu mecanismo de acédo antitumoral ainda
nao esteja bem compreendido. Um importante efeito colateral observado em
pacientes sob tratamento com suramina é um estado de “anticoagulagao”
atribuido, em parte, a sua acao inibitéria direta sobre vérias enzimas da cascata
de coagulacéo (Horne et. al., 1988).

De fato, ja foi demonstrado que a suramina (Fig. 5) € capaz de inibir varias
proteinas da cascata de coagulacdo sanguinea incluindo os fatores V, VIII, IX, X,
Xl e Xl (Horne et. al., 1992). Adicionalmente, a suramina é capaz de interagir
com trombina inativando-a na auséncia de outros cofatores sem interferir com o
sitio ativo, ao mesmo tempo em que permite a interacdo com substratos sintéticos
e com o fibrinogénio. Isso sugere que a suramina interage com um ou ambos o0s
exositios, embora se desconheca de que maneira ocorre essa interacdo e como

isso leva a diminuicao da atividade da trombina (Monteiro et. al., 2004).

NaQs;s NHCOQ GCONH SO;Na
NaO3S / SO3Na
SO3N8. ‘ SO?,Na
NHCONH

Figura 5: Estrutura da suramina. Adaptado de Monteiro et. al., 2004.
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1.4 D-Phe-Pro-Arg clorometilcetona (PPACK)

O composto D-Phe-Pro-Arg clorometilcetona (Fig. 6), mais comumente
chamado de PPACK, foi originalmente identificado como um potente inibidor de
trombina (Kettner et. al., 1979), sendo usado a partir de entdo em ensaios de
inibicdo da coagulacéo in vitro e no manejo de amostras de sangue (Mohler et.
al., 1986).

D-Phe-Pro-Arg-CH2CI

Figura 6: Detalhe da estrutura planar do composto PPACK.

Com a resolucdo do primeiro cristal de trombina, os detalhes moleculares
da interacdo desse composto com a enzima causando a sua inibicdo foram
finalmente elucidados (Bode et. al., 1992). Observou-se que a porcdo peptidica
desse composto se acomoda préxima ao segmento Ser214-Glu217 da cadeia
pesada da trombina, possibilitando ao grupo carbonila do residuo de arginina
sofrer um ataque nucleofilico da cadeia lateral do residuo Serl195. Ao mesmo
tempo, 0 mesmo grupo carbonila da arginina liga-se ao grupo imidazol da His57
por meio de um grupo metileno, sendo que o atomo de cloro do PPACK
apresenta-se como grupo de saida na reacao. Por fim, essas duas ligacdes
covalentes formam uma estrutura hemicetal tetraédrica que acabam por inativar

irreversivelmente a enzima (Fig. 7).
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Complexacao trombina/PPACK

B)
PPACK

His57

Ser195 Asp102

Figura 7: Detalhe estrutural da interagdo trombina/PPACK. A) PPACK inserido na
fenda catalitica. B) Detalhe da posi¢do do PPACK em relacao aos residuos da triade
e as ligacdes covalentes entre o carbono carbonilico da arginina do PPACK com as
cadeias laterais da serina e histidina cataliticas. Representacdo com a-hélices na cor

vermelha, fitas-B em amerelo e algas em verde.

Por ser um composto pequeno e de féacil obtencdo, ele € muito
frequéntemente usado em estudos que envolvem a comparagdo com grupos
controle para a inativacao total de trombina em ensaios experimentais (Mohler et.
al., 1986). Além disso, por causar a inativacéo irreversivel da enzima por meio de
ligacdes covalentes com dois dos trés residuos da triade catalitica, considera-se
gue sua complexagdo com a trombina induz poucas alteragcdes conformacionais,
de maneira que seu uso é muito comum em estudos estruturais a respeito dessa
enzima em seu estado praticamente nativo. Apesar de nédo possuir aplicabilidade
clinica devido a baixa disponibilidade bioldgica, o PPACK apresenta uma grande
reatividade e especificidade pela trombina, atribuido ao fato de seus trés residuos
se encaixarem no sitio catalitico de maneira conformacional e energéticamente
favoravel. Sendo assim, apresenta-se como um excelente modelo para o
desenvolvimento de agentes capazes de inibir a trombina de forma direta e
irreversivel (Kettner et. al., 1979; Bode et. al., 1992).
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1.5 A dinéamica molecular (DM) como ferramenta para o estudo de

biomoléculas

Embora o avanco continuado de técnicas experimentais como difracdo de
raios X tenha permitido o acesso detalhado a estruturas biolégicas em nivel
atdbmico e, no caso da ressonancia magnética nuclear (RMN) sendo capaz de
detalhar inclusive a flexibilidade dessas estruturas (Sali, 1998; Wuthrich, 2000),
0s aspectos relacionados a dindmica destes sistemas moleculares constitui-se
em um importante e ainda presente desafio, uma vez que tais metodologias nao
descrevem os movimentos moleculares ao longo do tempo em solucao.

Uma estratégia complementar a estes métodos experimentias classicos,
empregada com o objetivo de acessar o comportamento dindmico de moléculas,
constitui-se nas simulagdes por dinamica molecular (DM) (van Gunsteren et. al.,
1992). Fundamentada nos principios da mecanica classica, a DM caracteriza-se
pela integracdo da equacdo do movimento de Newton (1), sendo d?r(t)/dt* a
aceleracdo, m; a massa e F; a forca sobre o atomo i (Leach, 2001). Esta
integracao serd realizada sobre todos os atomos do sistema, de forma que a
forca F; acarretard numa aceleracdo sobre o 4tomo i e, em consequéncia, na
mudanca de sua posi¢cdo num intervalo de tempo At relativo & aceleracao.

m:m—l.p

e €y

Desta forma, se uma sucesséo de intervalos At for avaliada em sucesséo, ter-

se-4 como resultado de um calculo de dindmica molecular uma sucessdo de
coordenadas tridimensionais para um dado conjunto de atomos, as quais podem
representar tanto a difusdo de gases quanto as mudancas na conformacdo de
biomoléculas em solugcédo aquosa. Estes intervalos de tempo At sdo denominados de
tempo de integragcdo, e geralmente correspondem a pequenos passos que podem
variar de 1 a 10 femtosegundos (fs) (Leach, 2001). O papel do tempo de integracéo
pode ser ilustrado na Figura 8, onde trés simula¢cdes de um mesmo sistema séo
representadas, modificando-se somente o tempo de integracao (4t). Valores de At
muito pequenos (Fig. 8A) produzem uma reduzida descricdo conformacional do

sistema, enquanto que valores muito grandes para At produzem instabilidades na
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simulagéo (Fig. 8B). Valores intermediarios, geralmente de 1 a 2 fs, permitem uma
descrigéo eficiente do sistema em estudo (Fig. 8C).

A)

Figura 8: Representacdo do efeito de diferentes tempos de integracdo nas
simulacbes de dinamica molecular. A) pequena descricdo das propriedades do
sistema em funcédo de tempo de integracdo muito reduzido; B) instabilidades na
simulacdo como fruto de tempos de integracado muito elevados que causam choques
entre os atomos do sistema; C) descricdo adequada e estavel das propriedades
moleculares de interesse a partir de valores corretos para o tempo de integracao.
Adaptado de Leach, 2001.

A partir da equacao 1, contudo, ndo é possivel a determinacéo da intensidade
e direcdo da forca F; sobre os atomos do sistema e da sua dependéncia nas
caracteristicas quimicas de cada molécula em estudo. Desta forma, a solucdo da
equacdo 2 faz parte do calculo de dindmica molecular, representando a for¢ca F;
como uma funcéo da energia potencial do sistema V e das coordenadas atdémicas r;
(Leach, 2001). Esta superficie de energia potencial representa a energia de cada

molécula, sendo descrita pelo denominado Campo de Forga.
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F - —GV(gri,...rn)
h )

O campo de forca pode ser definido como um conjunto de funcbes e
parametrizagdes usadas em calculos de mecanica molecular (de Sant’Anna,
2002). Estas funcbes (exemplificadas na Fig. 9) definem as energias de
estiramento de ligacdo e de distorcdo de angulo de ligacdo (tanto de valéncia
quanto de diedro) de uma molécula quando comparadas com a sua conformacao
nao tencionada (aquela caracterizada pelos valores-padrao de comprimentos e
de angulos de ligacdo). Alguns campos de forca podem conter termos de
interacdo entre atomos nédo ligados, de efeitos eletrostaticos, de ligacdo de
hidrogénio e de outros efeitos estruturais (van Gunsteren et. al., 1990). Baseada
nessas caracteristicas, a DM permite o entendimento do comportamento
dindmico microscopico dos atomos que compdem um sistema, além de poder ser
empregada como forma de representar e determinar propriedades de equilibrio
como: grandezas termodinamicas (presséo, temperatura, volume, etc), estrutura e

energia livre (Leach, 2001).

/A Z:K,,(r—ro)2 ||» ‘IWWW\,G e %

ligag¢ao

+ YK, (0-6,) | 111mp- -

angulo

- Z K, [l + cos(n¢—7)]

diedro

4, B, qg4,
+ z T
ij ’;j rlj ‘9‘4‘/

» Interacoes eletrostaticas

» Interacoes de van der Waals

Figura 9: Funcbes de energia que compde campos de for¢ca. De cima para baixo

estdo representadas as equacdes que descrevem o estiramento de ligacbes
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quimicas, angulos de ligacdo, diedros e interacdes intermoleculares (van der Waals
e eletrostaticas/Coulémbicas). (Verli, Tese de doutorado, 2005)

A obtencdo de modelos capazes de contribuir no entendimendo de
processos bioldgicos dependerd, principalmente, de dois fatores: a precisdo do
campo de forca utilizado, adequado a reproducéo das propriedades do sistema
molecular em estudo, e o tamanho da busca do espaco conformacional realizado
durante a simulacéo, suficientemente ampla para descrever as conformacdes do
sistema (Smith et. al., 1998). De modo geral, o teste final do modelo tedrico
produzido reside na sua comparacdo com propriedades experimentais (van
Gunsteren & Berendsen, 1990). Em outras palavras, a adequacdo do método é
julgada a partir da observacdo ou constatacdo, nas simulacdes realizadas, de
quédo precisas sdo reproduzidas quantidades previamente conhecidas (Karplus et.
al., 1990). Nesse contexto, os trabalhos desenvolvidos nesta area de pesquisas
tém demonstrado um aumento significativo na abilidade das abordagens
computacionais, especialmente a DM, em contribuir no entendimento da estrutura
e funcdo dos mais variados e complexos sistemas de biomoléculas, uma vez que
ha uma constante implementacdo e aprimoramento dessas metodologias
(Hansson et. al., 2002; Sherwood et. al., 2008).
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2 Objetivos

O presente trabalho se insere no contexto do estudo do processo de
inativacdo da trombina por inibidores covalentes e alostéricos, tendo por objetivo
caracterizar as raz6es moleculares para a influéncia do PPACK e da suramina no
comportamento em solugédo da trombina por meio de simulagdes de dinamica
molecular e em paralelo ao desenvolvimento de colabora¢cdes com grupos de
pesquisa envolvendo modelos experimentais ndo computacionais. A partir desta
orientacdo geral, as seguintes metas foram estabelecidas:

» Analise do comportamento conformacional dos complexos;

s Trombina/PPACK
% Trombina/suramina

» Avaliar o papel do solvente nas conformacgBes dos inibidores e da

proteina durante a complexacao;

» ldentificacdo e quantificacdo das interagbes-chave no complexo

trombina/inibidores;

» Analise, em nivel atdbmico, do processo de inibicdo da trombina pelos

inibidores.

A partir dos resultados obtidos espera-se contribuir na identificacdo dos
eventos conformacionais que ocorrem concomitantemente ao processo de
inativacdo, ajudando a identificar propriedades (teis no processo de
desenvolvimento de compostos bioativos, candidatos a agentes anticoagulantes e

antitromboticos.
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3 Metodologia

3.1 Programas utilizados

Algumas metodologias de modelagem molecular foram utilizadas no
presente trabalho, incluindo mecanica molecular (MM), dinamica moleclar (DM) e
métodos ab initio. Os protocolos referentes a cada um destes métodos seréo
descritos em detalhes adiante. Para tal, os seguintes programas foram
empregados:

> Ferramentas de visualizacdo de moléculas: VMD (Humphrey et. al.,
1996), Molden (Schaftenaar, 1997; Schaftenaar et. al., 2000) e PyMOL
(DeLano Scientific, USA)

> Programa para célculo ab initio: GAMESS (Schmidt et. al., 1993);

> Programa para simulagdes de dinAmica molecular: GROMACS!
(Berendsen et. al., 1995; Lindahl et. al., 2001);

> Programa para geracdo de topologias: PRODRG (Schuettelkopf et. al.,
2004);

> Programa para manipulacdo das sequéncias polipeptidicas: Swiss-PDB
Viewer (Guex et. al., 1997).

3.2 Calculos utilizando métodos ab initio

Métodos ab initio foram empregados para descrever as propriedades
eletrdbnicas de compostos contendo grupamentos hipervalentes (e.g. sulfato e
fosfato) devido & participacdo, em tais grupos, do orbital d (hibridizacdo sp®d?).
Isto se justifica pela auséncia de parametros para descrever as propriedades
associadas a tais orbitais por parte de outras metodologias convencionais
utilizando métodos semi-empiricos (Clare et. al., 1998). Considerando-se, neste
caso, que a suramina € um composto polissulfatado, tornou-se necessario o0 uso
dos métodos ab initio para descrever suas propriedades.

Tendo-se em vista o elevado custo computacional associado aos calculos ab
initio, houve a necessidade de construirmos a estrutura da suramina por partes,

cada uma sendo representativa do total. Nesse tipo de abordagem, a molécula é

! http://www.gromacs.org/
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construida um pedaco por vez, em ordem crescente de complexidade, até atingir a
sua estrutura completa utilizando o programa Molden (Schaftenaar, 1997;
Schaftenaar et. al., 2000). Cada novo pedaco construido era submetido a
minimizacdo de energia utilizando a base HF 3-21G do programa GAMESS (Schmidt
et. al., 1993) até chegarmos a molécula inteira. Nesse estagio, a conformacéo de
minimo de energia obtida foi entdo utilizada para calculos single point na base HF 6-
31G”, de forma a gerar cargas atdmicas pelas abordagens de Lowdin (Verli et. al.,
2004; Becker et. al., 2007).

3.3 Simulagdes de DM

3.3.1 Protocolo de simulacao

O protocolo geral de simulagéo foi baseado em trabalhos prévios (de Groot, et.
al., 2001). As simulacfes envolvendo o sistema trombina/PPACK foram realizadas
na temperatura de 343 K (70 °C) tendo em vista resultados prévios obtidos no
contexto do trabalho, enquanto as simulacfes do sistema trombina/suramina foram
realizadas a temperatura fisiolégica (310 K, ou 37 °C). As simulagdes tiveram
duracao variavel de acordo com o sistema em estudo (de 10 a 50 ns). Cada sistema
foi solvatado numa caixa triclinica utilizando condi¢Bes periddicas de contorno e o
modelo de agua SPC (Berendsen et. al., 1981). Contra-ions (cloreto ou sodio) foram
adicionados de forma a neutralizar as cargas dos sistemas. Cada conjunto de soluto
(proteina, ligantes ou ambos), agua e ions foi entdo submetido a minimizagdo de
energia por aproximadamente 10.000 passos utilizando o algoritmo Steepest
Descents. A estrutura minimizada obtida foi entdo utilizada como ponto de partida
para simulagdes de DM. O método Lincs (Hess et. al., 1997) foi aplicado na restricéo
de ligagOes covalentes de forma a permitir um passo de integragéo de 2 fs, enquanto
as interacOes eletrostaticas foram calculadas utilizando o método Particle-Mesh
Ewald (PME, Darden et. al., 1993)>3. A temperatura e a pressdo do sistema foram

mantidas constantes através do acoplamento da proteina, ligante, ions e solvente a

2 Métodos alternativos para o calculo das interacdes ndo-ligadas tais como o Reaction Field (Campo de reac#o),
foram também testados. Contudo, foi identificada uma elevada sensibilidade deste método as propriedades
eletrostéticas do sistema: a presenca de nimero elevado de cargas induzia o aparecimento de artefatos e
instabilidades nas simulacbes realizadas. Tendo em vista que a suramina € um composto polissulfatado,
mantivemos 0 método PME em todas as simulaces realizadas.

® rlist = rcoulomb = rvdw = 0,9 A
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banhos externos de temperatura e presséao, utilizando constantes de acoplamento
de, respectivamente, t = 0,1 ps e t = 0,5 ps (Berendsen et al., 1984). A constante
dielétrica do meio foi tratada como ¢ = 1.

A primeira etapa de uma simulagdo de dinamica molecular envolve o
aguecimento gradativo do sistema, sendo por isso denominada termalizacdo. Esta
etapa tem por objetivo uniformizar as energias contidas na estrutura cristalogréafica e,
desta forma, evitar deformacdo na proteina. Cada sistema foi entdo aquecido
lentamente de 50 K a 310 K, em passos durando 5 ps. Cada passo aumenta a
temperatura em 50 K, totalizando 6 passos em 30 ps (Fig. 10). Apds a termalizagcéo
do sistema, a simulagcdo prossegue na temperatura de equilibrio desejada, i.e. 310 K

ou 343 K, pelo tempo estipulado (de 10 ns a 50 ns).
50K 100K 150K (_E\N_'I\\(_;\L'I:\

—_——
0 10 1|5 ZIO 25 30

termalizagdo -

i -~
—— 1 T T I —>>

100 200 300 400 500
Tempo (ps)

Figura 10: Exemplificacdo do esquema das etapas que compde as simulagbes de
DM a 310 K. De 0 ps a 30 ps, uma série de etapas, de 5 ps cada, aquece
lentamente o sistema em incrementos de 50 K. Apds 30 ps, o sistema esta a 310 K e
se mantém nesta temperatura pelo resto da simulacdo. Nos sistema simulado a 343
K, houve a inclusdo de uma etapa a mais de termalizacdo até atingir a temperatura
desejada (Verli, Tese de doutorado, 2005).

3.3.2 Construcéo de topologias

Os campos de forca incluidos no pacote GROMACS, dentre os quais
destacaremos os GROMOS96 43al (Berendsen et. al., 1995), apresentam conjuntos
de parametros para um namero limitado de compostos, principalmente aminoacidos,
ions, agua e alguns lipideos. Isto limita a aplicacdo deste pacote, conhecido como
um dos mais rapidos disponiveis ho mundo, no estudo de sistemas moleculares com
composicdes diversas, como aqueles incluindo ligantes sintéticos, aminoacidos

modificados, grupos prostéticos e carboidratos. Desta forma, no sentido de viabilizar
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a simulacdo da suramina, foi utilizada uma ferramenta de construcao de topologias
denominada PRODRG (Schuettelkopf et. al.,, 2004). A topologia é um arquivo
contendo os parametros que descrevem as propriedades estruturais de uma
determinada molécula, tais como conectividades, ligacdes quimicas, angulos de
ligacdo e de diedro, assim como os parametros de van der Waals e cargas atomicas.
E, portanto, um arquivo com caracteristicas especificas para cada campo de forca e
topologia de um dado composto obtida para um campo de forca que ndo pode ser
transposta diretamente para outro campo de forca.

O PRODRG é um servidor que funciona na World Wide Web*, exigindo
somente o arquivo PDB com a estrutura da molécula de interesse. Gera como saida,
dentre outros arquivos, um arquivo com a estrutura do composto no formato
GROMACS, assim como o arquivo denominado de topologia, incluindo os
parametros moleculares nao-inclusos no campo de for¢ca supracitados. Trabalha
com parametros oriundos do campo de forca GROMOS96 43al e, por conseguinte,
este foi escolhido como o campo de forca para os calculos realizados.

No que diz respeito ao PPACK, sendo ele um derivado peptidico, utilizamos
0S parametros proprios para cargas, ligacdes, angulos e diedros do GROMOS96
43al para descrever sua topologia, bem como para descrever os parametros de sua
ligacdo com os residuos Serl95 e His57 da triade catalitica (Fig. 11), conforme

dados experimentais prévios (Bode et. al., 1992).

* http://davapc1.bioch.dundee.ac.uk/cgi-bin/prodrg_beta
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Esquema da inativagao enzimatica

R1 T
N .. PPACK
HO : 7! R1: Cadeia lateral
o Arg3

.
+ l
H 0
Ser195

Figura 11: Esquema da topologia das ligacdes covalentes utilizada durante a
simulacdo do sistema trombina/PPACK. Esse é o arranjo das ligacdes que ocorrem
apos a acao enzimatica da trombina sobre o PPACK, onde o 4tomo de cloro desse
composto é eliminado no meio de rea¢do originando as ligacdes covalentes com as
cadeias laterais da His57 e Serl95 cataliticas e o carbono carbonilico da Arg3 do
PPACK.

3.3.3 Validacgéo das simulagdes de DM

A validagdo dos resultados obtidos das simulagbes de DM foi realizada
através da comparacdo com resultados experimentais prévios, incluindo-se dados
cristalograficos, bioquimicos e de dicroismo circular, assim como da observacéo da
estabilidade dos sistemas estudados, seja pela manutencdo da estrutura secundaria,

energia, densidade e volume.
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4 Resultados

4.1 Predambulo

Os resultados obtidos serdo apresentados a seguir na forma dos trabalhos
publicados ou manuscritos elaborados durante a realizacao da presente dissertacao.
Estes trabalhos estdo citados abaixo, assim como uma breve descricdo sobre cada

um.

» Luis Mauricio T.R. Lima, Camila Franco Becker, Guilherme Menegon

Giesel, Adriana Fonseca Marques, Maria Thereza Cargnelutti, Mario de

Oliveira Neto, Robson Queiroz Monteiro, Hugo Verli, Igor Polikarpov:

Structural and thermodynamic analysis of thrombin:suramin interaction

in solution and crystal phases. Biochim. Biophys. Acta — Protein and
Proteomics, 2009, (1794), 873—-881.

Este trabalho apresenta as bases moleculares da interagdo da suramina com a

trombina e a aplicacdo de ferramentas de dinamica molecular no estudo

conformacional dessa interacdo, com destaque para a caracterizagcao da formacao

do complexo ligante-receptor nos ambientes cristalino e em solucgéo.

» Vivian de Almeira Silva, Robson Q. Monteiro, Guilherme Menegon

Giesel, Hugo Verli, Luis Mauricio T.R. Lima: Analise comparativa da

estrutura e termodindmica da trombina no estado livre e
complexado. In preparation, 2009

Este trabalho apresenta a descricdo do comportamento termodinamico da

inibicdo da trombina pelo inibidor irreversivel PPACK e a descricdo da alteragcéo

dessas propriedades frente a ligagdo com esse composto.

» Guilherme Menegon Giesel, Hugo Verli: tRMSF - a protein flexibility
analysis in molecular dynamics as a function of both time and residue. In
preparation, 20009.

Este trabalho apresenta uma nova metodologia para avaliagdo da flexiblidade

da estrutura de proteinas por meio da construgcdo de graficos dedicados a
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caracterizagdo da flexibilidade de cada residuo de aminoacido como funcdo do
tempo.
A seguir, serdo apresentados o resumo e a integra de cada artigo ou

manuscrito.
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4.2 Trabalho |

Este trabalho descreve a determinacédo da primeira estrutura tridimensional do
complexo trombina/suramina por meio de técnicas de cristalografia de raios-X.
Adicionalmente, buscando complementar os dados cristalograficos, oferecendo um
refinamento dos mesmos em solucdo aquosa, foram realizadas simulacbes de
dindmica molecular do complexo trombina/suramina nas proporcdes 1:1 e 3:1. Este
altimo sistema foi criado com o objetivo de mimetizar a matrix cristalografica e,
assim, contribuir no entendimento das razdes moleculares para possiveis diferencas
conformacionais nos dois meios.

Os resultados obtidos por DM demonstraram um significativo rearranjo da
suramina no sistema 1:1 durante as simula¢gbes. Tal mudanca na orientacdo do
ligante foi observada em grau muito inferior no sistema 3:1, em que 0s principais
contatos entre a suramina e outras moléculas de trombina estariam mimetizados.
Aparentemente, tais contatos representam forcas cristalograficas capazes de
influenciarem na orientagcdo da suramina complexada e assim, na descricdo de sua
interacdo com o exositio Il da trombina. Consequentemente, o complexo obtido por
DM em um sistema 1:1, observado no plasma, é provavelmente mais adequado
como um modelo de estudo para a acdo da suramina. Adicionalmente, os resultados
indicam o potencial em combinar metodologias de cristalografia de raios-X e DM na
tentativa de caracterizar macromoléculas bioldgicas e suas respectivas funcfes em

nivel atbmico.

Structural and thermodynamic analysis of thrombin:suramin

interaction in solution and crystal phases

Luis Mauricio T.R. Lima, Camila Franco Becker, Guilherme Menegon Giesel,
Adriana Fonseca Marques, Maria Thereza Cargnelutti, Mario de Oliveira Neto,

Robson Queiroz Monteiro, Hugo Verli, Igor Polikarpov

Biochimica et Biophysica Acta — Protein and Proteomics, 2009, 1794; 873—-881.
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Aromic ordinates have been depasived with the Probein Data Bank
and have been assigned the ade ZHITpdb [ colleced a1 LNLS) and
WG el | ool leced at home soune X-r oy generstor ] We present hene
the dasic numbering of aTh based on the Bpalogical similurities
with chymotrypsinogen [19)-

The precision in atomic location of both strucunes i better than
035 A [Table 1) |23] Structursl validation of the model perormed
with PROCHECK |24] showed that sl main-chain dihedrsl sngles
wiere in the sllwed regions All residues were found in bvarable
R chandran regions. A detsiled repornt of strudune statitics an
be found in Table 1. Omit maps were genersted with the Ol
program |25-26) from CCPd suite |27) All figures wene genersied
with PyMol 28]

Coordinates snd struchire etors were deposied in the Protein
Diata Bank under 1D codes ZHAT and 3BFG, and may sl be fownd in
exiernal sites such 25 the Electron Density Server [hitp:/ fedibme
Ut eds

24, Srmeall-angle X-ray sattering

Small-angle N-ray scattering [ SANS) experiments were carried out
&t two aTh concentrations - 50 pM and 100 M - inhibited by 12
moler excess of FPROK in the presence or sbsence of equimolar
amount of SWR All woere prepared in 400 mb MaCL 20 mbd
MES pH G0, centrifuged for 15 min o0 15000 g 5t 4 “C amd o nksi ne d
im e undil dats ooll ecton
SANS daty were @lleded st 25 °C using 2 one-dimens onal
paition-sensitive detectr (PSD 1D) with two i netrumentsl setups:
i) the D11-SA51 besm line | 23] an the INLS [Mationsl Synelr otron
Lig vt Labaratery, Canpinas, 5P Brazil) with wavelength 1.488 A
with a sample-detector distanee providing & g-range from
02 A" o025 A, and

i) & rotating anode [Cuko A= 15418 A; Rigaku) with line focus,
and sample-detector distanee providing 2 g-range from
0 A" e 025 AT,

where § is the maduhs of the seattenng vector [caleulsed
to g=[da/hmingd, where h i the wavelength used and 20 i the

seatlering angle | The scattering curves of the protein solutions and
badTers were collected in several successive frames of 900 5 each to

maonitar for radistion- indueed protein oxddation. The data re duction

Fig. 3. bllapping SVE contrs with aTh. Beooes dechy map of SVE in (A) HITpdlb
amd| { By 35FE pl. Gz oodnme gpasd o shee (i 2 Fre i comaneansd] ar Bex | ChaTh:
SVE complex: {FDE snary ZHST) orysallined 1o a 1:1 compdey in s 2 gymmmmeeric sl
(el SWERE 1), BT symeiory-relaed Srscmares |, SVESD, and Hee, SVE #3)
i al orher 5VE-Beindlingg o i cTh Fligame s getraned with Pyldal
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ronatine inchude d norralizarion of the one-dimensional seattensd dam
1o the intensity of the transmitted inddent beam, comedian for the
detedor response, incident beam intensity. sample absorpiion,
sample concentration and blink subtraction Mersurement were
performed wsing at lesst three different protein batches

Gvinde r analysis |30 was applied to evahuate the monodis perity
of the spedmen and to determine the radius of gyration [K,) of oTh
and aThSVR in solution. The Ry snd the scattered intensity, L{g).
were inferred, respectively, from the dope and the intercept of the
linear fit of InjI[q )] versus o in the g-rangs g *Ky=13 |30 The same
par ameter wis sl obtine d fram the data fit of the merged curve by
the indirect Fowrer transform program GHOM |31) abo eval uasting
the distsnce-distribution function, plr), of oTh The mxicmm
dimension, De. Wit estimaed from the p(r), with the limiting
distance r where p(r) first converges down to zera The aligomeric
atates of aTh and aTh:SVE in SANS mexurements were @nfimmed
I'roim ithe esira polate d val wes of s te ring i nie nsity 20 2ero scabie ring
angle (lg) and normalized by sample concentration O sccording to
L Cusing beowine serum albumin and egg hen lysoryme a3 refenence
standards [32-33]

2.5 Mioleailar dynanic <inularion

The MD sirulstion vas performed with the aThSVE complex in
the mymmetric unit of PDE entry 2HT. The GROMACS sinmuls fions
suite |34 and GROMOSIG force field were wmed, employing an MD
protocel based on previous studies [35]. This com plex was sobv ated in
a tridlinic box 1sing periadic boundary conditions and an SPC vater
madel |36). Counter jons were added to newtralize the sysem The
Line method wis spplied to @nstrain covalent bond lengths,
alboyweing 2 inbegr ation step of 23 afver aninitisl energy minim Eation
Slep wsing the Stespest Descents [EbescirtySLatic | N B ons.
weere calculated with Particle-Mesh Ewakd |37 Temperature and
pressure were kept constint by separately coupling protein, ligand,
o, aned sadvent to external tem pera iire snd presaure haths | 38) with
ocoupling cnstants of ¥ =01 and 0.5 ps, respectively. The refe rene

Fig 4 SVE conraos vl o Dl of e oo podsiibde SVR I with o Th acoendisg 1o
S i s o o g i VIR o] ey e e T Wi el o clipelromdl 5 e pdesne. Dcebeidl Biness indlicare

et e o il Pyl iocsineg: oo HHIT s ismryr.

temperature ves sdjusted B 310 K The system was shawly hested
fram 50 o 310 K in steps of 5 ps, each one increasing the rede rene
tem perature by 50 K SVR topology was built using the Prodrg server
|39] and Liwdin ammic charges, a5 previoudy described [40-41 |
Intersion energes represent the sum of Cowlom b and Lennrd -] ones.
oommponents cver the MD g ectony.

3. Besults

We have solved independently two cnpol structures of e
complex from bwo disting crystal grown whder same crystallizstion
conditions. This strategy allows one o attain beter darity of our
crysal strudure of the oThSVE complex and 1o minimiz e
uneertsinty cxsed by interpretation af 2 sngle model |15

Dhistinet duts collection strategies were ised for each dats set! one
of them colleced in 4 home source and the other st 4 4
facility, resulting in dats with finsl resslutions of 25 A and 24 A,
respesctively. Both structunes were solved by molecular replacement
with a reference thrombin stucture (PDE entry 1PPEL Overall data
collection, proceming and refinement SLatistics sre given in Table 1
Bath structures oonsist of one aTh monomer snd one SVR maleale
[T ZSYIAHELTiC Wil

The everall conform stion of light and hesy chains. of the aThSVE
complex i3 similar to the reference thrombin strudure wed in
maleailsr replecement | Fig 21 Both complexes (ZHIT pdb snd 3BFS.
pab) are similer, differing by less than 0.5 A in their respective Go
positions [chain L: FMSD =032 +0.73 A; chain H: RMED =032+
028 AL except for a distal loop that is not in contset with SVE The
largest deviation between the two structures is 2 A FMSD | Fig. 2)

A strong electron densi ry for SR was found, 25 shiwn in Fig. 3_ A8
previously sugpesbed by fundionsl studies (9], SVE vwas suppased bo
be bound to the snion binding site [exosite] 2. Therefore, SWR
remgnition by aTh involves some aminoscids residues known o
mediste the complex with heparin [42].

Although anly one aThSVE complex is present in the symmetric
undt, SVR medixe s interactions with the symmetry- related molecules

[paciingg are Shadveh besre S (A} SVESL (B} SVEFD 25l | O} 5VEFI. Calbdm

22and 17 A Figum
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of aTh, contacting the enzyme in three different regions a5 a result of
crystal packing (Fig 3C). A closer amalysis of these contacts
immediately unravels a clear hierarchy of aTh:SVR interaction
numbered arording to the extension of interaction between SVR
and aTh: SVRA 1, SVR#2 and SVR#3 (Fig 3C), all of them with the
heavy chain (chain H)

Two main features can be observed from the crystal structure for
SVRA 1 interaction with aTh (Fig 4A). First, several basic aminoadd
side chains (eg, Arg Lys, His) are involved in contacts with the
naphthalene sulfonates among others direct and water-mediated
interactions with additional aminoadd side chains and amide groups
Second, although ionic antaas contribute extensively in binding, as
corrobor 2ed by the high de pendence of binding on the jonic strength
|9} hydrophobic inte ractions and hydrogen bonding between the aTh
amide and SVR akso play roles in the maintenance of the complex.

Another important insight coming from this structure is the
presence of a shallow cavity dase to one of the SVR#1 methyl groups
(Fig. 5) This cavity is occupied by 2 water molecule bridged within
interactions with GIn244 side chain, the phenalic hydraxyl from Tyr89
and the amidic arbomyl from Val24]. These features create 2 polar
environment in this avity, providing a repulsive interaction with the
SVR methyl group. Maintenance of stable interaction between SVR
and aTh at these regions is likely to be possible dueto thermodynamic
com pensation by other interactions of SVR with aTh We believe that
functionalization at this pasition in SVR malecule would diminish the
repulsive compaonent, providing further favorable contaas between
SVRand aTh and thus incressing the affinity constant for the complex.

SVR#2 interacts with aTh, through a Large diversity of direat and
water-medisted contacts (g 4B), both from aminoacids side chains
ofLys36, GIn38 Tyr76, lys81 and Lys 110, the amide nitragen from lle
82 and Ala113, and the carbonyl from 1182

In opposition, SVR#3 interaats with aTh solely between Argl26
side chain and naphthalene sulfonates from SVR ( Fig. 4C). This limited

interaction seems to be a consequence of crystal packing, providing
none or only minor contribution for interaction in solution.

3.1. Molecular dynarrics simulations

Crystal environments can influence protein conformations, parti-
cularly at the regions of crystal contacts |43 |, and, consequently, they
can bias the assignment of biological functions of a given maco-
molecule based on its X-ray structure. To gain better insights into the
dynamic and aystal lattice-free conformation of the aTh:SVR
complex, we dedded to use molecular dynamics (MD) simulations

—

Fig 5 Detaiis of SVR plene goap with aTh Cabon xoms e
repeeeaned in green 00 SVEand in gray for aTh Wa oy malecule i depiond 25 2 red
sphere. Dadad Nnes Indcate COMGCS with distances beoween 2.2 and 32 A. Agan

Fenerand wih PyMbl siegthe 2HT pdb eaay.

Fig & Comparison of e orystaland MD confomarions of the aThSVR complex. (A)
Aigmeneix of e cyszll (red) and MD simdaton (green) (Sind frame ey 10 a3)
confrmasons Cystllogn phic orieecoion of SVR Surface elacostasic posndal for
ayalsyecee (B) and insolobe afer 10 o Smelicon (C), showing SVR mok ok
bk befive (b oyTal cadons In @ay) and afer (cabons n geen) 10 a5 MD
shavdagon. Al stracnares e b e Qe of Figae gesecmed with Pyl

Indeed, by separating the aTh:SVR complex from its crystallographic
environment and replacing the aystal contacts by water molecules,
we were zble to evaluate the extent of conformational modifications
induced by non-biological contacts |41; 44-45]

A 10 ns MD simulation was performed with the aThSVR complex.
The simulation was stable during the performed time scale, with an
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Table
Moo g R TR e I B VR AR aTh

Thbin recid s Arerage ineerarsion energy (I mol
Lyr 222§ 276
Praa2 =1574 33
A =154 & 9
Arg ol =1aT& 12
Lyshar =594 80
LysB6 - dESE B2
T3y -E09s B4
Ly = 5648 T4
Agla =274 40
ey =523 & G5
Pl =455 & 04
Gl =454 115
Tl =457 D& 50T

Ao g va et roun e e of ekl 2 M L Eiard-JOeMets XM 015 Salipied
o enuing B0 mes DT shonslarion.

aversge RMSD for the protein moiety of abowt 3 A Incressed
Nexibilities were observed for the aTh light chain [awverzge
vahie =34 +05 A) and for SVR (sversge valie =43+ 06 A) Such
devistions sre due 1o 4 large modification of SVE ofentation 50 e
binding site (Fig 61 Through this proces, 3 series of @iy ane
formed, inchuding these with residues Lys87 Lys107. Lys236 TrpZ37.
and Phe245, and others are bodt, including those with Arga3, Asp2d3,
and Glu247 resulting in an inoresse of shout —300 k] mal in SVR
imvier et an with exTh [ Table 2. In sddition, the oomparison betwesn
the final MD simulation model and the X-ray data sugge sis that the
origin forthe SVRE be havior i nithe pe riorme d < mulations liss in oy stal
contacts |n (a0, in e MD model, one part of SVR occupies the $ume
region a3 in the crystal while the oppeite pant modifies its
ofientation The fixed part of SVE is held in the aystal by 3 senies of
contscts with the Glul4C Serld] helix and is tightly paded against
Asp185A-Glu1B6E of the neighbaring aTh maleaue in the cryatsl cell,
wihich indures conformational restrictions in the arentation of SVRin
the aystallographic structure. Upon removal of these contscts and
indision af vater molecules, the L chain scammadates in salution,
onginating the inorexed EMSD valee olserved in the simulafons
[Fig- 71 In oppasition a 10 ns dmulstion of 2 [eTh:SVR|, fystem
shiwen in Fig. 3C, generated by symmetry operation somrding 1o
orystal spece group siws a lower mobidlity of suramin molecule, with
RMSD of 4.2+ 08 A for |aThSVR)y versus 2.5+ 04 A for [aTSVR|
[mot showen L This data confirm the role of crystallographic forces on
SVR orientation at the aTh binding site

E i
A
gl £t
T4
= «
@ st i o
AR R
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| i I N E—

a [Lo - B
rnineindd (et reenberng

Fig 7. Sonamen | anabys o oryss T anal WA TheSVE: ool Oy allog g o T i compny v 5V { 2HEL pafl ) aned 100 WA simvenlaston

1.2 Small-angle X-nay scattering

X-ray erystallography s capable of providing detailed tertiary
atrudure infofmation M somic levely bt it frequently fails to
correctly ident fy the quate mary or ganization of macromaleaule s For
example, both yert hexokinate snd bovine bets- lactog abal in, were
olserved & monomers in crystal in spite of being capable to form
dimmers in solution |46-51]. Although a single aTh:SVE @mplex wis
found in the mymmetrc unit cell, the interaction of SVR with aTh
OO0UTS &5 3 oo b nati on of At lexst twio separate evenis The shape of
the binding isotherms abisined from isother mal i iration calo metry
[ITC) experiments indicates that the binding is complex, possibly
invalving two distng binding sives |9 ITC results, however lesve
wnelext whether the binding sites af e independent af i i rsting In
the present N-ray strudunes, seversl crystallographic contscts with
symmetricaily relsted malecules sre medisted by both aTh snd SVE
[Fig-3 ) anad, thus, might support & ligand- induced ofi gom erzation | 3]

To sddress this issue, we performed small-angle X-rxy scattering
[SANE) me zsurems nis o gaininsgh ino the oligomeric state of aTh
upon SVE bhinding. SANS dub sliow for estimation of strocursl
parameters and $tudies of oversl] particle mesiures, distribution, and
dynamics in solution x5 well & insights through 2 comparative
analysis of scattering dats sgainet crystal strudtures snd moleoulsr
madels |52

SANS mexiurements demonstrate that free oTh is 2 globulsr
partidde with a radius of gyration of 23 A and 2 musd rwm 3ize | De)
of 75 A [ Fig. 8; Table 3), 25 obixined by the Guinder spproximation and
Iy thee i r-eli stri bution function pir). The radii of gyration | Ey) and
maximum distane [Dne) obtxined from scattering profile of free
aTh is equivalent i thise caloulsed fom monomeric aTh &5 senin
erystal structures (such x 1PPE, snd those salved in this srtick),
suggesting & close identity betwesn aTh in solution during SANS
mexsurements and orystallographic models_ In et SANS data from
free aTh can be sdjusied with aysal struchres of monomernc aTh
[Fig-8A, closed symbols |, revealing discrepancy vahue of 15 [ Table 3).

Uipeon binecling vo SWR. T oligomer ization oocurs, &5 de mons trated
by the increase in K, © 32 A (Fig. 84, inser, Table 3) and O, to 1404
[Fig. 88; Tabde 3), adopting an slongaied form, 25 evidenced by the p
[¥) fundtion. The Kratky plotof Scame ring functions indicaes thataTh
= wedl fiol de d with & sy pical patrern for 3 gl abulsr particle, bathin fres
anel SVR-bonndd forma (Fig 8C)L Additionally, 1[0) /C, the extrapal sted
Seatering intensty st = anghe sko doubles up & caloul sted from
el | i r-listri bution fention plr)) and reciprocal spsee (Ig) ) Such
behxviar 4 2 direct indication of & dimerizstion event in salution,

Li’
=,
TR e

et 123 150 ] 232 220 oo 2r3
wrniretieid gsruenitizl roenbar )
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srrarmars manrhing [51].
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alchVE {abeolere scamering reciy o anghe sew, b, dboinsd by Caom [31] and
Culinder [30] anabysis can b faend in Table 3)c B are che sheoeshcal scomering
e meiche 5 comparad] ey Tyl | 52) and aTh onysal soneceee | FNE codie 2HST ) in
rh mmaaeesrhe | 2ol Do cure | st disesrhe | dosled, spper oenne) B baer
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i oo presence of TVE (open olangles). Solkd B coreespodd o cheonesical canes
obrainsd with Cryaod a5 in pand A Same recals veere obrained S Ssroa menT
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sincethe seattering intensity ot zer angles double s upon SVRbinding
|32-33 | SANS dawm of aThin the prese nee of SWR canbe well sdjused
with a dimeric model af oaTh [ Fig. 84, open symbols | comprising any
v Th monomers out of the three in Fig. 3C (joint by two SVE), with
diserepancy vahie of 15 (Table 3)_ Attempt i sdjist this SAXS ciirve
with aTh monomear of Hmer i not stidstony, reulting in higher
disrepancy vahies of 3.4 and 27, respectively [Table 3).

S e results veere ol ned for mazsuremens periorme d either st
50 pM [1.8 mg/ml) or 100 P [3.7 mgfml) of oTh both in shsence
and presence of equimolar amount of SVRE The leck of protein
ooncentration dependends o Sructur sl pirameters obtxined byS ANS
indicates 3 monodisperse sysem and this ruling out the existence of
multiple oligomeric ststes in soluion Tiken together, these dats
demanstrate 2 protein dimerization event induced by SVE binding
in sohution

The complexation of aTh with SVR i 2 calofimetric biphasic event
that mhkes plsce before 3 101 steichiometrie cosffident in the law
i cromoler concentration range |9) In this confext, it & nol rexon-
able B affirm that @Th would direcly transition from 2 fres,
monomenc species B 2 SWR-bound dimerc structure We believe
that dimer izationwoulkd take place preferably a1 2 high concen ation
ofane or both maleciles [aTh nd SVR) and that, st even higher SVR
COnCEntration, an sEgrepation proces would odaour. Mareover, 5t the
low nanomaler oTh concentration range found in plesma [53). the
formation of 2 1:1 aTh:SVR comples is more likely to ooout

d. Disousshon

For many decades, a search for better antithrombotic drugs has
been pursued by several research groups, and, due B e limied
options and onsiderable sde-effects smocisted with the currently
available drug therapeutic approaches, contimuows development in
this xrea B sill neaded

VR has e n i nvesti gated dhie o its i ne ra on with & diversity of
targes |6:; S4-58) and erysisllographic charscierization has
sccounted for SVE in mmplex with rwo enzymes |§; 59-60L SVR
recagnition by the vaccinia comple ment proein, lor exsmple. is due o
several electrostatic ineractions and minor contributions from
Tydrophabic and van-der-Wasls contscts. Although SVR can bind to
4 number of proteins, it does not seem o have sulficient maleculag
chermical, and strectural emplen entarities, snd this has very limied
Ivinueling s pecific ty.

Inhibvition of aTh-induced fibrinogen clotting by SVRE oomrs wit
it Wy il 20 M 3], 2 e Lativeel y densi-a Tinity char scer. SWR interaction
with aTh is highly jomie but it i s sxtenive in hydrophabic and
van-der-Wasls intersctiona. Compar stively, most Estures of the aTh:
SWR imber ation are comparable with these between aTh and heparin
wihich are slo non-spedfic and invalve aTh oligomerization. The

o Theheparin intersction has a slightly higher affinity than aThSVE
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with 2 mexn apparent Kd of 7 pM |47] 2 consequence of increxsed
subienation invalved in binding toexmite 2

The MD simulstions aof the aTh:5VE complex were employed to
rectily the comequences of crystsl packing effecs apble of
distorting the protein and for ligand conformations_ After 10 ns of
MWD simulstions, which is wually long enough to monBr onkime-
tional changes in mamomolecules |40-41, 44-45). 2 significant re-
ofientation of SVE was observed (Fig 6] Such modification in ligand
orientation i probably cnsed by non-biolegical intersctions in the
crystal structure and non-physislogical conditions used for crystal-
lization [ Fig 3C) The final structure converged sfter MD simulstion i
mare likely to represent the model of 2 more relaed oThSVR
complex (Fige 6-7).

In a previous work, 3 calorimelric maay of the aThsSVE
e sction revesled & biphasic behavion which i 2 typical indicstor
of &t lexst bwo binding andfor events ocourring. In this asaxy, the first
trasition aaurs af submicromalar concentration range, indicating
that binding t this concentration range mightoomr though with low
inhibimry effect

Onir SANS mexfuremens oormobdrste the biphddic clorimetnic
behaviar, dearly de mans Lrating & dim erizstion phenamenan induced
by SVE 25 seen by the nwo-fold indexse in scattering intensiry.
Additionaily, the high resshition strictiire reported hene reveals that
EVRisinvolved in medistion of crys talline contscts throwgh other aTh
male ailes, supporting the mechanism of aTh dimer zation wpon SVR
Iinding Thisis mast likely an sttribute of the 2-fold symmetry in te
SVE malecul &, assuming the predominance of more contscts betwesn
EVR and oxTh in this region Bsed on the svidences miladed to dae,
we propase an interadion equilibrium through the fallowing species
thiit axTh i ghit exprer ende

Olignie e STe aTh - aTh=VE - [TV
aTh aceivisy High - - = = v
SVE oo ETion M - - - = i)

rage

Further investigation describing the detailed mechanism of
nonmmpetitive modulstion of thrombin sgivity by esch of the
possible oligomeric stxtes, and whether the exset stoidvametric
spedes o the biological matrix (ie. serm) i |[oTh:(SVR)) o
|(exThi: [SWR) ) is af grest inene s Moreover we do not fule owt that
Bincling wthin the biokgical mstri (i, serum ) might reout other
s amoleculer e

EVRcannat be immedistely used x5 an aTh inhibitor in therapeutc
practice withau improve ments inits pharmsalogc and bopharme-
ceutical propertied However, it represents an interesting scaflold for
future rational drug development. The structural and thermodynamic
evidence provided through the aThSVE X ray strusture i expable of
madifying the SWVR conformation and/or ofentation from those
expeded fom solution studies. Furthermore, the content of the
Eymimetrc unit cell does not reflect sll the passible oligomenic forms
far the compla: existing in solution. Additionally, aur results indcxte
that MD simulstions cxn provide important structiral insights and
that they represent an important tool for systematic analysis and
refinement of crystallographic strodures 55 well &5 seamunting for
salvent effeas and the influence of other maleoules in the biological
emviranment of inbenes
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4.3 Trabalho ll

Até o presente momento, apesar da grande quantidade de estruturas 3D de
trombina depositadas no PDB, nenhuma informacdo estd4 disponivel sobre seu
estado livre. Assim, o entendimento do mecanismo envolvendo transicbes
conformacionais quando da ligagcdo de moléculas em seu sitio ativo ainda esta em
aberto. Neste contexto, e em colaboracdo com os professores Robson Q. Monteiro e
Luis Mauricio T. Lima, ambos da UFRJ, realizamos andlises comparativas da
estrutura e termodinamica do estado livre e complexado da trombina ao peptideo D-
Phe-Pro-Arg clorometilcetona (PPACK) incluindo técnicas experimentais como a
avaliacdo do equilibrio e perturbacdo da cinética quimica, dicroismo circular,
espalhamento de luz raios-X de baixo angulo (SAXS - Small Angle X Ray
Scattering) e desnaturacao protéica.

Em paralelo, simulacfes de dinamica molecular (DM) foram realizadas com o
objetivo de caracterizar a influéncia do PPACK sobre a termoresisténcia da
trombina. Os dados obtidos sugerem que a complexacdo ao PPACK aumenta a
estabilidade estrutural da enzima quando comparado com o seu estado livre, em um
processo aparentemente relacionado a alteracdes conformacionais nas alcas ao
redor do sitio catalitico, promovidas pela complexa¢éo, acarretando por sua vez em
um aumento das ligagdes de hidrogénio intramoleculares em toda a extensao da

enzima.

Andlise comparativa da estrutura e termodinamica da trombina no

estado livre e complexado

Vivian de Almeira Silva, Robson Q. Monteiro, Guilherme Menegon Giesel, Hugo
Verli, Luis Mauricio T.R. Lima

In preparation, 2009
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Resumo

Até o momento, nenhuma estrutura de trombina foi resolvida sem a
presenca de inibidores. Dentre os compostos capazes de inibir a trombina, o
peptideo inibidor PPACK (D-Phe-Pro-Arg clorometilcetona) € utilizado com mais
frequéncia nos estudos a respeito da trombina, servindo também de modelo para
o desenho de novos agentes capazes de inibi-la diretamente. No presente
trabalho, € mostrada uma analise comparativa da estrutura e termodinamica da
trombina nos estado livre e complexado ao PPACK utilizando técnicas
experimentais associadas com andlises utilizando simulagdes de dinamica
molecular (DM). Os dados demonstram que, apesar das similaridades entre as
formas livre (apo) e complexada (holo) da estrutura protéica, a presenca do
inibidor promove um aumento na estabilidade observada nos experimentos de
desnaturacdo térmica sem mudancas significativas na estrutura secundéria,
conforme os dados de dicroismo circular. Os dados de DM corroboram os dados
experimentais, além de indicar motivos estruturais que possam levar a esse
aumento da termoresisténcia estrutural induzida pelo PPACK. Essas informacdes
tém implicacbes no entendimento das propriedades enzimaticas e ha

compreensdo do mecanismo de inativagao da trombina.



40

1. Introducéo

A trombina é uma serino protease multifuncional que tem papel central na
regulacdo da cascata de coagulacdo [1]. Sendo assim, ela tem sido foco de
estudos desde a sua descoberta no século XIX [2] e continua a ter a atencdo de
pesquisas biomédicas na area. O entendimento de como ela desempenha o seu
papel biolégico deu um grande salto com a resolugdo do primeiro cristal de
trombina [3], o qual permitiu, pela primeira vez, compreender a arquitetura de seu
sitio catalitico e como ele interage com seus substratos por meio do uso de um
inibidor irreversivel. Desde entdo, cristais dessa enzima tém sido resolvidos [4,5]
com o objetivo de elucidar seu mecanismo proteolitico.

A grande dificuldade encontrada no estudo estrutural dessa enzima reside
no fato de que, por ser uma protease, ela acaba por envolver-se em eventos de
autoclivagem, impedindo que consigamos obter informacfes a respeito de sua
arquitetura no estado nativo. Sendo assim, os dados disponiveis a respeito de
sua conformacdo e dinamica estrutural estdo disponiveis somente para seu
estado inibido, onde ndo ha uma avaliacdo sobre a influéncia do ligante no
comportamento da arquitetura protéica. Sabe-se somente que sob ligacdo com o
PPACK, duas algcas proximas ao sitio catalitico diminuem sua exposicdo ao
solvente voltando-se para o interior da proteina [1] quando comparada com seu
estado livie em experimentos de conversdo entre hidrogénio/deutério (H/?H)
amidicos (amide hydrogen/deuterium (H/?H) exchange). Esses dados nos levam a
crer que as propriedades estruturais obtidas para a trombina no estado inibido
possam divergir das mesmas para seu estado livre em solucéo.

Assim, o presente trabalho apresenta uma abordagem mista, utilizando
técnicas experimentais associadas a simulacbes de dindmica molecular
objetivando caracterizar o0s aspectos conformacionais da trombina,
particularmente no ambito do processo de inativacdo da enzima por substratos

suicidas, detalhando os eventos conformacionais deste processo.



41

2. Metodologia
2.1. Software

As estruturas foram manipuladas utilizando os programas VMD [6] e PyMol
[7]. Todas as simulacdes de dinamica molecular e analises foram feitas utilizando o
pacote GROMACS [8] e o campo de forca GROMOS96 [9].

2.2. Refinamento estrutural e dindmica molecular

A estrutura da trombina complexada com o PPACK foi obtida do Protein
Data Bank sob cédigo 1PPB [2]. Baseado nessa estrutura, dois sistemas foram
simulados por 50 ns: 1) a enzima livre em solucdo; e 2) a trombina ligada
covalentemente ao inibidor PPACK. Essas estruturas foram solvatadas em uma
caixa triclinica usando o modelo de agua SPC [10] cobrindo uma area até 9 A de
distdncia dos atomos do soluto. Contra ions (CI) foram adicionados para
neutralizar as cargas do sistema.

O protocolo de dinamica empregado foi baseado em estudos prévios de
DM [11]. O método Lincs [12] foi utilizado para restringir as ligacdes covalentes,
permitindo um tempo de integracdo de 2 fs apés uma minimizacdo de energia
utilizando o o algoritmo steepest descents sob condi¢cGes periédicas de contorno.
Os sistemas obtidos sdo compostos por trombina/solvente/ions e
trombina/PPACK/solvente/ions e foram aquecidos lentamente da temperatura de
10 K para 343 K (70 °C) em passos de 5 ps (termalizacdo), com cada passo
tendo um aumento de 50 K de temperatura.

Temperatura e pressao foram mantidas constantes pelo acoplamento da
proteina, PPACK, ions e solvente a temperatura e pressdo com constantes de
acoplamento de t = 0.1 e 0.5 [13]. Nenhuma restri¢cao foi aplicada apos a fase de
termalizacdo e as interacdes eletrostaticas foram avaliadas pelo metédo PME
(Particle Mesh Ewald) [14] com um grid de carga com espacamento de 1,2 A,
enquanto as interagbes eletrostaticas e de Lennard-Jones foram avaliadas
utilizando um raio de corte de 9,0 A para cada atomo [15]. As analises foram
feitas em todo o periodo de trajetéria, com os valores médios das energias de
interacdo calculados para os ultimos 20 ns de simulagcdo. O programa
PROCHECK [16] foi utilizado para avaliagcdo da estrutura secundaria da proteina

nos sistemas estudados.
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3. Resultados e discusséo
3.1. Dados experimentais prévios obtidos para o sistema trombina-PPACK
no ambito do projeto

Diversas técnicas experimentais foram aplicadas sob coordenacdo dos
professores Luis Mauricio T. R. Lima e Robson Q. Monteiro, na UFRJ, para o
estudo do sistema trombina-PPACK, incluindo espalhamento de luz raio-X de
baixo angulo (SAXS — Small Angle X ray Scattering) [17] e experimentos de
desnaturacéao térmica.

Embora os experimentos de SAXS nao tenham identificado nenhuma
alteracdo significativa nas propriedades estruturais globais da trombina, como
raio de giro (Rg) e dimensdo maxima (Dmax) (Tab. 1), esses dados reforcam a
percepcao usualmente aceita de que o PPACK néo induz alteracdes significativas

na estrutura tridimensional da trombina.

Tabela 1: Parametros globais analizados para a estrutura da trombina utilizando a
metodologia SAXS

Parametros estruturais aTh aoTh -PPACK
Rg (A) 24,2+ 0,5 22,0+0,7
Dmax (A) 75+ 4 75+ 4

Por outro lado, os experimentos de desnhaturacdo térmica sugerem uma
influéncia direta do inibidor covalente sobre o comportamento termodindmico da
enzima em solucado (Fig. 1). Apesar da similaridade tridimensional, a ligacdo da
trombina ao PPACK parece ser capaz de promover uma estabilizacdo adicional
na estrutura protéica, tornando-a menos suscetivel a acdo de agentes

desnaturantes.
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Figura 1: Curvas normalizadas de desnaturacéo térmica para a trombina livre em
solucado (circulos pretos) e para a trombina complexada ao PPACK (triangulos
brancos), monitorados pelo decréscimo da elipticidade (que avalia o conteudo da

estrutura de a-hélice) em funcdo do aumento da temperatura.

A partir destes dados empregamos simulacdes de DM na tentativa de
elucidar as raz6es moleculares para o feito do PPACK sobre a dinamica
conformacional da trombina, no ambito da presente dissertacdo, o que sera

descrito a seguir.

3.2. Estabilidade dos sistemas simulados

Em linhas gerais, a estratégia empregada neste trabalho envolveu a
simulacdo das formas aTh e aTh-PPACK na temperatura que maximizou 0s
efeitos termoestabilizadores do PPACK sobre o arcabougo protéico, isto é, em
torno de 70 °C (vide Figura 1). Neste sentido, a complexacdo do PPACK acarreta
em um aumento na rigidez da aTh sem grandes modificagcbes na estrutura
secundaria ou no enovelamento global da proteina.

No que dizem respeito a cadeia leve, as analises de RMSD (Fig. 2A)
indicam gque no estado complexado a ligacdo com o PPACK induz a perda de sua

a-hélice. Por outro lado, esse mesmo efeito parece ndo ocorrer quando a
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trombina esté livre em solugdo, de maneira que o PPACK pode estar induzindo
um aumento da flexibilidade dessa cadeia. Fizemos as mesmas analises agora
para a cadeia pesada (Fig. 2B) demonstrando que sob complexacédo, o RMSD de
toda a cadeia diminui revelando o carater estabilizador desse composto. Da
mesma maneira, a analise para o conteudo de estrutura secundaria demonstrou
que ndo ha diferenca na flexibilidade dessas estruturas para ambos os estados.
Sendo assim, o PPACK parece estar conferindo um carater mais rigido ao
conteudo de alca nessa cadeia.

A) RMSD Cadeia Leve B) RMSD Cadeia Pesada

0.8

RMSD (nm)
RMSD (nm)
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Figura 2: Propriedades estruturais globais caracterizadas pela DM. A) Valores de

RMSD para a cadeia L da trombina livre em solugéo (curva preta), com a enzima
complexada (curva vermelha) detalhando a sua estrutura secundaria no estado
livre (curva verde) e complexada (curva azul); B) Da mesma maneira para a
cadeia H da trombina livre (preto) e complexada ao PPACK (vermelho)
detalhando as analises para a estrutura secundaria em solucao (verde) e ligada
(azul); C) Ligacdes de hidrogénio entre as algcas nos arredores do PPACK nas

condi¢cOes da trombina livre (preto) e quando ligada a esse composto (vermelho);
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D) Avaliacao das ligagcbes de hidrogénio intramoleculares totais para a enzima em
solucéo (preto) e ligada ao PPACK (vemelho).

Embora as duas cadeias da aTh tenham suas flexibilidades influenciadas
diferentemente pelo PPACK, a cadeia pesada parece ndo apresentar nenhuma
modificag&o significativa em seu padréo de enovelamento como consequéncia da
inibicdo, como verificado tanto pelo programa PROCHECK (Fig. 3) quanto pela
estabilidade no raio de giro, estando essas informacdes de acordo com dados

experimentais obtidos previamente (ver adiante na discusséo geral).

PROCHECK

Cadeia L
1PPB ————— A

Th/PPACK 50ns s @&
Th livre 50 ns g A IARA—

tH 2 12 14H

Cadeia H
(LG o0 =—ppe— o cepmopew e gy mmp gV e oy
Th/PPACK 50 N e e et e S R it £ 0
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16 26 36 45 55 60E 66 76 85 95 104 114 124 131 14'11 14'98 1%6

LGEIE— S = Sy == o = A0
ThIPPACK 50 s e e ottt S
Th livre 50 ns e A et — ittt SN

166 176 185 191 201 209 220 229 239

Figura 3: Andlise de PROCHECK avaliando o padrdo de estrutura secundaria
para os estados livre e complexado da trombina ao final dos 50 ns de simulacao

em relagéo a estrutura cristalografica (1PPB).

A estrutura do PPACK parece induzir o deslocamento das alcas
compreendendo as sequéncias Glyl42 a Serl53, Glyl84 a Alal90 e Glu2l7 a
Tyr225 em direcdo ao centro da proteina, proximos a cadeia lateral da Arg3 do
PPACK (Fig. 4). Ao mesmo tempo em que essas alcas se voltam em direcédo a
proteina, essa condicdo parace contribuir para o aumento das ligacdes de

hidrogénio intramoleculares (Fig 2C e 2D) no estado inibido. Essas observacdes



46

se correlacionam com o aumento da termoresisténcia vista quando ocorre a
ligagdo com o PPACK, o qual mantém a estrutura similar da proteina quando

comparada com a do inicio da simulacédo conforme os dados de PROCHECK.

Comparacéo entre os estados livre e complexado da trombina

Glu217 a Tyr225

" Ser195

Gly142 a Ser153

Estruturas finais trombina

Figura 4. Comparacao estrutural para ambos os estados da trombina no fim dos
50 ns de simulacdo para o estado livre (salmé&o) e complexado ao PPACK (azul).
No detalhe, as alcas que mudam a sua orientacdo em funcdo da presenca do

PPACK contribuindo no aumento das liga¢des de hidrogénio intramoleculares.

3.3. Forgas participantes na estabilizacdo da trombina

Durante todo esse processo dinamico de inibicdo, a quantificacdo da
contribuicdo de forcas especificas no processo de inativacdo enzimética pelo
PPACK pode ser realizada, como a interacdo intramolecular dos residuos de
aminoacidos constituintes da estrutura da trombina entre si e a interacdo entre
esses mesmos residuos e o solvente. Nesse sentido, calculamos a energia de
interacdo como sendo a média + desvio padrdo dos ultimos 20 ns de simulacao,
uma vez que os primeiros 30 ns séo levados em consideragdo no contexto de

uma fase de equilibracéo dessas forgas (Tab. 2).
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Tabela 2: Energias de Interacdo obtidas para ambos os estados da trombina

(kJ/mol)
Intramolecular Solvente
Trombina livre 13.522 + 230 -17.809 + 431
Trombina/PPACK 12.995 + 210 -16.678 + 374

Como pode ser observado, o estado inibido da trombina mostra um perfil
de diminuicdo do valor da energia de interacdo entre os aminoécidos constituintes
de sua estrutura, caracterizando um estado fisiologico de maior rigidez. Ao
mesmo tempo fica demonstrado um perfil de aumento do valor da interacdo com
o solvente, caracterizando um estado fisiol6gico onde o 4gua interage menos com
a proteina. Esses eventos estdo intimamente associados ao aumento do numero
de pontes de hidrogénio intramoleculares complementando e corroborando os
dados que descrevem o processo de enrigecimento da proteina quando

complexada ao PPACK, causando a elevacéo de sua termoresisténcia.

4. Conclusdes

Mesmo que a formacdo de complexos ligante-receptores seja capaz de
promover consideraveis rearranjos conformacionais nas estruturas protéicas [18],
isso ndo parece valer para a trombina. Em acréscimo aos dados cristalograficos
obtidos até o momento, as informacBes obtidas no presente trabalho para a
enzima em solucdo sugerem estruturas globalmente similares nas formas livre e
complexada. Dados obtidos por SAXS para propriedades como raio de giro e o
carater globular da proteina ndo se alteram com a presenca do ligante, em um
perfil reproduzido nas simulac6es de DM realizadas. De fato, varios cristais de
trombina contendo PPACK como inibidor [3,5,19] ou cristais de trombina
mutantes para inativacdo de sua atividade catalitica sem a presenca de ligantes
[4,5] compartilham uma grande semelhaca entre suas estruturas (RMSD Ca < 0,8
A).

Apesar da semelhanca entre as estruturas tridimensionais, a presenca do
PPACK promove algumas alteracbes de ordem termodinédmica conforme o0s
dados de desnaturacdo térmica quando estd ligado a enzima conforme

demonstrado na Figura 1. Este processo foi explorado em nivel atémico
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empregando as simulagbes de DM, confirmando a manutencdo da estrutura
globular da aTh na presenca do ligante concomitante a uma reorientacao local
das alcas proximas ao sitio catalitico. Tal mudanca na dindmica de algas parece
ser capaz de promover um aumento das ligacbes de hidrogénio
intramolecularesna aTh e a diminuicdo da energia de interacdo com o solvente.
Essas informacfes lancam luz sobre os eventos observados experimentalmente,
onde a trombina adquire uma maior resisténcia a processos desnaturantes como

consequéncia de sua inibicao.
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4.4 Trabalho Il

A mudanca na conformacéo e flexibilidade de uma cadeia polipeptidica durante
uma simulagdo de DM é usualmente caracterizada por andlises de RMSD e RMSF.
Contudo, enquanto a primeira estratégia apresenta uma perspectiva da variacdo da
estrutura protéica, a partir do referencial cristalografico, como uma funcdo do tempo,
a segunda oferece uma andlise da variabilidade da posicdo dos aminoacidos
durante toda a simulagdo. Assim, enquanto no RMSD em geral ndo se observa o
comportamento de aminoacidos especificos, no RMSF ndo se observa a
dependéncia da flexibilidade de cada residuo no tempo da simulacéao.

Neste contexto, apresentamos uma estratégia que busca combinar
caracteristicas das duas abordagens, conferindo a analise de RMSF uma resolugéo
temporal, denominada tRMSF (temporal RMSF). Este procedimento vem sendo
aplicado em diversos trabalhos do grupo, nos quais se apresentou como um
procedimento simples e capaz de oferecer informacdes importantes sobre a
flexibilidade e equilibragdo em diferentes sistemas moleculares. Merece destaque a
facilidade com que permite observar a equilibracdo em diferentes regibes do
esqueleto peptidico e, assim, a evolucdo da flexibilidade nestas regides. Estes casos
sdo discutidos, assim como a contribuicdo advinda do emprego da analise de
tRMSF.

tRMSF - a protein flexibility analysis in molecular dynamics as a

function of both time and residue

Guilherme Menegon Giesel, Hugo Verli

In preparation, 2009
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Abstract

Determination of protein structures and motions is one of the principal goals in
bioinformatics. Despite several methodologies used to this objective, these models
cannot describe with sufficient accuracy its conformational movements and flexibility.
The computational approaches, especially, molecular dynamics simulation (MD)
provide insights about structural characteristics at atomic resolution, but even so,
lacking resolution at least one level, or time or residue. To overcome this limitation
and provide full access even to slight structural movements, we developed tRMSF
methodology, able to access conformational feature information, residue and time
values simultaneously, and performed such analysis in a set of proteins and
glycoproteins systems showing that a full trajectory average analysis can hide
movements identified in tRMSF plot helping explain motion events upon tight

conformational alterations.

Key words: RMSF, molecular dynamics, protein flexibility, GROMACS analysis.
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1- Introduction

A detailed understanding of protein functions is a goal of bioinformatics in the
post-genomic era. The protein function is closely related to the structure and
conformational mechanics in its physiological environment. To understand this
process, several methodologies have been developed in order to elucidate the 3D
structure of biological entities. Traditionally, X-ray diffraction crystallography has
been used to determine atomic structures, but nowadays, methodologies like nuclear
magnetic resonance (NMR) and electron microscopy (EM), improved the capacity of
generating structural information of biological molecules [1]. Although these
techniques primarily access the protein core structure, numerous events are still not
explained, such as enzymatic activity, folding, binding and molecular recognition.
These events are strongly related to protein motions and fluctuations, and implicate
on its biological function [2].

For a long period, the protein movement characterizations at atomic level were
not possible. Recently, we have experienced a significant improvement of the
computational tools that lead us to a better understanding of structure and function of
complex biological systems, in terms of conformational description through time and
at atomic resolution. Among these computational tools, molecular dynamics
simulations (MD) have been considered one important technique to investigate
protein behavior at atomic resolution technique and low cost [3-5]. This methodology
comes to supplement structural biology appliances, lightening biological events that
undergo to conformational changes.

However, even at atomic resolution, common protein analyses lack resolution
at least at some level. Several strategies may be employed to infer the behavior of a
given protein in MD, being the root mean square deviation (RMSD) the most frequent
analysis used. RMSD provides a description of the protein flexibility and
conformational change as an average over all amino acid residues, at each snapshot
simulation. As a global analysis, it lacks residue resolution. Other analysis, as the
root mean square fluctuation (RMSF), which supplies a global perspective of the
protein flexibility, at a residue level, has an average characteristic over the entire
simulation, therefore lacking time resolution.

In this sense, the use of a tool capable to describe the protein structure profile,
assembly into a simple analysis instrument unifying and correlating time, residue and

conformational feature may be useful to elucidate alterations and conformational
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events as masked by an initial full trajectory average analysis. In this context, our
group had developed a combined strategy, named temporal RMSF (tRMSF),
adequate to describe, in a single countor plot, the protein dynamics at time and
residue details. Here we present tRMSF application to some proteins and
glycoproteins, showing its useful capability to data mining approach, not only allowing
the achievement of a picture of each system dynamics, equilibration and periodicity
of movements within MD trajectories, but also supporting the identification of possible

regions involved in sensible biological events.

2- Methodology

2.1- RMSF and tRMSF

In order to describe de protein dynamic behavior in a MD, we performed
RMSF analysis, component of GROMACS simulation suite [6]. The common RMSF
analysis shows, in a single plot, the RMSF average value by residue over the whole
dynamics. In tRMSF, the fluctuation measurements are performed to each time
predetermined intervals, composing the resolution. In tRMSF context, resolution
comprises short dynamics periods where RMSF test is performed divided total

dynamics time to several parts.

2.2- Constructing the tRMSF plot

This protocol creates large text files content, comprising RMSF value for each
amino-acid in the specified trajectory time intervals (resolution). Subsequently, it
concatenates all files in a single text file containing all information to construct a table
with three columns: time, residue and RMSF value. These columns will constitute X,
Y and Z coordinates in tRMSF graphic. We used the SigmaPlot program [7] to import
and plot this data, creating a tRMSF countor plot that allow an simultaneous access

to the time, residue number and RMSF value at any MD snhapshot.

3- tRMSF applications
The examples below show the tRMSF protocol application in some protein
systems studied by our group in last four years. The antithrombin/heparin interaction

[8] study work that employed methodology revealing its ability to describe the relative
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mobility of different regions of antithrombin (AT). In this study we demonstrated the
conformational requirements to increase AT activity induced by glycan.

The study of water-soluble toxic peptide melittin [9], investigating the
conformation of the peptide on both monomeric and oligomeric forms under different
solvents, peptide concentrations, ionic strength and pH conditions showed the
differences between physiologic and crystallographic conformations elucidating the
oligomeric organization of melittin in biological solutions.

Characterization of HIV-1 matrix protein pl7 [10] elucidating the molecular
basis for the differences between X-ray and NMR structures and, in the context of
the molecular assembly of HIV-1 Gag proteins, mapping conformational features
responsible for its virulence activity may have relevant implications in the
determinants of virion behavior during cellular infection at the atomic level.

The description of glycoproteins and glycopeptides conformational ensembles
[11] to understand the three-dimensional structure and the dynamical properties of
both protein and carbohydrate moieties. This data, allow us a better understanding of
the molecular basis of their interaction with each other, with the surrounding
environment, and with their molecular targets evaluating the effects of glycosylation
upon the protein moiety of the glycoproteins.

As the last example, we present the study of SufU [Fe-S] protein clusters [12].
These proteins are ubiquitous and precursor of inorganic prosthetic groups involved
in the maturation of cellular Fe-S proteins. In this context, tRMSF helped explain the
structural and conformational requirements of Enterococcus faecalis SufU protein in
interacting with other factors and/or regulators in maturation of cellular Fe-S proteins

serving as template of SufU clusters studies in Gram-positive bacteria.

3.1- Antithrombin

The anticoagulant activity of heparin and other negatively charged
glycosaminoglycans is due to the activation of a plasma protein called antithrombin
(AT). This protein belongs to the serpin (serine proteinase inhibitors) protein family
and is responsible for the inhibition of physiologically active plasma serine
proteinases like factor lla and factor Xa [13,14]. The reactive bond that interacts with
the active site of target proteinases lies on a loop denoted as reactive center loop

(RCL), which corresponding to residues Asn376 to Arg393 in the AT structure.
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In the native conformation, the RCL lies outside the tertiary core of the serpin
main structure, i.e. in a solvent-exposed environment. However, in crystallographic
structures this region is often involved in protein—protein contacts [15-17], already
reported as essential for a good resolution in three-dimensional structure [18].

In order to access the relative mobility of different regions of AT induced by
heparin mimetic compounds, tRMSF methodology was employed considering the AT
macromolecule free in solution and complexed to synthetic pentasaccharide [8] (Fig.
1).

Unbound Al

S e s R

————

'lI'HlJ‘N\l';.J

D helix

Figure 1: RMSF as a function of both residue number and time for unbound AT and
AT—pentasaccharide complex. The regions corresponding to the loop-comprising
residues Lys28-Glu37 (Gap), D-helix and the reactive center loop (RCL) are also

presented [8].

As can be seen, tRMSF shows a detailed profile about equilibration of the
simulated systems with remarkable distinct fluctuations over different regions of AT.
The regions defined by the RCL and by the N-terminal loop (residues Lys28 to
Glu37), present the longest equilibration time of the entire protein. While the RCL
keeps a high flexibility over the entire trajectory, the loop 28—-37 accommodates in
solution after 2-3 ns, depending on the AT complexation state.

Therefore, this equilibration period of 2-3 ns represents the loop
rearrangement to its solution conformation. However, it is interesting to observe that
the loop 28-37 presents lower flexibility in the complexed AT when compared to the
unbound AT. At the same time, the RCL flexibility is greater in the complexed form of

AT than in the free protein. In this context, we consider the possibility that the
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mentioned RMSF profile is due to pentasaccharide effects over AT: (1) stabilizing the
sequence comprised between Lys28 and Glu37; and (2) increasing the flexibility of
the RCL. In other words, the conformational modifications expected to be induced in
AT by pentasaccharide, which results in the potentiating effect of its inhibitory activity,

could be observed and predicted by MD simulations through tRMSF profile.

3.2- Melittin

Melittin is a well-known water-soluble toxic peptide present in bee venom of
Apis mellifera, comprising about 50% of its dry weight. This peptide is able to disrupt
membranes, producing many effects on living cells [19,20]. Like other amphiphilic a-
helical peptides, melittin has an antibacterial activity. It induces voltage-gated
channel formation and can also produce micellization of phospholipids bilayers due
to its membrane-interacting effect [19,21,22].

The molecular mechanism underlying melittin interaction with biological
membranes and lipid bilayers is not well understood. Moreover, it seems that
different molecular mechanisms could generate different actions of the peptide [21].
Despite several structural informations about melittin, there are contradictions
between structural and biochemical data that has not been explained or correlated to
conformational and functional data by any molecular model so far.

To investigate the conformation of the peptide on both monomeric and
oligomeric forms and under different solvents, peptide concentrations, ionic strength
and pH conditions, we performed molecular dynamics simulation of melittin using its
crystallographic structure [23] as starting point. In this way, three simulations were
performed: (1) 23.5 mM melittin, 120 mM chloride ions, pH 7.0; (2) 54.6 mM melittin,
273 mM chloride ions, pH 7.0; (3) 23.5 mM melittin, 120 mM chloride ions, pH 11.0.

The structural data from MD runs lead us to the suggestion that, in plasma,
melittin should not be in a tetrameric or a dimeric oligomerization state, but is
probably present as a monomeric peptide [9]. Considering the lack of stability of the
peptide oligomeric states under physiological-like conditions (condition 1) and aiming
to correlate these data to the peptide’s helical content, we investigated the behavior
of monomeric melittin under a number of different conditions showing that pH has a
critical effect on the stabilization of the helical structure of melittin. To better
understand this behavior, we used the tRMSF idea, to perform the analysis of the

ellipticity parameter [24], using same rules to construct plot.
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Figure 2: Ellipticity maps of monomeric melittin as a function of time and aminoacid
number. (a) 26.5 mM melittin, 50 mM CI-, pH 7.0. (b) 26.5 mM melittin, 120 mM ClI-,
pH 7.0 [9].

As can be seen, molecular dynamics simulations correctly reproduce
experimental data: loss of the helical character is observed when the peptide is
exposed to pH 7.0, being the secondary structure almost completely recovered upon
increasing ionic strength (Fig. 2). As shown there, the conformation of melittin can be
highly influenced by physical-chemical conditions, inducing the peptide to adopt a
diversity of forms under different environments.

As a consequence, the helical structure observed in crystallographic and NMR
data for this peptide should be interpreted as a consequence of both high salt and
melittin concentrations. In this context, the ellipticity plot suggests that in
physiological medium such as human plasma, melittin should assume a monomeric
form, mostly unfolded. Such data show that the tetrameric organization of melittin is
not possible in plasma, but only in extreme physical-chemical conditions observing
that the peptide is not a perfect helix, but a random structure at pH 7.0 in

physiological ionic strength [9].

3.3-pl7

The structural features of the mature HIV-1 virion include a lipid bilayer
envelope, surface glycoproteins (gp120) anchored to the virus through interactions
with a transmembrane protein (gp41), a matrix shell (p17), and a conical capsid core
(p24). The HIV-1 matrix protein (pl7) is a structural molecule, partially globular,

composed by five a-helices. The helixes H1, H2 and H3 are organized around the
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central and buried H4, while H5 is projected from the packed helical bundle, making
the C-terminal region of the protein distinct from its globular N-terminal [25-27].
Additional elements on the secondary structure of this protein include the 310-helix
H2’ and the mixed a/310-helix H3’ [28].

Previous studies had reported a 0.6 nm displacement of the short helix H3’
when comparing X-ray and NMR structures and such displacement was interpreted
as a physiologically relevant conformational change that occurs during virion

assembly and disassembly [29].
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Figure 3: (A) All-atom RMSF (in nm) from crystal structure, as a function of both
residue number and time; (B) ellipticity at 222 nm (in %, the percent of time in which
the residue present a helical character), as a function of both residue number and
time [10].

Preliminary analysis shows a significant increase in deviation from crystal
structure about 0.5 nm in the H5 helix [10]. Such deviations are originated in the
helical content of pl7, as can be observed from the ellipticity fluctuation [24] (Fig.
3B). After the first 10 ns, an increase in the flexibility at H5 from the C-terminal
portion can be clearly observed and, consequently, a lost of its helical character. At
the end of simulation, H5 is two turns shorter and changed its conformation from X-
ray towards the NMR described conformation [10]. As shown in Fig. 3B, H2’ appears
to be quite unstable, being completely lost after 10 ns of MD simulation. Conversely,
H3’ appears to refold into a a-helix and to merge with H3 (Fig. 3B) indicating that,
while possibly involved in conformational changes during viral assembly, such

structure is highly flexible (Fig. 3A) and could co-exist in multiple conformational
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states in solution. These observations corroborate to move from the X-ray structure
to the NMR determined conformation of p17 [10].

These data clearly indicate that the origin of the high deviation from crystal
structure is due to conformational changes in H5, but not to distortions in the globular
part of the matrix protein. Applying the tRMSF procedure to complement previous
data, demonstrate that, in fact, the main region of the protein distorted during MD is
the C-terminal portion of H5, where a sequence of at least eight amino acids residues
is responsible for a deviation of about 0.9 nm from the crystal structure (Fig. 3A).
Such deviations are originated in the helical content of p17, as can be observed from
the ellipticity fluctuation (Fig. 3B). The increase in the flexibility at H5 C-terminal

portion can be clearly observed and, consequently, a lost of its helical character [10].

3.4- EGF-like domain, CD59, hsCD2105 and a-hCG

Glycoproteins and glycopeptides are known to play important roles in many
biological events, such as cell adhesion, cell-cell communication, immune response,
intracellular targeting, and protease resistance [30,31]. Considering the difficulties
associated with the experimental determination of glycoproteins structure and
conformation, MD simulations have been used to clarify the dynamic aspects of
macromolecules. Although the biological functions of glycosylation are still not
completely understood, it is known that the glycan moieties of glycoproteins are
fundamental to many biological processes, and are also involved in protein folding
and/or stabilization [30,31]. In this sense, we intended to adequately represent the
conformational ensemble of glycoproteins EGF-like domain, CD59, hsCD2105 and a-
hCG through MD simulations in aqueous solutions analyzing the effects of
glycosylation upon these protein moieties [11].

In this context, we performed an analysis of the influence of glycosylation on
the dynamics and conformation of the protein moiety displaying its influence in these
protein structures through tRMSF plot (Fig. 4). As can see, EGF-like domain present
a difference in flexibility between glycosylated and non-glycosylated proteins
observed around residues 56-59 (Fig. 4A and B), suggesting that the recognition of
EGF-like domains by the O-fucosyltransferase, responsible by glycosylation, may be
associated with an entropic driven process.

Like observed for the EGF-like domain, CD59 show no major influence

induced by glycan binding, with tRMSF analyses of the simulated proteins supporting
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a decreased flexibility in the region of the N-glycan attachment, around Asn18 (Fig.
4C and D).

(C) Non- glycosylated CD59 (D) Glycosylated CDSQ

Residue (AA)

20 30 20 30
Time (ns) Time (ns)

(G) Non- glycosylated ol hCG (H) Glycosylated a-hCG
B

(R TR R T T (R e e D

P}V%’!‘\“'l e T e L 7

Residue (AA)
Residue (AA)

Time (ns) Time (ns) Time (ns) Time (ns)

Figure 4: Root mean square fluctuation (RMSF) for the studied proteins, as a function
of both residue number and time: EGF-like, in its non-fucosylated (A) and fucosylated
(B) forms (from 0.04 to 0.24 nm); CD59, in its non-glycosylated (C) and glycosylated
(D) forms (from 0.03 to 0.18 nm); hsCD2105, in its non-glycosylated (E) and
glycosylated (F) forms (from 0.04 to 0.16 nm); and the a-hCG, in its non-glycosylated
(G) and glycosylated (H) forms (from 0.05 to 0.35 nm) [11].

In hsCD2105, the NMR data suggest that the N-linked glycan at Asn65 is
required for adhesion functions, because it stabilizes protein folding by
counterbalancing an unfavorable clustering of five positive charges centered on
Lys61. Such an effect appears to be observed in MD simulations, because the region
around these residues presents decreased flexibility upon glycosylation, as well as
near regions comprising residues 22-32, 49-53, 61-67, and the N-terminal (Fig. 4E
and F) domain. However, they have shown neither antibody- nor ligand-binding
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activity, suggesting that the N-linked glycan on hsCD2105 plays an important role in
the function of this protein. In addition, the NMR studies suggested that protein—
carbohydrate interactions may be involved in mediating the CD2 interaction with
CD58 which should mainly involve the amino acids 32-34, 43-51 and 86-91 of
hsCD2105. Accordingly, the residues around these regions concentrate the main
differences in protein flexibility upon glycosylation (Fig. 4E and F) [11].

In a-hCG, the glycosylation influence is evident in the loop between residues
33-58. This loop is known to exist in free a-hCG, based on NMR studies, and seems
to adopt a increased flexibility in the glycosylated protein (Fig. 4G and H). As a
general feature, glycosylation of the hCG a-subunit at Asn78 seems to play an
important role in the stabilization of the protein by exerting a protective function
through shielding the protein surface from the environment, including residues
around 23-26 and 68—70. Therefore, from the MD simulations, we could observe a
stabilization of such regions, especially 23—-26, as observed in tRMSF analysis (Fig.
6G and H) [11].

These approaches supplement previous obtained and reinforce that the
glycosylation have different influences in protein flexibility participating in its biological
events or guiding this process [11].

3.5- SufU [Fe-S] cluster protein

Iron-sulfur [Fe-S] clusters are simple inorganic prosthetic groups that are
widely distributed in nature and play essential roles in diverse biological processes
such as electron transfer, redox and nonredox catalysis, gene regulation and as
sensors within all living organisms [32-35]. The functions of the [Fe-S] cluster
assembly machineries include the mobilization of Fe?”** and S* elements from
apoproteins storage sources, their association into an [Fe-S] bound form and its
transport and transfer to the final molecular destinations. The machinery of [Fe-S]
biogenesis and maturation is represented by at least three distinct, yet structurally
and functionally related systems, designated NIF, ISC, and SUF being the SUF
system important to sulfur assimilation.

The SUF system has been linked to virulence in several microorganisms [36]
however, no structural information has been available related to proteins present in

microorganisms belonging to the Firmicutes phyla. Here we present an in silico
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conformational study of E. faecalis SufU cluster structure constructed by homology
using S. pyogenes SufU structure as template [12].

Both, model and template were submitted to 50 ns MD showing that their
conformation in dynamics differs from initial structure. Such increase in protein
flexibility appears to be related to the N-(residues 1 to 38) and C-terminal, as called
GPR (Gram-positive region), (residues 95 to 136) portions. Looking through the
tRMSF analysis perspective (Fig. 5) we can confirm the role of both N-terminal and
GPR in SufU flexibility. E. faecalis SufU showed alterations in the GPR, but in a
lesser degree than in S. pyogenes SufU. Areas related to the active sites of SufU
showed higher flexibility too, especially the ones related to residues Cys35, Asp37

and Cys60, and areas between residues 20 to 25, and 40 to 45.

A) S. pyogenes SufU crystal B) S. pyogenes SufU RMSF C) E. faecalis SufU RMSF plot D) E. faecalis SufU model

Figure 5: Sausage plot for (A) template S. pyogenes SufU and (D) model E. faecalis
SufU proteins. The thickness presented is directly related to the flexibility in the area.
Loops are presented in gray, a-helices in red and (-strands in blue. Root Mean
Square Fluctuation (RMSF) analysis, as a function of both residue number and time
for (B) template S. pyogenes and (C) E. faecalis SufU proteins, presenting the four a-
helices (H), the three B-strands (S), and the GPR region [12].

Additionally, we can notice that those residues are circumventing the active
site residues, explaining that flexibility required for cluster formation is related to the
active site of the protein, and modifications established in these regions are essential

for enzyme activity [12].

4- Conclusion
A few years ago, analysis focused in protein and other biological compounds
aiming to clarify their structures and conformations, were limited to some techniques

restricted to static models. The advent of computational approach in biological
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systems gave atomic resolution about them and also was capable to improve the
accuracy on describing conformational ensemble in physiologic environment along
temporal dimension.

Computational analysis employed, provide a large amount of physical and
structural data. Analysis about them was generally calculated for the entire data set,
leading to an evaluation of an average behavior. Nevertheless, some slight structural
events occurring within trajectory were not detected.

With this purpose, here we demonstrated the use of new tool employed to
describe flexibilities and motions with time and residue resolution called tRMSF. This
approach can explain, with accuracy, movements not shown by common full
trajectory analysis, contributing to understand and interpret a global data obtained by
another methodology. Furthermore, we can use the tRMSF methodology to represent
the system in terms of their atoms, residues or selections to better demonstrate their
properties.

However, not only in RMSF we can apply 3D plot. Others analysis, can be
explained by constructing tridimensional graphics as ellipticity, previously showed. In
this sense, all tools describing conformational feature, time, residue and/or atom can
be used to construct 3D plot like tRMSF. Together, such analysis may provide, more
details in conformational behavior explaining panoramic structural motions details

with residue or atom resolution.
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5 Discussao Geral

5.1 Validagdo de simulagdes de DM

A modelagem molecular vem se mostrando através dos anos como uma
importante ferramenta no estudo do comportamento molecular em varios
sistemas biologicos (Hansson et. al., 2002). A determinacao de estruturas 3D de
biomoléculas por RMN e o refinamento de estruturas cristalograficas obtidas por
raios-X sao, também, areas que se beneficiam diretamente da modelagem
molecular, particularmente das simulacées de DM (Karplus et. al., 1990).

Em geral, a validacéo das predi¢cdes obtidas por simulacdes de DM reside,
principalmente, na comparacdo dos resultados gerados a propriedades
experimentais conhecidas (van Gunsteren et. al., 1990). Para tal, a confiabilidade
das predicbes em dinamica molecular depende, basicamente, de dois fatores: da
adequacao do campo de forga utilizado para o sistema em estudo e que a busca
do espaco conformacional realizada durante a simulacdo seja suficientemente
ampla para descrever as conformacdes relacionadas ao processo em estudo (van
Gunsteren et. al., 1992). Em outras palavras, a precisdo do método é julgada a
partir da observacdo ou constatacdo, nas simulacdes realizadas, de quao
precisas sao reproduzidas quantidades previamente conhecidas (Karplus et. al.,
1990).

Particularmente no caso dos estudos sobre a interacdo da trombina com
inibidores covalentes e alostéricos, as simulacdes realizadas foram capazes de
reproduzir dados experimentais disponiveis como: 1) no caso do sistema de inibi¢édo
da trombina pelo composto suramina, ficou demonstrado que esse composto de fato
mantém sua posi¢do e interacdo no exositio I, mesmo em face do rearranjo da
orientacdo do ligante em seu sitio de ligacdo; 2) ainda neste sistema, simulacdes
mimetizando o0 ambiente cristalino permitiram controlar este processo de
reorientacdo, sugerindo as bases para as diferengas estruturais da suramina
observadas entre os ambientes cristalino e aquoso; 3) no caso do sistema
envolvendo a interacdo trombina/PPACK, pbOde-se identificar que n&o houve
alteracdo no raio de giro da proteina e no enovelamento global da enzima induzida
pelo ligante e que 4) o aumento das ligacbes de hidrogénio intramoleculares

associado ao rearranjo das alcas proximas aos sitio catalitico em direcdo ao centro
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da proteina, contribuiram no entendimento dos motivos moleculares para o0 aumento

da termoresisténcia da trombina frente a ligagdo com o PPACK.

5.2 Estudo por DM do complexo trombina/suramina

Embora as propriedades inibitérias da suramina ja fossem conhecidas (Horne
et. al., 1988; Horne et. al., 1992), informagdes estruturais sobre como este processo
ocorre estavam ausentes até o presente trabalho. Vale destacar que o mesmo
constitui-se em um dos poucos trabalhos empregando uma combinacdo de
metodologias de cristalografia de raios-X e dinamica molecular com o objetivo de
obter informacdes adicionais sobre o processo de reconhecimento ligante-receptor
em meio biolégico.

A estratégia empregada envolveu o isolamento do complexo 1:1 entre trombina
e suramina do cristal, unidade essa que se espera que ocorra no plasma, como
ponto de partida para simulacbes de DM. Considerava-se, entdo, que a simulacéo
apresentaria uma manutencao global do complexo, com pequenas acomodacdes do
ligante e cadeias laterais da proteina ao solvente adicionado, além da descricao da
flexibilidade no sistema em meio aquoso. Contudo, em alguns nanosegundos a
suramina apresentou um processo de re-orientacdo. Dada a interacdo da suramina,
na unidade cristalina, com trés moléculas de trombina, justamente na regido onde
ocorria a re-orientacdo, postulou-se que a auséncia de tais forcas cristalograficas
nas simulacdes seria responsavel pela mudanca na interacdo da suramina com a
trombina. Isto foi avaliado através da construcdo de um sistema contendo as trés
moléculas de trombina que interagem com uma molécula de suramina na unidade
cristalina, em uma proposcéo de 3:1.

No rearranjo 1:1 a estrutura da suramina apresenta um pequeno grau de
compactacao, perdendo a sua conformacido “linear” vista no cristal enquanto
acomoda-se na fenda formada entre a a-hélice C-terminal (Arg233 a Glu247) e as
duas fitas-B opostas a ela (Leu85 a Arg93 e Argl01 a Lys110) na estrutura da
cadeia pesada da trombina. Neste processo, sado perdidas interacdbes com 0s
residuos Arg93, Asp243 e Glu247 enquanto novas interagdes se formam com os
residuos Lys87, Lys107, Lys236, Trp237 e Phe245 do exosito Il. Esse

comportamento induz um aumento na intensidade da energia de interacdo da
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suramina com a trombina em cerca de 300 kJ/mol, justificando a reorientacédo do
ligante durante as simulac¢des realizadas (Fig. 12).

Figura 12: Representacdo da mudanca conformacional da suramina sobre a
superficie do exositio Il da trombina vista em ambiente fisioldgico durante a DM.
Conforme ocorre a reorientacdo de sua estrutura, a suramina migra de sua
conformacao cristalogréfica (marrom) para a conformacao vista no final do tempo de

simulacéo (azul).

A observacdo desse comportamento demonstra que a parte da suramina que
interage com uma maior parte da superficie protéica permanece com sua
conformacdo quase idéntica ao cristal, enquanto que a outra extremidade mais
exposta ao solvente durante a simulacdo sofre esse processo de compactacao
sobre o exositio Il. Esse processo induz um aumento da interagdo da suramina com
a enzima, de maneira que seu perfil conformacional em meio fisiologico sofre
alteracdo quando comparado a sua conformacéo cristalogréfica.

Ao contrario do processo de reorientacdo visto logo no inicio da simulacdo no
sistema 1:1 indicado pelo elevado RMSD da suramina (4,3 + 0,6 A) com relacéo a
sua posicao inicial, sua conformacao apresentou um incremento da estabilidade em
relacdo ao seu inicio em todo o tempo de dindmica na proporcdo 3:1 (RMSD 2,5 +
0,4 A). De fato, durante a simulacéo desse Gltimo sistema pudemos evidenciar que a

suramina apresenta, nessas condicdes, interacdes com alcas proximas ao exositio |
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e também com regides proximas ao sitio ligador de Na® que, devido ao
empacotamento cristalino, apresentam-se proximas a suramina favorecendo a sua

estabilizacdo em tal orientacéo.

5.3 Estudo por DM do complexo trombina/PPACK

O uso do PPACK para promover a inibicdo irreversivel da trombina ¢ uma
pratica comum em estudos estruturais desta enzima, de maneira que esse composto
é encontrado em todos os cristais de oTh a fim de evitar eventos de autdlise durante
a cristalizagcdo. Embora esta interacdo aparentemente ndo promova alteracoes
maiores na estrutura e conformacao protéica, nao estavam disponiveis dados das
formas livre e ndo complexada da enzima para confirmar tal hipotese.
Adicionalmente, uma vez que o desenvolvimento de inibidores direitos de trombina
utiliza o PPACK como modelo estrutural de inibicdo da enzima (Srivastava et.al.,
2005; Banner, 2003), a obtencédo de informacfes adicionais sobre a dinamica de
inibicdo da trombina pode contribuir no desenvolvimento de novos candidatos a
protétipos de agentes antitrombaticos, via modulacdo da trombina.

Em solucdo, dados obtidos em colaboragdo com os professores Luis Mauricio
T. R. Lima e Robson Q. Monteiro da UFRJ, incluindo experimentos de dicroismo
circular e SAXS, reforcam a auséncia de influéncia conformacional do PPACK sobre
a trombina quando em solucdo aquosa. Contudo, experimentos de desnaturacao
como fungédo da temperatura indicaram um efeito do PPACK sobre propriedades
termodinamicas da enzima-alvo, principalmente um aumento na termoresisténcia da
proteina. Dada a auséncia de dados estruturais para a trombina livre, a DM
apresentou-se como um método promissor na obtencdo de informacBes adicionais
sobre este processo, em nivel atdbmico. Isto foi explorado através de simulagbes das
formas de trombina ligada e n&o ligada ao PPACK, na temperatura de 343K (70 °C),
faixa de temperatura representativa do efeito termo-estabilizador do PPACK sobre a
trombina.

Em acordo com os dados experimentais obtidos, as simulagfes realizadas
demonstram uma manutencdo da estrutura global da enzima. Contudo, algumas
diferencas foram observadas quanto a mobilidade de alcas, principalmente as
proximas ao sitio catalitico. Enquanto na forma livre as algas apresentam-se mais

flexiveis, a inibicdo da enzima pelo PPACK acarreta em um enrigecimento destas
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estruturas. Merece destaque as alcas Gly142 a Ser153, Gly184 a Alal90 e Glu217 a
Tyr225, proximas ao sitio catalitico, as quais demonstram as maiores diferencas de
flexibilidade como consequéncia da ligacdo ao PPACK, voltando-se e fechando-se
para o centro da estrutura protéica e, assim, reduzindo suas exposi¢des ao solvente.

Adicionalmente, as ligagbes de hidrogénio intramoleculares na trombina
aumentaram como consequéncia da complexacdao ao PPACK, tanto nas regides
envolvento as algcas supracitadas quanto por toda a estrutura da enzima. Este
processo ocorre juntamente a uma diminuicdo da energia de interacdo da proteina
com o solvente, embora a sua superficie acessivel ao ambiente fisioldgico e raio de

giro ndo tenham sofrido maiores alteracoes (Tab. 2).

Tabela 2: Raio de giro e superficie acessivel ao solvente (SAS) para ambos os

estados da trombina

Raio de Giro SAS
Trombina Livre 1,8 £ 0,014 nm 78,2 + 2,33 nm?
Trombina/PPACK 1,79 + 0,008 nm 77,8 £ 2,23 nm?

Tomados em conjunto, esses dados ajudam a explicar os motivos moleculares
para a termoresisténcia atribuida a trombina por meio da ligacdo com o PPACK,

elucidando os eventos moleculares que levam a inibicdo enzimatica por meio da

ligacéo irreversivel ao sitio catalitico.

5.4 Implicacbes para o desenvolvimento racional de novos agentes

anticoagulantes, baseados na inibicédo direta de trombina

A partir dos resultados obtidos, pode-se contextualizar a participagdo de
ferramentas de modelagem molecular, marcadamente a DM, no planejamento
racional de novos agentes anticoagulantes baseados na inibicado direta de trombina.
Nesse sentido, através das analises feitas pelas ferramentas de DM, conseguimos
obter informag@es adicionais sobre as forgas que governam a dindmica de inibigdo
da trombina pelo PPACK, bem como as bases estruturais que permitem a suramina
adotar a conformacao inibitoria sobre o exositio Il da trombina. Reunindo esses

conhecimentos na légica do desenvolvimento de novos agentes terapéuticos,
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representada na Figura 13, podemos inserir essas propriedades inibitorias no
seguinte contexto:

1) Selecdo de compostos estruturalmente promissores, tais como produtos
naturais analogos ou substratos naturais modificados;

2) Uma vez confirmada a trombina como provavel alvo molecular dos
compostos selecionados, segue-se ao estudo computacional dos compostos, tanto
em suas formas isoladas, quanto em complexo com a enzima. Esta etapa
possibilitara tanto a identificacdo das interacdes intermoleculares envolvidas no
complexo, quanto a avaliacdo da capacidade de cada composto em induzir
modificagdes conformacionais ou na dindmica estrutural, a luz dos dados
previamente obtidos para o complexo trombina/suramina e trombina/PPACK, além
de inferir contribuintes entropicos para o processo e da pré-existéncia, em solucao,
da conformacao potencialmente bioativa;

3) Planejamento racional de novos derivados sintéticos, baseado na estrutura
do complexo com compostos protétipos, de forma a potencializar as interacées dos
mesmos com a trombina;

4) Sintese dos derivados propostos;

5) Avaliagdo das propriedades anticoagulantes e antitromboticas dos derivados
propostos. Neste momento, o ciclo pode ser reiniciado inUmeras vezes, até que seja
obtido um ou mais compostos/padrbes moleculares com propriedades

anticoagulantes satisfatérias.
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Conceito biolégico

v

Substratos fisiologicos Produtos
da trombina naturais
cristalografia ‘ .
de proteinas, b'izglzalizzs Composto lider
modelagem Sintass
molecular
\ Planejamento /
de séries de
compostos

Figura 13: Esquema representando um processo de desenvolvimento de novos
compostos bioativos, envolvendo a participacdo de métodos de modelagem

molecular, em especial a DM.
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6 Conclusdes

A partir dos objetivos tracados, o presente trabalho permitiu:

» Re-interpretacdo da orientacdo cristalografica da suramina, reduzindo
sua exposicdo ao solvente, conforme orientacdo cristalografica, e
aumentando sua interagcdo com a enzima-alvo;

» Analise quantitativa da contribuicdo dos residuos de aminoacidos mais
importantes para a energia de interagao trombina/suramina;

» Elucidacdo dos determinantes estruturais para a termoresisténcia da
trombina induzida pelo PPACK;

» Construcdo de uma metodologia aplicavel ao estudo de flexibilidade de
proteinas capaz de mapear eventos conformacionais como funcao do

tempo e dos residuos de aminoacidos.

Globalmente, os resultados obtidos confirmam o potencial de ferramentas de
modelagem molecular no estudo de sistemas biolégicos, conectando e expandindo,

ao nivel atbmico, informacdes previamente obtidas por métodos experimentais.
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7 Perspectivas

Considerando-se os procedimentos de simulagédo propostos e validados no
presente trabalho, assim como as informacdes obtidas acerca da trombina e de sua
estrutura, as seguintes perspectivas podem ser tracadas:

» Inicio de um projeto de planejamento racional de novos agentes
anticoagulantes sintéticos, relacionados ou ndo com o0s substratos
naturais da trombina, mas capazes de inibi-la;

» Considerando-se que a trombina € uma glicoproteina, avaliar o efeito da
glicosilacdo na dindmica da proteina e na formacdo de complexos

trombina/moduladores.
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8 Glossario®

Arquivo PDB: um arquivo PDB (do inglés Protein Data Bank, Banco de Dados de

Proteinas) € um arquivo ASCII (do inglés American Symbolic Code for Information
Interexchange = text, Codigo Simbolico Americano para Troca de Informacgéo) usado
para armazenar as coordenadas atbmicas de uma molécula, geralmente uma
proteina ou acido nucléico (veja PDB).

Calculos ab initio: Calculos ab initio sdo céalculos mecanico-quanticos que usam

equacdes exatas, sem aproximacdes, que envolvem a populacao eletronica total da

molécula.

Métodos mecanico-quanticos ab initio (sinbnimo com métodos mecanico-quanticos nao

empiricos): métodos de céalculos mecéanico-quanticos independentes de qualquer
experimento que ndo seja a determinacao de constantes fundamentais. Os métodos sédo
baseados no uso da equacdo de Schrodinger completa para tratar todos os elétrons de
um sistema quimico. Na préatica, aproximac¢des sao necessarias para restringir a

complexidade da fungdo de onda eletrénica e tornar seu calculo possivel.

Célculos Mecanico-quanticos: Calculos mecanico-quanticos sédo calculos de

propriedades moleculares baseados na equacdo de Schrodinger que levam em
conta as interacdes entre os elétrons em uma molécula.

Campo de Forca: € um conjunto de fungcbes e parametrizacdes usadas em calculos

de mecanica molecular. Estas fungbes definem as energias de estiramento de
ligacdo e de distor¢do de angulo de ligacéo (tanto de valéncia quanto diedro) de uma
molécula, quando comparadas com a sua conformacdo ndo tensionada (aquela
caracterizada pelos valores padrbes de comprimentos e de angulos de ligagéo).
Alguns campos de forca podem conter termos de interacdo entre atomos nao
ligados, de efeitos eletrostaticos, de ligacdo de hidrogénio e de outros efeitos
estruturais.

Campo_e Potencial Eletrostaticos: O campo e o potencial eletrostaticos séo

propriedades de uma molécula que surgem da interacdo entre uma sonda
carregada, tal como uma carga pontual unitaria positiva representando um préton, e
a molécula alvo. Este campo e o potencial sdo usados em estudos de relagbes
quantitativas estrutura-atividade tridimensionais (3D-QSAR) e para comparar ou

estimar a semelhanca de um conjunto de moléculas.

® Definigdes obtidas: de Sant’Anna, 2002 e van der Spoel et. al., 2005.
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Dindmica Molecular: € um procedimento de simulagdo que consiste na computacdo

do movimento dos 4tomos em uma molécula ou de dtomos individuais ou moléculas
em solidos, liquidos e gases, de acordo com as leis de movimento de Newton. As
forcas que agem nos atomos, necessarias para simular seus movimentos, s&o
calculadas usando campos de for¢ca de mecanica molecular.

Mecéanica Molecular: é o célculo das caracteristicas geométricas e de energia de

entidades moleculares baseado em funcdes de potencial empiricas, cuja forma é
tomada da mecanica classica. O método pressupde que as funcdes de potencial
possam ser transferidas dentro de um conjunto de moléculas semelhantes. Uma
suposicaéo € feita sobre os comprimentos e angulos “naturais” de ligagdo, cujos
desvios resultam em tensao de ligacao e tensdo angular, respectivamente. As forcas
de Van der Waals e eletrostaticas também séo levadas em conta.

Minimizacdo de Energia: € um procedimento matematico para localizar as

conformacdes estaveis (minimos de energia) de uma molécula, determinadas por
calculos de mecanica molecular ou mecanico-quanticos.

Modelagem Molecular: é a investigacdo das estruturas e das propriedades

moleculares usando a quimica computacional e as técnicas de visualizacdo gréfica
visando fornecer uma representacdo tridimensional, sob um conjunto de
circunstancias.

Protein_Data Bank (PDB): é um banco de dados de proteinas mantido no

Laboratdrio Nacional Brookhaven, Upton, New York, que contém estruturas de raios-
X de dezenas de milhares de proteinas.

Planejamento _de Farmacos: inclui ndo somente o planejamento do ligante, mas

também a farmacocinética e a toxidez, que estdo na maior parte das vezes além das
possibilidades do planejamento auxiliado pela estrutura ou por computador. O termo
planejamento de farmacos € mais freqientemente usado do que o termo correto
“Planejamento de Ligantes”.

Planejamento de Ligantes: € o planejamento de ligantes que usa informacgfes

estruturais sobre o alvo ao qual os ligantes devem se ligar, freqlientemente tentando
maximizar a energia de interacgao.

Planejamento Baseado em Estrutura (Structure-Based Design): é uma estratégia

para novas entidades quimicas baseadas na estrutura tridimensional (3D) de um
alvo obtido de estudos de raios-X ou de ressonancia magnética nuclear ou de

modelos de homologia de proteinas.
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Quimica Computacional: é uma disciplina que usa métodos matematicos para o

calculo de propriedades moleculares e para a simulacdo do comportamento
molecular. Também inclui, por exemplo, o planejamento de sinteses, a pesquisa de
bancos de dados e a manipulagcéo de bibliotecas combinatoriais.

Receptor: € uma proteina ou um complexo de proteinas localizado no interior ou na
superficie de uma célula, que reconhece especificamente e interage com um
composto que atua como um mensageiro molecular (neurotransmissor, horménio,
farmaco, etc). Em um sentido mais amplo, o termo receptor é freqientemente usado
como sinbnimo para qualquer sitio especifico de ligacdo de farmacos (em oposi¢éao
a nao especifico, como a ligacédo as proteinas do plasma), também incluindo acidos
nucléicos, tais como o DNA.

Termos de Energia Ndo-Ligados: sédo funcbes de energia potencial que descrevem

interacdes de Van der Waals, eletrostaticas e de ligacao hidrogénio em um campo
de forga.

Topologia Molecular: topologia molecular € a descricdo do modo pelo qual os

atomos estdo ligados em uma molécula. Em diversos programas de dinamica
molecular constitui-se em um arquivo que descreve em quais atomos ou
combinacdes de atomos as diversas contribuicdes de um campo de forcga irdo atuar.
Apresenta atributos constantes para cada atomo, como quais atomos existem em
uma molécula, as caracteristicas destes atomos (e.g. um oxigénio carbonilico é
diferente de um oxigénio em um grupamento éter ou hidroxila), como cargas
atomicas, termos ligados e ndo-ligados.

Arquivo _.mdp: contém todas as informacdes e parametros necessarios para a

realizacdo de uma DM no pacote GROMACS. Nesse arquivo sdo definidos os
parametros de temperatura, acoplamento de pressdo, passos de integracao,
tratamento eletrostatico, grupos de energia e uma série de outras informacgdes que

ditam como o sistema se comportara durante a simulagao.
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10 Anexos

Durante a realizacdo desta dissertacdo, o assunto em que vinha trabalhando
durante meu periodo de iniciacdo cientifica, o qual também foi tema do meu trabalho
de conclusdo de curso, foi publicado num periddico de circulacdo internacional
(anexo I). Além disso, tive a oportunidade de realizar colaboragbes com 0s grupos
do Prof. Fabio Klamt (Laboratorio de Extresse Oxidativo, Departamento de
Bioquimica — UFRGS) e Prof. Vanderlan Bolzani (Instituto de Quimica de Araraguara
— UNESP), além de estar participando da co-orientagdo do aluno de iniciacao
cientifica Hernando Salles Rosa, Faculdade de Farmécia - UFRGS. Destas
colaboragfes surgiram alguns trabalhos que seréo listados abaixo. Também estdo
incluidos os arquivos .mdp (molecular dynamics parameters) utilizados na realizacédo
dos trabalhos apresentados nessa dissertacdo e as topologias empregadas para

definir as ligagOes entre trombina e PPACK.
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10.1 Anexo |

FEBS Lett., 2008, (582), 3619-3624.

Characterization of the papillomavirus alE2 peptide unfolded to

folded transition upon DNA binding

Guilherme Menegon Giesel, Luis Mauricio T.R. Lima, Joana Faber-Barata,
Jorge Almeida Guimaraes, Hugo Verli

RESUMO

Transcriptional regulation depends on sequencespecific binding of regulatory
proteins to their responsive elements in viral DNA. The papillomavirus E2 protein
binds to DNA through the consensus sequence ACCG-NNNN-CGGT, activating or
inhibiting viral replication. Through molecular dynamics simulations we were able to
characterize the role of the DNA molecule on E2 binding region (named alE2)
conformation, acquiring structural insights for previous works suggesting an unfolded
to folded transition upon alE2 complexation to DNA. Moreover, the results indicate

sites to guide the design of alE2 synthetic derivatives to inhibit the HPV infection.

10.2 Anexo Il

In preparation

Cofilin Oxidation Induces Conformational Changes and

Decreases Actin Polymerization in vitro

Juliane Borba Minotto, Marco Antbnio Debastiani, Alfeu Zanotto Filho, Guilherme

Menegon Giesel, José Claudio Fonseca Moreira, Hugo Verli, Fabio Klamt
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10.3 Anexo Il

In preparation

Jatrophidin I, a new cyclic peptide from brazilian Jatropha
curcas L.: Isolation, characterization, synthesis, conformational

studies and biological activity

Wanessa Fernanda Altei, Douglas Gatte Picchi, Eduardo Maffud Cilli, Guilherme
Menegon Giesel, Hugo Verli, Vanderlan da Silva Bolzani

RESUMO

Previously we have isolated cyclic peptides from the latex of Jatropha genus
species (Euphorbiaceae). Continuing the quest to find new peptides, we studied
the latex of Jatropha curcas L. through extraction with ethyl acetate, and posterior
fractionation in Sephadex G-15 column. After this protocol, peptidic fractions,
detected by Cl,/o-tolidine reagent, were purified by RP- HPLC resulting in two
different peptides. The structural elucidation by mass spectroscopy and 1D/2D
NMR showed the known cyclic peptide Pohlianin A, and one new cyclic peptide,
that has been named "Jatrophidin 1" (GWLNLLGP). This octapeptide was
synthethized using Fmoc strategy. NMR studies in DMSOgys revealed “cis/trans”
conformations of Proline amide bond, and, to provide additional information to this
equilibrium, studies of Molecular Dynamics/Simulated Annealing (MD/SA)
simulations were realized considering the peptide with Proline in cis and trans
orientations, resulting in two representations for the cyclic chain. Additionally, 2D
NMR experiments of "Jatrophidin I" using different solvents and temperatures
were obtained in order to visualize conformational changes in variable conditions.
These data showed that the mainly conformation to this new peptide was found
with Pro in cis configuration. Biological studies showed that the new peptide has
week antifungal effect against Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis and
Cryptococcus neoformans. New studies about antioxidant and antimalarial

activities have been evaluated.
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10.4 Arquivos .mdp

Os arquivos .mdp aqui representados estdo descritos de forma genérica.
Cada sistema possui grupos de moléculas caracteristicas que deverdo ser
descritas nesses arquivos para permitir o acoplamento de presséo e temperatura

a fim de realizar a simulagéo (veja manual para mais detalhes®).

» Arquivo .mdp para minimizagcdo usando o algoritmo Steepest
Descents
Este € um arquivo padrdo de minimizacdo. Pode ser usado em qualquer

sistema sem a necessidade de alteragdes.

title = Yo
cpp = /lib/cpp
define = -DFLEX SPC
constraints = none
integrator = steep
emtol = 1
emstep = 0.001
nsteps = 10000
nstcomm = 1
nstxout = 100
nstvout = 100
nstfout = 0
nstlog = 100
nstenerqgy = 100
nstlist = 10
ns_type = grid
coulombtype = PME
rlist = 0.9
rcoulomb = 0.9
rvdw = 0.9
pme order = 4

; Berendsen temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = no

; Isotropic pressure coupling is now on

Pcoupl = no

® http://manual.gromacs.org/current/online/mdp_opt.html



» Arquivo .mdp da primeira etapa de termalizagcao (term_a)

title

cpp

define
constraints
integrator
tinit

dt

nsteps
nstcomm
nstxout
nstxtcout
xtc _precision
nstvout
nstfout
nstlog
nstenergy
nstlist
ns_type
coulombtype
rlist
rcoulomb
rvdw
fourierspacing
optimize fft
pme order

MD term a
/1ib/cpp
-DFLEXIBLE
all-bonds
md

0.0

0.002 ; ps !
500 ; total 1 ps ;0ps-lps;.
1

200

0

1000

200

0

500

200

10

grid

PME

0.9

0.9

0.9

0.12

yes

4

le-5

; Berendsen temperature coupling is on in four groups

ewald rtol

Tcoupl

tc-grps

sistema servindo de
tau t

ref t

; Energy monitoring
energygrps

berendsen

Protein SOL ; Definir aqui as moléculas do

padrdo para os outros arquivos .mdp

0.1 0.1
10 10

Protein SOL ; Definir aqui as moléculas do

sistema da mesma maneira que no tc-grps
; Isotropic pressure coupling is now on

Pcoupl berendsen
Pcoupltype = 1isotropic
tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

; Generate velocites is off at 50 K.
gen vel yes

gen temp = 10.0

gen_ seed = 173529

92



» Arquivo .mdp da segunda etapa de termalizacao (term_b)
title = MD term b
cpp = /lib/cpp
define = -DFLEXIBLE
constraints = all-bonds
integrator = md
tinit = 1.0
dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 4500 ; total 9 ps.;lps-10ps;
nstcomm = 1
nstxout = 200
nstvout = 200
nstfout = 0
nstlog = 500
nstenergy = 200
nstlist = 10
ns type = grid
coulombtype = PME
rlist = 0.9
rcoulomb = 0.9
rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
optimize fft = yes
pme order = 4
ewald rtol = 1le-5
; Berendsen temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = Dberendsen
tc-grps = Protein SOL
tau t = 0.1 0.1
ref t = 50 50
; Energy monitoring
energygrps = Protein SOL
; Isotropic pressure coupling is now on
Pcoupl berendsen
Pcoupltype = isotropic
tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5
ref p 1.0
; Generate velocites is off at 50 K.
gen vel no
gen temp = 50.0
gen_seed = 173529
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» Arquivo .mdp da terceira etapa de termalizag&o (term_c)

title = MD term c

cpp = /lib/cpp

define = -DFLEXIBLE
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 10.0

dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 2500 ; total 5 ps.;10-15ps;
nstcomm = 1

nstxout = 200

nstvout = 200

nstfout = 0

nstlog = 500

nstenergy = 200

nstlist = 10

ns type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9

rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12

optimize fft = yes

pme order = 4

ewald rtol = 1le-5

; Berendsen temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = Dberendsen
tc-grps = Protein SOL
tau t = 0.1 0.1

ref t = 100 100

; Energy monitoring

energygrps = Protein SOL

; Isotropic pressure coupling is now on
Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic

tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

; Generate velocites is off at 100 K.
gen vel = no

gen_ temp = 100.0

gen_seed 173529
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» Arquivo .mdp da quarta etapa de termalizacao (term_d)

title = MD term d

cpp = /lib/cpp

define = -DFLEXIBLE
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 15.0

dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 2500 ; total 5 ps.;15ps-20ps;
nstcomm = 1

nstxout = 200

nstvout = 200

nstfout = 0

nstlog = 500

nstenergy = 200

nstlist = 10

ns type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9

rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12

optimize fft = yes

pme order = 4

ewald rtol = 1le-5

; Berendsen temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = Dberendsen
tc-grps = Protein SOL

tau t = 0.1 0.1

ref t = 150 150

; Energy monitoring

energygrps = Protein SOL

; Isotropic pressure coupling is now on
Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic

tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

; Generate velocites is off at 150 K.
gen vel = no

gen_ temp = 150.0

gen_seed 173529



» Arquivo .mdp da quinta etapa de termalizacao (term_e)

title = MD term e

cpp = /lib/cpp

define = -DFLEXIBLE
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 20.0

dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 2500 ; total 5 ps ;20ps-25ps;.
nstcomm = 1

nstxout = 200

nstvout = 200

nstfout = 0

nstlog = 500

nstenergy = 200

nstlist = 10

ns type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9

rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12

optimize fft = yes

pme order = 4

ewald rtol = 1le-5

; Berendsen temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = Dberendsen
tc-grps = Protein SOL

tau t = 0.1 0.1

ref t = 200 200

; Energy monitoring

energygrps = Protein SOL

; Isotropic pressure coupling is now on
Pcoupl = berendsen
Pcoupltype = isotropic

tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

; Generate velocites is off at 200 K.
gen vel = no

gen temp = 200.0

gen_seed 173529



» Arquivo .mdp da sexta etapa de termalizacao (term_f)

title = MD term f

cpp = /lib/cpp

define = -DFLEXIBLE
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 25.0

dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 2500 ; total 5 ps.;25ps-30ps;
nstcomm = 1

nstxout = 200

nstvout = 200

nstfout = 0

nstlog = 500

nstenergy = 200

nstlist = 10

ns type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9

rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12

optimize fft = yes

pme order = 4

ewald rtol = 1le-5

; Berendsen temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = Dberendsen
tc-grps = Protein SOL
tau t = 0.1 0.1

ref t = 250 250

; Energy monitoring

energygrps = Protein SOL

; Isotropic pressure coupling is now on
Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic

tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

; Generate velocites is off at 250 K.
gen vel = no

gen_ temp = 250.0

gen_seed 173529



» Arquivo .mdp de dindmica utilizando temperatura constante

title = MD full 2ns
cpp = /lib/cpp
define = -DFLEXIBLE
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 30.0

dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 985000 ; total 30ps-2000ps
nstcomm = 1

nstxout = 200

nstvout = 200

nstfout = 0

nstlog = 500

nstenergy = 200

nstlist = 10

ns type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9

rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12

optimize fft = yes

pme order = 4

ewald rtol = 1le-5

; Berendsen temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = Dberendsen
tc-grps = Protein SOL
tau t = 0.1 0.1

ref t = 310 310

; Energy monitoring

energygrps = Protein SOL

; Isotropic pressure coupling is now on
Pcoupl berendsen
Pcoupltype = isotropic

tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p 1.0

; Generate velocites is off at 310 K.
gen vel no

gen_ temp 310.0
gen_seed = 173529
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10.5 Topologias utilizadas no sistema trombina/PPACK

Abaixo estéo listados os parametros utilizados no sistema onde a trombina
estd complexada ao PPACK. Para esse fim, alteramos os residuos envolvidos
nessa ligacdo utilizando as topologias dos residuos originais do campo de forca
GROMOS96 43al como referéncia.

» Aminoacidos modificados incluidos no arquivo ffG43al.rtp
+ Histidina modificada para ligacdo ao PPACK

[ HIP ] -C N H ga 31
[ atoms ] H N CA ga_ 17
N N -0.29000 0 -C N CA ga 30

H H 0.27000 0 N CA C ga 12

CA CH1 0.00000 1 CA C +N ga 18

CB CH2 0.00000 1 CA C O ga 29

CG C -0.10000 2 0 C +N ga 32
ND1 NR 0.38000 2 N CA CB ga 12
HD1 H 0.30000 2 C CA CB ga 12
CD2 CR1 0.00000 2 CA CB CG ga 14
CE1l CR1 -0.30000 2 CB CG ND1 ga 36
NE2 NR 0.30000 2 CB CG CD2 ga 36
CE2 CH2 0.00000 2 ND1 CG CD2 ga 6

C C 0.380 3 CG ND1 HD1 ga 35
O O -0.380 3 CG ND1 CE1l ga 6
[ bonds ] HD1 ND1 CE1l ga 35
N H gb 2 CG CD2  NE2 ga_ 6
N CA gb 20 ND1 CE1 NE2 ga_ 6
CA C gb 26 CD2 NE2 CEL ga_ 6
C o} gb 4 CD2 NE2 CE2 ga 19
c +N gb 9 CEl NE2 CEZ2 ga 19

CA CB gb 26 [ impropers ]

CB CG gb 26 ;ai aj ak al gr type

CG  ND1 gb 9 N -C CA H gi 1

CG CD2 gb 9 C CA +N O gi 1
ND1  HD1 gb 2 CA N C CB gi 2
ND1  CEl gb 9 CG ND1  CD2 CB gi 1
CD2 NE2 gb 9 CD2 CG ND1 CE1l gi 1
CE1l NE2 gb_9 ND1 CG CD2 NE2 gi_l
NE2  CE2 gb 16 CG ND1 CEl  NE2 gi 1
[ exclusions ] CG CD2 NE2 CELl gi 1

;ooai aj CD2 NE2 CEl ND1 gi 1

CB HD1 ND1 CG CE1 HD1 gi_l

CB CE1l NE2 CD2 CE1l CEZ2 gi_l

CB NE2 [ dihedrals ]

CG CE2 ;ai aj ak al gr type
ND1  CE2 -CA -C N CA gd 4
HD1 CD2 -C N CA C gd 19
HD1 NE2 N CA C +N gd 20
[ angles ] N CA CB CG gd 17

;ai aj ak gr_ type CA CB CG ND1 gd 20



+ Serina modificada para ligacdo ao PPACK

[ SEP ]
[ atoms ]
N N -0.28000 0
H H 0.28000 0
CA CH1 0.00000 1
CB CH2 0.10000 2
oG OA -0.55000 2
C C 0.380 3
0 O -0.380 3
[ bonds ]
N H gb 2
N CA gb 20
CA C gb 26
C @) gb 4
c +N gb 9
CA CB gb 26
CB 0G gb 17
[ angles ]
;  ai aj ak gr type
-C N H ga 31
H N CA ga_ 17
-C N CA ga 30
N CA C ga 12
CA C +N ga 18
CA c o) ga 29
@) c +N ga_ 32
N CA CB ga 12
c CA CB ga 12
CA CB 0G ga 12
[ impropers ]
; ai aj ak al gr_ type
N -C CA H gi 1
C CA +N 0 gi 1
CA N C CB gi 2
[ dihedrals ]
; ai aj ak al gr type
-CA -C N CA gd 4
-C N CA C gd 19
N CA C +N gd 20

N CA CB 0G gd 17



[ ARP ]

[ atoms ]
N N
H H
CA CH1
CB CH2
CG CH2
CD CH2
NE NE
HE H
CZ C
NH1 NZ
HH11 H
HH12 H
NH2 NZ
HH21 H
HH22 H
C C
OP OA
HP H

[ bonds ]
N H
N CA
CA C
C OoP
OP HP
CA CB
CB CG
CG CD
CD NE
NE HE
NE Cz
Cz NH1
Cz NH2
NH1 HHI11
NH1 HH12
NH2 HH21
NH2 HH22
[ angles ]
;o ai aj
-C N
H N

100

% Arginina modificada do PPACK para ligacdo a serina e

histidina

.28000
.28000
.00000
.00000
.00000
.09000
.12000
.20000
.30000
.32000
.20000
.20000
.30000
.20000
.20000

0.380
-0.380
0.24000

ohoNeolNoNoNoNolNolololelNolNolNolNo)

gb 2
gb 20
gb 26
gb 12
gb 1
gb 26
gb 26
gb 26
gb 20
gb 2
gb 10
gb 10
gb 10
gb 2
gb 2
gb 2
gb 2

ak gr_type
H ga 31
CA ga 17

W WWMNMNDNNMNNDNNDNNDNDNNDNNDNRERERRPR OO

’

.
14

-C N
N CA
CA C
C OoP

N CA

C CA
CA CB
CB CG
CG CD
CD NE
HE NE
CD NE
NE CZz
NE CZz
NH1 CZz
CZ NH1
CZ NH1
HH11 NH1
CZ NH2
CZ NH2
HH21 NH2
[ impropers
ai aj
N -C
CA N
NE CD
CZ NH1
NH1 HHI11
NH2 HH21
[ dihedrals
ai aj
-CA -C
-C N
N CA
CA C
N CA
CA CB
CB CG
CG CD
CD NE
NE CZz
NE CZz

CA

OP
HP
CB
CB
CG
CD
NE
HE
Cz
Cz
NH1
NH2
NH2
HH11
HH12
HH12
HH21
HH22
HH22
]
ak
CA
C
Cz
NH2
HH12
HH22
]
ak
N
CA
C
oP
CB
CG
CD
NE
Cz
NH1
NH2

ga 30
ga 12
ga 12
ga 11
ga 12
ga 12
ga_ 14
ga_ 14
ga 12
ga 19
ga 22
ga 32
ga 27
ga 27
ga 27
ga 22
ga 22
ga 23
ga 22
ga 22
ga 23

al gr_type

H
CB
HE
NE
CZ
CZ

gi 1
gi 2
gi 1
gi 1
gi 1
gi 1l

al gr type

CA

C

OoP
HP
CG
CD
NE
CZ
NH1
HH11
HH21

gd 4
gd 19
gd 20
gd 12
gd 17
gd 17
gd 17
gd 19
gd 4
gd 4
gd 4



» Aminoacidos modificados incluidos no arquivo ffG43al.hdb

HIP 2

1 1 H N -C CA
1 1 HD1 ND1 CG CEl
SEP 1

1 1 H N -C CA
ARP 5

1 1 H N -C CA
1 1 HE NE CD Cz
2 3 HH1 NHI1 CZ NE
2 3 HH2  NH2 CZ NE
1 1 HP OP C CA

» Parametros de ligacédo incluidos no arquivo specbond.dat

HIP CE2 1 ARP C 1 1.5 HIP ARP
SEP OP 1 ARP C 1 1.5 SEP ARP

» Parametros incluidos no arquivo aminoacids.dat

HIP
SEP
ARP

» Parametros que devem ser incluidos manualmente no arquivo .top

101

O conjunto de parametros de ligacdes, angulos e diedros listados no

esquema abaixo definem a topologia do complexo tetraédrico entre trombina e

PPACK formado pelos residuos supracitados. Alguns deles o GROMACS

automaticamente inclui no arquivo .top faltando apenas definir os parametros

correspondentes, mas mesmo com essa facilidade, o arquivo deve ser conferido

manualmente para garantir que todas as definicdes estdo incluidas.



[ bonds ]
CE2 C

oG C

[ angles
OoP C

CE2 C

oG C

CE2 C

CE2 C

NE2 CE2

C oG

[ dihedrals
NE2 CE2
NE2 CE2
CB oG

CB oG

[ impropers
C OP

C OP

gb_
gb_

C
C
C
C

]
CA
CA

Topologia ligacéo
PPACK/Ser195/His57
R4 R4

~N .
N NE2

CE2 CH2 R1

HO IC C|A R2

O OG

CH2 CB

R3
R1: cadeia lateral Arg3 PPACK
R2: estrutura PPACK restante

R3: estrutura Ser195 restante
R4: estrutura His57 restante

26
17

ga 8
ga 12
ga 14
ga 7
ga 12
ga_ 8
ga 11

CA gd 1
op gd 1
op gd 12
CA gd 12

CEZ2 gi 2
0G gi 2
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