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RESUMO

A penicilina é considerada o primeiro antibidtico desenvolvido para o tratamento de infecces
no organismo humano. Desde entdo, a humanidade tem se beneficiado dessa descoberta,
concomitante a isso, micro-organismos vem desenvolvendo resisténcia a antibioticos podendo
causar ineficacia dos tratamentos com os farmacos convencionais, sendo considerado esse
fato um problema de saude publica a nivel global. O desenvolvimento de um novo farmaco
em todas suas etapas demora aproximadamente 10 anos e despende gastos financeiros. Um
dos métodos utilizados para possibilitar o encurtamento desse desenvolvimento é o desenho
racional de farmacos (RDD). O RDD possibilita a realizagdo de experimentos in silico cada
vez mais proximos dos reais. Nesses experimentos as interagcGes entre uma proteina (ou
receptor alvo) e possiveis candidatos a inibidores sdo analisadas num processo conhecido
como docagem molecular. A fim de aproximar esses experimentos da realidade existem
inimeras tentativas de incorporar a flexibilidade dos receptores-alvo. Esta flexibilidade é
geralmente obtida através de simulacoes por Dindmica Molecular (DM). Dentre 0s muitos
alvos importantes de serem investigados atualmente, considera-se relevante o estudo das
bombas de efluxo. As bombas de efluxo séo proteinas presentes na célula bacteriana que sao
responsaveis pelo transporte ativo de compostos capturados na entrada da membrana para o
exterior das células. Nesse contexto, esse trabalho tem por objetivo executar uma simulacéo
por DM da proteina AcrB para entender sua flexibilidade e regibes de maior mudanga
conformacional. Foi executada uma simulagdo por DM de 50ns da proteina AcrB utilizando a
ferramenta GROMACS. Em seguida foram executados experimentos de agrupamento de
estruturas com os algoritmos Gromos, Jarvis Patrick e Single Linkage disponiveis no
GROMACS. A validacdo da simulacdo por DM e dos experimentos de agrupamento foi
realizada a partir de resultados obtidos com o0s experimentos de docagem molecular. As
simulacdes incluiram a flexibilidade do receptor com um inibidor ja conhecido para a bomba
de efluxo. Foram executados experimentos de docagem molecular com estruturas da DM com
intervalos de 50 em 50ps, 20 em 20ps e 10 em 10ps, e das conformacdes centrais obtidas de
diferentes configuragdes dos algoritmos de agrupamento. O software de docagem molecular
escolhido foi o AutoDockVina. A energia livre de ligacdo (FEB) foi avaliada para cada
experimento executado. O programa LigPlot foi aplicado para as analises de interacGes
receptor-ligante. Os resultados mostram a importancia de se considerar a flexibilidade da
AcrB, uma vez que a variacdo da FEB e dos contatos receptor-ligante, que incorporem a
flexibilidade, é essencial na busca de novos farmacos para esse alvo. Além disso, 0s
agrupamentos obtidos mostram que essa € uma técnica que pode ser utilizada para a reducgéo
das estruturas a serem consideradas em docagem molecular com modelo de receptor flexivel.



ABSTRACT

Penicillin is considered the first antibiotic developed for the treatment of infections in the
human organism. Humankind has benefited since the early days of the penicillin discovery.
Unfortunately micro-organisms have been developing antibiotic resistance which in turn may
result in treatment inefficacy. This fact can be considered a public health issue at a global
level. All the development stages of a new drug takes approximately 10 years and has huge
financial costs. One of the methods that try to shorten the time and money consumed in the
development of a new drug is the rational drug design (RDD). RDD enables the realization of
experiments in silico very similar to the real ones. In these experiments the interactions
among a protein (or target-receptor) and potential inhibitor candidates are analysed in a
process named docking. In order to approximate these experiments of the reality there are
various attempts of incorporating the flexibility of the target-receptors. This flexibility is
usually obtained through Molecular Dynamics (MD) simulation. Nowadays, among many
important targets to be investigated, the efflux pump is very interesting. This is because the
efflux pump are proteins present in bacterial cell which are responsible by actively
transporting compounds from the cell membrane entrance to the cell exterior. Taking in
account all these characteristics the main aim of this work is to execute a MD simulation of
the AcrB protein to understand its flexibility and regions of major conformational changes.
Hence, a 50 ns MD simulation of AcrB protein was performed using GROMACS. After,
structure clustering experiments were conducted with the algorithms Gromos, Jarvis Patrick
and Single Linkage all available in GROMACS. Validation of MD simulations and clustering
was performed using the results obtained in docking simulations. These simulations have
included the flexibility of a receptor with a known efflux pump inhibitor. Molecular docking
was performed using structures from MD with intervals 50 ps, 20 ps and 10 ps and also with
central conformations obtained with the different clustering algorithms. For docking
experiments AutoDockVina was chosen. Free Energy of Binding was evaluated in each
experiment realized. LigPlot software was applied for the analysis of receptor-ligand. Results
showing FEB variation reveals the importance of considering AcrB flexibility which allows
for new receptor-ligand contacts. Moreover, obtained clusters show that this method can be
used to the reduction of structures to be considered in molecular docking experiments with
flexible receptor model.
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1. INTRODUCAO

A penicilina é considerada o primeiro antibidtico desenvolvido para o tratamento de
infeccBes no organismo humano. Desde entdo, a humanidade tem se beneficiado dessa
descoberta em usos terapéuticos. Concomitantes a iSSo micro-organismos vém desenvolvendo
resisténcia a antibioticos (NIKAIDO, 2009; HANDZLIK; MATYS; KONONOWICZ, 2013)
podendo causar ineficacia dos tratamentos com os farmacos convencionais, sendo
considerado esse fato um problema de saude publica em nivel global (CARS; NORDBERG,
2005).

O efluxo de compostos para 0 meio exterior da célula € um mecanismos envolvido na
resisténcia bacteriana ao tratamento com antibidticos. Portanto, dentre os muitos alvos
importantes de serem investigados atualmente, considera-se relevante o estudo das bombas de
efluxo. As bombas de efluxo sdo proteinas de membrana (RODRIGUES et al., 2013)
presentes na célula bacteriana (PIDDOCK, 2006) que tem como caracteristica o transporte
ativo de compostos para o exterior das células (TAKATSUKA;NIKAIDO, 2006;
RODRIGUES et al.,, 2013). As bombas de efluxo podem atuar na manutencdo de
concentracdes de soluto intracelular, efluxo de substancias toxicas do metabolismo ou
transporte de aminoacidos e nucleotideos (MOREIRA et. al, 2004).

De forma a contribuir para a busca de novos inibidores e o entendimentos sobre a
flexibilidade da Acriflavine resistance protein B (AcrB), uma proteina relacionada ao
mecanismo de efluxo, este trabalho tem como objetivo estudar o comportamento dessa
proteina através da execucdo de uma simulacdo por dindmica molécula (DM) e estudos de
docagem molecular, para entender sua flexibilidade e regibes de maior mudanca
conformacional.

A AcrB pertence a familia RND (Resistance Nodulation Division) de bombas de
efluxo, ou simplesmente transportadores de membrana. Esses transportadores controlam o
influxo de ions essenciais e o efluxo de produtos de degradacdo celular. Desempenham um
papel fundamental no desenvolvimento da resisténcia, pois protegem a célula contra
exposicdo a quimioterapicos, medicamentos e toxinas (GOODMAN & GILMAN, 2010).
Uma das principais técnicas atualmente utilizadas na busca de novos farmacos para o
tratamento de alvos resistentes a multiplas drogas (MDR) é o desenho racional de farmacos
(RDD-Rational Drug Desing) (KUNTZ, 1992), visto que possibilita a realizacdo de

experimentos in silico cada vez mais proximos dos reais.
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Simulagdes por DM tem se constituido ao longo dos anos como uma técnica muito
utilizada no estudo da estrutura de sistemas bioldgicos. Nas simulagdes, sdo aplicadas as Leis
de movimento de Newton, obtendo-se ao término da DM a trajetdria de todos os &tomos para
posterior analise da evolugdo temporal do sistema (NAMBA et al., 2008).

Além do mais, a DM gera muitos dados que precisam serem interpretados e reduzidos
para que possam ser utilizados, esse trabalho também tem por objetivo estudar e aplicar
algoritmos de agrupamento de estruturas de proteinas, do software GROMACS
(BERENDSEN et al., 1995; PRONK et al., 2013), para um uso efetivo desta flexibilidade da
AcrB em experimentos de docagem molecular. Utilizando a ferramenta GROMACS, foi
simulada a dindmica molecular da AcrB (PDB ID: 1IWG). Essa simulacdo de 50 nano
segundo (1ns = 1000 ps e 1ps = 10™%s), corresponde a 25.000 diferentes estruturas da proteina
armazenadas a cada 2 ps de simulacéo, o que gerou 500 GB de dados.

Para conseguir um uso efetivo da flexibilidade em experimentos de docagem
molecular, foi necessario agrupar as estruturas mais similares de forma que s6 uma estrutura
mais representativa de cada grupo seja utilizada em anélises da flexibilidade e experimentos
de docagem. Nesses experimentos sdo analisadas em computador as interacGes entre uma
proteina ou receptor alvo e possiveis candidatos a inibidores

A validacdo da simulacdo por DM e dos experimentos de agrupamento foi realizada a
partir dos resultados obtidos com os experimentos de docagem molecular que incluiram a
flexibilidade do receptor com um inibidor, NUNLO2, ja conhecido para a bomba de efluxo.
Foram executados experimentos de docagem com estruturas da DM com intervalos de 50 em
50 ps (1.000 estruturas), com intervalos de 20 em 20 ps (2.500 estruturas) e com intervalos de
10 em 10 ps (5.000 estruturas), aléem de experimentos com as conformagdes (snapshots)
centrais obtidas de diferentes configuracdes de algoritmos de agrupamento.

Para os experimentos de docagem molecular foi considerada a flexibilidade do
receptor e um ligante, NUNL2, conhecido como um inibidor da bomba de efluxo AcrB. O
software de docagem molecular escolhido foi o AutoDockVina (TROTT; OLSON, 2010)
onde a energia livre de ligacdo (FEB) foi avaliada para cada experimento executado. Para uma
analise mais completa sobre a importancia da flexibilidade nos experimentos de docagem
molecular e sobre os resultados dos agrupamentos, foram realizadas analises de interacdes
receptor-ligante com o programa LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995).
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1.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo estudar a flexibilidade da proteina AcrB por meio de

uma simulagdo por dindmica molecular validada por docagem molecular.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Executar uma simulacdo por DM da proteina AcrB
e Agrupar estruturas de proteinas da AcrB geradas pela simulacdo por DM;
e Utilizar as estruturas mais representativas de cada grupo em experimentos de docagem

molecular.

1.3 JUSTIFICATIVA

As bombas de efluxo podem ser entendidas como uma forma das bactérias se
defenderem da presenca de antibioticos (ELKINS; NIKAIDO, 2003; PIDDOCK, 2006). Por
meio delas, antibioticos sdo ativamente transportados para o exterior da célula (TAKATSUK;
NIKAIDO, 2006).

Portanto, o estudo das bombas de efluxo para a identificacdo e desenvolvimento de
possiveis inibidores &€ muito importante (HANDZLIK; MATYS; KONONOWICZ, 2013),
pois a resisténcia bacteriana no tratamento de doencas infecciosas tem se tornado, no decorrer
do tempo, um dos graves problemas de saude publica (MURAKAMI et al., 2006),
ocasionando na necessidade de desenvolvimento de novos antibidticos. Contudo, o
desenvolvimento de um novo farmaco em todas as suas etapas demora aproximadamente 10
anos e despende gastos financeiros (CASKEY, 2007), sendo considerado com um grande
desafio enfrentado atualmente pela ciéncia, pois se trata de uma técnica interdisciplinar
complexa (ALONSO et al., 2006).

A docagem molecular desempenha um papel importante nesse processo (TOTROV;
ABAGYAN, 2008), pois previsdes das ligacdes entre moléculas tem aplicacdo no processo
de descoberta e desenvolvimento de drogas (HUANG; ZOU, 2010; TROTT; OLSON, 2010;
SOUZA et al., 2013) que podem ser realizadas atraves de experimentos in silico. De forma a
tornar esses experimentos mais proximos da realidade, existem inGmeras tentativas de

incorporar a flexibilidade das proteinas alvo, o que pode ser gerado através da DM.
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ORGANIZACAO DO DOCUMENTO

O texto esta organizado da seguinte forma:

No capitulo 2 é apresentada a fundamentacdo tedrica deste trabalho sobre
bioinformatica estrutural, resisténcia bacteriana a antibiéticos, bombas de efluxo bem
como descri¢cdo da proteina em estudo e do mecanismo rotacional de extrusdo de
compostos. Apresenta-se ainda a revisdo de literatura sobre simulagdes por dindmica
molecular, estudos recentes sobre DM da proteina AcrB, o software GROMACS e as
etapas de uma simulacdo por DM. Conceitos de docagem molecular também séao
apresentados.

No capitulo 3 é realizada uma revisdo dos trabalhos relacionados com a DM da
proteina da bomba de efluxo em estudo.

No capitulo 4 sdo descritos 0s materiais e métodos. As etapas da simulagéo por DM
executada, os algoritmos de agrupamentos aplicados a estruturas de proteinas usando
0s métodos de agrupamento implementados no GROMACS. Os programas utilizados
nos experimentos de docagem molecular também sdo detalhados.

No capitulo 5 apresentam-se 0s resultados obtidos na simulagdo por DM

No capitulo 6 sdo descritos os resultados dos experimentos de agrupamento e
realizadas discussdes acerca desses resultados.

O capitulo 7 é constituido pelos resultados e discussdes acerca da validacdo da
simulacdo por DM e dos experimentos de agrupamento através dos experimentos de
docagem molecular.

O capitulo 8 apresenta as conclusdes e consideracdes finais do trabalho.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Esse capitulo fundamenta-se nas revisdes de literatura que abrangem conceitos sobre
bioinformatica estrutural, a resisténcia bacteriana no tratamento com antibidticos, para isso €
estudada uma proteina relacionada com o efluxo de compostos para o meio exterior de células
Gram-negativas. E apresentado o complexo AcrAB-TolC e realizada uma descricio da
proteina da bomba de efluxo AcrB. As teorias sobre simula¢cdes por dinamica molecular,

agrupamento de estruturas de proteinas e docagem molecular também séo discutidas.

2.1 BIOINFORMATICA ESTRUTURAL

A bioinformatica pode ser entendida como a juncdo entre a biologia e a ciéncia da
computacdo (LESK, 2008). Existem na literatura varias definicdes para bioinformatica, para
Luscombe e colaboradores (2001) trata-se do emprego de métodos computacionais que
possibilitem o entendimento e organizacdo de informacdes relacionadas a macromoléculas
biologicas.

As proteinas sdo macromoléculas que desempenham diversas fungdes na célula
(HUNTER, 1993). Dentre as muitas funcdes realizadas pelas proteinas, aquelas relacionadas
com o transporte de substancias para fora das células s@o de vital importancia para pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos. Essas macromoléculas sdo formadas a partir de uma
cadeia de aminoéacidos, no qual cada um dos residuos de aminoécidos é ligado entre si por
meio de uma ligacao peptidica covalente (ALBERTS et al., 2002; NELSON; COX, 2011).

Cada aminoéacido é formado por um atomo de carbono (C), um grupo amina (NHs),
um grupo carboxila (COOH) e uma cadeia lateral (R) especifica para cada aminoacido
(HUNTER, 1993), como mostrado na Figura 1. As estruturas espaciais das proteinas podem

ser definidas em quatro niveis, como descrito na Figura 2.
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Figura 1 Representacdo do aminoécido Alanina. Em rosa a cadeia lateral

Cllli}{}

H_.]N—(|3—H
CH,
Alanina

Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (2011).

Figura 2 Organizacdo estrutural das proteinas. No primeiro nivel tem-se a estrutura primaria composta por uma
cadeia de aminoacidos. A estrutura secundaria é formada pela disposicdo espacial dos residuos de aminoacidos,
resultando, por exemplo, em alfa hélice. No terceiro nivel sdo descritos a dobragem tridimensional de uma
proteina. A estrutura quaternaria é dada quando a proteina possui varias subunidades polipeptidicas.

Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura
primaria secundaria terciaria quaternaria

| Gly | @ B \

Leu p

| Leu | P

| val | 7

] <

Residos de aminoacidos o hélice Cadeia polipeptidica Conjunto de subunidades

Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (2011).

A estrutura tridimensional da proteina alvo deste trabalho foi obtida através do Protein
Data Bank (PDB) *. O PDB consiste em um banco de dados direcionado as estruturas
cristalograficas de macromoléculas bioldgicas, o qual foi desenvolvido em 1971 no

Brookhaven National Laboratories (BNL).

! http://mww.rcsb.org
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2.2 RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIBIOTICOS

Até 1940 existiam poucos medicamentos desenvolvidos para o tratamento de doengas
infecciosas. Nos hospitais, infec¢bes superficiais eram limpas e tratadas com um antisséptico
que agia localmente (U.S Congress, 1995). Contudo, pouco podia ser feito na ocorréncia de
infecgBes generalizadas, que poderiam atingir 6rgéos vitais. Assim, durante a Primeira Guerra
Mundial ferimentos com infec¢des bacterianas podiam progredir para “gas gangrene” (ou
simplesmente gangrena gasosa) uma infeccdo atribuida a bactéria Clostridium perfringens, e
na impossibilidade de um tratamento adequado a amputacdo do membro infectado era o Unico
recurso disponivel (U.S Congress, 1995).

A penicilina e suas propriedades antibidticas foram descobertas em 1929, pelo
pesquisador Alexander Fleming, recebendo em 1945 o Prémio Nobel de Fisiologia ou
Medicina (RAJU, 1999; GEDDES, 2008). A producdo em larga escala do antibiético foi
realizada pelos pesquisadores Howard Walter Florey, Norman Heatley e pelo quimico Ernest
Boris Chain. Somente por volta de 1944 o medicamento foi disponibilizado para a populacéo
civil com uso terapéutico, sendo que antes a producédo e distribui¢cdo eram voltadas para as
Forcas Armadas (U.S Congress, 1995).

No final dos anos 40, nos hospitais da Inglaterra foram identificados vestigios de
resisténcia em Staphylococcus aureus, isso em apenas alguns anos apo0s a introducdo da
penicilina com uso terapéutico em infeccdes. Por volta de 1950, foram detectadas cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA- methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) em um hospital de Boston. Relatos de resisténcia a segunda geracdo de penicilinas
também foram identificados no Japdo, Coréia, Bélgica, Reino Unido e Estados Unidos desde
1980 (CARS; NORDBERG, 2005).

Como consequéncia da grande exposicdo a antibidticos, as bactérias foram
desenvolvendo mecanismos de defesa que podem ser identificados como: alteracéo do sitio de
acdo dos farmacos, que ocorre em MRSA (TILAK, 2011), inibicdo enzimatica, diminuicao da
permeabilidade na membrana, e o efluxo de compostos pelas bombas de efluxo (LI e
NIKAIDO, 2009; HANDZLIK; MATYS; KONONOWICZ, 2013). O efluxo de multiplas
drogas pode ser considerado o principal responsavel pela resisténcia em bactérias gram-
negativas (TILAK, 2011).

A resisténcia bacteriana pode ocorrer naturalmente ou por aquisicdo. Resisténcia

intrinseca é algo natural da bactéria, resultante de sua biologia (HAWKEY, 1998), sendo que


http://pt.wikipedia.org/wiki/Clostridium_perfringens
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praticamente todas as espécies de bactérias possuem uma quantidade, ainda que minima, de
resisténcia intrinseca a antibioticos (TILAK, 2011). Resisténcia adquirida ocorre quando uma
bactéria que foi sensivel aos antibidticos desenvolve resisténcia - isso pode acontecer, por
exemplo, através de mutacdo. A mutacdo acontece independentemente da presenca de
antibidticos, como é o caso do desenvolvimento de resisténcia em Mycobacterium
tuberculosis (HAWKEY, 1998) a medicamentos através de mutagdes aleatdrias ocorridas no
cromossomo bacteriano (DAVID, 1970).

No relatdrio apresentado pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos
Estados Unidos em 2013, sdo apontadas algumas bactérias causadoras de infeccBes, bem
como os antibioticos utilizados nos tratamentos. Esse documento aponta que infeccbes
oriundas de bactérias resistentes tém se tornado cada vez mais comum, assim como 0
crescimento de pat0genos resistentes a ndo somente a uma, mas a varias drogas (CDC, 2013).

Em decorréncia do aumento de bactérias resistentes, houve uma reducdo de
medicamentos eficazes no tratamento de infec¢bes, e ainda € crescente 0 numero de
patdgenos que vem se tornando resistentes a multiplas drogas (PIDDOCK, 2006). Portanto,
devido a disponibilidade limitada de farmacos eficientes a infec¢fes bacterianas profissionais
de salde acabam utilizando antibioticos que podem ser mais toxicos para o0 paciente e
frequentemente mais caros e menos efetivos (CDC 2013). Elevadas concentracdes de
antibioticos podem ser eficazes para o tratamento de infeccbes com bactérias resistentes,
inibindo ou eliminando-as, contudo pode ser letal ao paciente em alguns casos (HAWKEY,
1998).

SO nos Estados Unidos estima-se, por ano, que dois milhdes de pessoas contraem
infeccdes com bactérias resistentes a multiplas drogas, resultando em no minimo 23.000 casos
de 6bito. E os gastos com tratamentos ultrapassam 10 bilhdes de dolares (CDC, 2013). A
quantidade de 6bitos no mundo por doencas infecciosas e infeccdes respiratdrias causadas
pela resisténcia bacteriana é de aproximadamente quatro milhdes por ano (CARS;
NORDBERG, 2005).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Sadde (WHO- World Health
Organization) ? (2011) existem aproximadamente 630.000 casos de resisténcia a maltiplas
drogas (MDR- Multidrug Resistance) utilizadas no tratamento da Tuberculose no mundo
(Figura 3).

2 http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs194/en
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Figura 3 Distribuicdo da porcentagem de casos de resisténcia a maltiplas drogas no tratamento da Tuberculose
entre 1994 e 2010.
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Fonte: Adaptado de Organizagdo Mundial de Saude (WHO) (2011).

A resisténcia a multiplas drogas pode estar relacionada a varios fatores ainda pouco
compreendidos (HUBER, 2010). O entendimento de como é realizado o transporte de
farmacos por meio da membrana plasmatica e alteragdo no metabolismo do farmaco séo
algumas das questdes ndo compreendidas totalmente. Considera-se o transporte ativo de
drogas como o principal responsavel por causar resisténcia bacteriana a carcin6genos
quimicos (HUBER, 2010). Mas, esse processo de exportacdo de drogas envolve pelo menos
trés proteinas (PIDDOCK, 2006; HUBER, 2010) e sera discutido na proxima secao.

2.2.1 BOMBAS DE EFLUXO: O COMPLEXO ACRAB-ToLC

O sistema de efluxo desempenha uma funcdo importante na preservacao das bactérias
em seu ambiente natural (PIDDOCK, 2006), visto que exportam uma variedade de
substancias consideradas nocivas para a célula (LI; NIKAIDO, 2004). O transporte de
antibioticos pode ser visto como algo secundario, relacionado a aspectos fisioldgicos, que de
certa forma é favoravel a bactéria (ELKINS; NIKAIDO, 2003; PIDDOCK, 2006). Existem
evidéncias de que algumas familias de bombas atuam ndo somente na resisténcia a
medicamentos, mas na preservacdo das bactérias em organismos humanos (PIDDOCK, 2006).

As bombas de efluxo podem ser encontradas em bactérias Gram-negativas, Gram-

positivas, assim como em seres eucariotos (WEBBER; PIDDOCK, 2003). Em Escherichia
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coli, existem aproximadamente 37 bombas que possuem membros em muitas familias, sendo
a AcrAB considerada a mais importante (ELKINS; NIKAIDO, 2003). Essas bombas estéo
organizadas em cinco familias relacionadas a MDR: A superfamilia ATP cassete de ligacéo
(ABC-ATP Binding Cassete) (HIGGINS, 1992), a superfamilia facilitadora (MFS- Major
Facilitator superfamily) (PAULSEN et al., 1996a), a familia de extrusdo de multiplas drogas
e compostos toxicos (MATE- Multidrug and Toxic Compound Extrusion) (HVORUP et al.,
2003), a pequena familia de resisténcia a mdaltiplas drogas (SMR- Small Multidrug
Resistance) (PAULSEN et al., 1996b) e a familia divisdo nodulacdo resisténcia (RND-
Resistance Nodulation Division) (LI e NIKAIDO, 2009).

Estudos indicam que a superexpressdo de bombas de efluxo tem contribuido para
aumento da resisténcia bacteriana a antibidticos (OKUSU et al., 1996; SWICK et al., 2011) e
a multiplas drogas em E. coli (BOHNERT et al., 2003; HANDZLIK et al., 2013). Yasufuku e
colaboradores (2011) demonstraram que 0 aumento da superexpressao de genes de bombas de
efluxo em E. coli pode estar relacionado com a resisténcia aos antibioticos no tratamento de
infeccOes urinarias.

Extensos estudos ao longo dos anos sobre 0 modelo bacteriano das bombas AcrAB-
TolC (em E. coli) e dos seus homologos MexAB -OprM (em P. aeruginosa) revelaram a
estrutura dessas bombas (LI; NIKAIDO, 2009). Bombas de efluxo podem ser formadas por
apenas um componente ou varios (PIDDOCK, 2006), como € o caso do sistema tripartido
AcrAB-TolC, que é composto pelas proteinas AcrB, AcrA e TolC. O complexo AcrAB-TolC
possui: a proteina de transporte AcrB, localizada na membrana citoplasmatica célula; a AcrA,
uma proteina de membrana, situada entre o periplasma e a proteina TolC, localizada na
membrana externa (Figura 4). Para esse sistema, tem-se que varios substratos, entre eles
corantes e medicamentos (BOHNERT et al., 2013), sdo capturados pela AcrB na membrana
interna e sdo bombeados para fora da célula por meio do canal da TolC (ELKINS;
NIKAIDO, 2003; PIDDOCK, 2006), que seriam mediados pela proteina de fusdo AcrA.



25

Figura 4 Esquema do sistema tripartido de efluxo AcrAB-TolC. Em amarelo, localizado fora da membrana o
canal TolC. A proteina de fusdo AcrA (em vermelho), faz a ligacdo entre TolC e AcrB (em azul).

RO

Periplasma

Fonte: Adaptado de Seeger et al.(2008).

Essas propriedades (de bombeamento- AcrB, fusdo-AcrA e extrusdo- TolC) podem ser
esclarecidas através da estrutura tridimensional da AcrB publicada por Murakami e
colaboradores (2002) constituindo, nessa arquitetura, um sistema de transporte que
compreende a membrana até o periplasma (LU et al.,2014). Esse transporte é realizado por
meio de forca motriz de prétons (MURAKAMI et al., 2006; PIDDOCK, 2006; LU et al.,
2014). Lu e colaboradores (2014) apontam que a forma estrutural de um trimero da AcrB é
importante para que essa possa se ligar a TolC, de forma que compostos possam ser
bombeados pelo funil TolC para o meio exterior (MURAKAMI et al., 2006). Contudo,
Takatsuka e Nikaido (2009) revelam que a inativacdo de um dos componentes do sistema de
efluxo acarretaria na inativacdo de todo o sistema. Indicando que a busca por inibidores das
proteinas AcrB, AcrA ou TolC séo viaveis para pesquisas.

As bombas de efluxo diminuem a concentracdo de antibidticos no interior das
bactérias, podendo ocorrer uma adaptacdo da bactéria aos antibidticos, e assim podem tornar-
se resistentes através de mudancas ou alteracBes da substancia alvo (LI; NIKAIDO, 2009;
KUMAR; VARELA, 2012). O processo evolutivo da resisténcia de bactérias ao tratamento

com antibioticos ndo € de facil compreensdo. Além do mais, pouco se sabe sobre o0s
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mecanismos complexos da bactéria, visto que o efluxo de antibidticos pode ser entendido
como algo secundério (KUMAR; VARELA, 2012) que ndo diz respeito a sua funcéo natural
(POOLE, 2008).

Estratégias utilizadas para neutralizar a resisténcia mediada pelo efluxo sdo baseadas
na pesquisa de novos antibidticos, que podem superar os sistemas de efluxo ou inibir a bomba
de efluxo. Essas estratégias podem ser alcancadas melhorando-se o design molecular de
antibidticos antigos para diminuir o seu efluxo, ou impedindo a funcdo da bomba (ZECHINI;
VERSACE, 2009). Ainda, de acordo com os autores, a inibicdo da forca préton motriz da
bomba pode envolver uma interagcdo direta com a bomba e uma reducdo no potencial

transmembrana.

2.2.2 PROTEINA EM ESTUDO: ACRB

A proteina em estudo neste trabalho encontra-se representada na Figura 5. Essa
estrutura foi determinada utilizando a técnica de Difracdo de raios-x com resolugéo de 3.50
Angstrons, sendo depositada por Murakami et al. (2002). E posteriormente, com uma
resolucdo melhor de 3.10 A (PDB ID: 2DRD), foi depositada por Murakami e colaboradores
(2006). Outras estruturas assimétricas da AcrB com 2.9A (PDB ID: 2GIF) e 3.0A (PDB ID:
2HRT) foram enviados ao PDB por Seeger et al. (2006).
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Figura 5 Estrutura 3D da proteina 1IWG referente a cadeia A na forma Ribbon (software Chimera
(PETTERSEN et al., 2004)). Em magenta as hélices. Em ciano as fitas. Em cinza as voltas e alcas.

Fonte: Autoria propria.

A AcrB (PDB ID: 1IWG) possui 7639 atomos e, trata-se de um trimero de protdmeros
(Figura 5) com 1049 residuos cada subunidade, que compreende trés partes iguais e
simeétricas, perpendiculares ao plano da membrana (MURAKAMI et al., 2002). Essa proteina
pertence a familia das proteinas de efluxo de RND. Com tamanho de aproximadamente 114
kDa (massa de 114,000 daltons) pode ser considerada como uma das maiores proteinas de
efluxo (DAS et al., 2007).

Essa proteina possui trés vestibulos (aberturas) (Figura 6 (A)) que permitem o acesso
dos substratos pelo periplasma ou pelo folheto exterior da membrana. A AcrB também pode
mediar a translocacdo dos substratos a partir do citoplasma ou no folheto interno da

membrana, que é suportado pelo modelo de AcrB descrito em Murakami et al. (2002).
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Figura 6 Representacdo em Ribbon do trimero AcrB (software Chimera), cujos protémeros sdo individualmente
coloridos (magenta, azul e verde). (A) Vista lateral da AcrB. O trimero AcrB é formado pelo (1) dominio de
docagem TolC, o (2) poro central situado no dominio portador (poro), (3) em pontilhado o periplasma, o (4)
dominio transmembranar limitando uma (5) cavidade central. A regido circulada mostra o vestibulo referente a
estrutura em magenta. (B) Vista superior da AcrB do lado periplasmatico. Nessa regido sdo identificadas as trés
alcas de ligacéo entre protdmeros, as entradas (a), (b) (c) do substrato e o poro.

Alcas de ligacdo B
entre protdmeros

Fonte: Adaptado de Seeger et al. (2008).

Cada subunidade dessa proteina possui 12 a-hélices (Figura 7 (B)) ou dominio
transmembranar (TM) (ELKINS e NIKAIDO, 2003; SEEGER et al., 2008) e dois lacos
periplasmaticos entre TMs 1 e 2 e TMs 7 e 8 (ZGURSKAYA e NIKAIDO, 1998; ELKINS e
NIKAIDO, 2003). A proteina alvo deste estudo é considerada como a principal transportadora
de maltiplas drogas em Escherichia coli (MURAKAMI et al., 2006; YU et al., 2014) que
trabalha em conjunto com o canal TolC situado na membrana externa, e a proteina AcrA
localizada na membrana de fusdo da célula (MURAKAMI et al., 2006).
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Figura 7 (A) Vista superior do dominio portador e seus respectivos subdominios PC1, PC2, PN1 e PN2, bem
como as fendas laterais entre os subdominios PC1 e PC2. (B) Vista superior da AcrB através do dominio
transmembranar para um mondmero e suas 12 a-hélices.

Cavidade o '
central

Fonte: Adaptado de Seeger et al. (2008).

A juncdo desses trés componentes forma o complexo AcrAB-TolC de efluxo (Figura
4), no qual a AcrB € vista como a parte ativa desse sistema (MURAKAMI et al., 2002)
atuando na determinacdo das peculiaridades de compostos quimicos (MURAKAMI et al.,
2003).

2.2.3 MECANISMO ROTACIONAL DE EFLUXO

Murakami e colaboradores (2006) propuseram trés estados de exportacdo de farmacos
em AcrAB-TolC, que compreendem: acesso, ligacdo e extrusdo (Figura 8). Nesses estados as
toxinas e drogas, por hipdtese, sdo transportadas através de um mecanismo rotacional.

No primeiro estado (Acesso), existe uma abertura do portal para o periplasma, apesar
de a regido de ligacdo permanecer sem aumento de tamanho (MURAKAMI et al., 2006). Esta
regido de ligacdo possui os residuos Phe 136, Phe 178, Phe 610, Phe 615, Phe 617 e Phe 628
que podem interagir com a molécula do farmaco por interaces hidrofébicas ou aromaticas
(MURAKAMI et al., 2006).
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Figura 8 Esquema do mecanismo rotacional funcional de exportacdo de drogas mediada por AcrB. (A)
representacdo do mecanismo rotacional. Em (A) e (B) de vermelho correspondem aos locais de entrada e saida
de protémeros. O bolso de ligagdo e o caminho translocagdo de prétons em tracejado. O farmaco é representado
pelos hexagonos.
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Fonte: Adaptado de Murakami et al. (2006).

Nessa regido existem também residuos polares (Asn 274 e GIn 176) que podem formar
ligacGes hidrogénio com a molécula da droga (MURAKAMI et al., 2006). No segundo estado
(ligacédo), o vestibulo encontra-se aberto e a bolsa de ligacdo sofre um aumento de tamanho
para que o substrato possa ser alojado (MURAKAMI et al., 2006). Na fase de extrusdo, o
portal é fechado e a bolsa de ligacédo se contrai permitindo que a droga seja empurrada para o
funil (MURAKAMI et al., 2006).

Experiéncias de mutagénese dirigida identificaram residuos de aminoacidos de
importancia funcional em AcrB (BOHNERT, 2008; SEEGER et al., 2009). No dominio
transmembranar os residuos Asp 407, Asp 408 e Lys 940 sdo considerados importantes no
processo de translocacdo de prétons e possivelmente contribuindo na funcdo da AcrB.

Em 2009, Seeger e colaboradores publicaram um trabalho no qual o residuo Asp 408
desempenha um papel funcional crucial na translocacdo de prétons em AcrB. Murakami e
colaboradores (2002) observaram que as mutacfes ocorridas com qualquer um desses trés

residuos faz com que eles acabem perdendo a capacidade de transportar drogas.
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2.3 SIMULACOES POR DINAMICA MOLECULAR

Simulacdes computacionais possibilitam que experiéncias in vitro consideradas
dificeis de serem realizadas sobre elevada pressdo e temperatura, por exemplo, possam ser
executadas (FERNANDES, 1988). A dinamica molecular (DM) é uma técnica de simulacdo
computacional que possibilita a realizacdo de estudos comportamentais de macromoléculas
bioldgicas. Nas simulacdes, as moléculas sdo tratadas como particulas, e dessa forma sao
aplicadas as Leis de movimento de Newton para andlise da evolugdo temporal do sistema
(NAMBA et al., 2008). O método da DM foi introduzido por Alder e Wainwrigth
(1957,1959). Posteriormente, as primeiras simulagdes aplicadas a estruturas de proteinas
foram realizadas por McCammon e colaboradores (1977). Em 2013, foi atribuido aos
pesquisadores Martin Karplus, Michael Levitt e Arieh Warshel o Prémio Nobel de Quimica
pelo desenvolvimento de modelos multiescala para sistemas quimicos complexos. NOS
modelos, a fisica quantica e classica trabalha junta, proporcionado que interacdes moleculares
realizadas em computador gerem modelos bem realistas®.

Nesse trabalho as simulacdes por DM sdo embasadas nos principios basicos da
mecanica classica. Essas simulagbes tem por finalidade a predicdo da energia referente a
conformacdo de uma molécula, de forma que as diferencas de energia entre varias
conformac6es gerem um significado fisico (ANTONIO et al., 2009). Essas simulagdes podem
ser aplicadas no estudo da estrutura e das funcdes de sistemas biologicos, bem como no
processo de desenvolvimento de farmacos.

Estudos cristalograficos dizem muito a respeito da configuracdo estrutural de moléculas
biologicas, que sdo uteis para o desenvolvimento de farmacos. Tal método € relativamente
dispendioso e lento, pelo esforco exigido na determinacdo estrutural de proteinas. Fato que
justifica o crescente interesse na utilizacdo de técnicas computacionais nessa area, ja que 0s
resultados em simulacdes sdo bem préximos aos experimentos reais. Nesse sentido, dinamica
molecular tende a superar tais limitacdes, apresentando rapidez na predicdo e diminuic¢do da
complexidade envolvida (DURRANT; McCAMMON, 2011).

® http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2013/


http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2013/
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2.4 AGRUPAMENTO DE ESTRUTURAS DE PROTEINAS

Agrupamento é uma técnica que tem por objetivo encontrar uma estrutura de grupos
em que 0s objetos pertencentes a cada grupo (ou cluster) compartilham alguma caracteristica
ou propriedade relevante para o dominio que se esta estudando, ou seja, sdo similares de
alguma forma (FACELLI et al., 2011). Existem varias areas em que sdo aplicadas a técnica de
agrupamento para a compreensdo de dados, como por exemplo, no clima, psicologia,
negécios e medicina. Na biologia, tem-se utilizado essa técnica para analisar informacgdes
genéticas, de forma que seja possivel agrupar genes com func6es parecidas (TAN, 2009).

O principal motivo de se aplicar agrupamento nos resultados de uma simulagéo por
DM é que, obtém-se um arquivo que contem a trajetoria de toda a simulacdo. Neste arquivo
todas as coordenadas, velocidades, forcas e energias de todos os atomos do sistema sao
impressas; dependendo da proteina em estudo a quantidade de dados para analise é bem
grande, podendo ser inviavel analisar todas as estruturas geradas. Sendo assim, esse processo
pode ser simplificado se for possivel agrupar as conformac6es semelhantes e de cada grupo
fosse retirado para analise somente aquela estrutura da proteina que fosse considerada a mais
representativa de determinado grupo, podendo dessa forma diminuir a dimensdo dos dados em
estudo.

O processo de agrupamento envolve varias etapas adaptadas para o caso de
agrupamento de estruturas de proteinas com o software GROMACS (Figura 9). Estas etapas
incluem a preparacdo das trajetorias (dados), descricdo de uma medida de proximidade

(similaridade), aplicacdo de algoritmos de agrupamento e a interpretacao dos resultados.
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Figura 9 Etapas do processo de agrupamento adaptado para agrupamento de estruturas de proteinas.

Estruturas de proteinas Conhecimento do
usuario/especialista

Representagéo
das estruturas

Processo de Interpretacdo
agrupamento

Significados dos
clusters

Fonte: Adaptado de (FACELII et al., 2011)

No GROMACS ha disponiveis atualmente os algoritmos de agrupamento de estruturas
de proteinas: Gromos, Single Linkage e Jarvis Patrick. Apds 0 agrupamento, 0 proximo passo
consiste na validacdo dos resultados, em que se avaliam quais grupos apresentam bons
resultados. O GROMACS néo oferece nenhuma métrica de validacdo de agrupamentos como
Davies-Boldin Index (DBI) (DAVIES; BOULDIN, 1979), Silhouette (ROUSSEEUW, 1987)

entre outros. Portanto, ndo consta no esquema da Figura 9.

2.5 DOCAGEM MOLECULAR

Técnicas computacionais sdo uma grande aliada no processo de descoberta de
farmacos, pois possibilita que sejam analisadas in silico as interacdes receptor-ligante. Varias
teorias foram desenvolvidas ao longo dos anos para explicar como interage receptor (proteina)
e ligante (BARREIRO; RODRIGUES, 1996). O primeiro modelo foi introduzido por Emil
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Fischer em 1894, conhecido como modelo chave/fechadura para ligacdo de enzima-substrato,
0 qual se previa um encaixe perfeito entre um receptor e o ligante sem que houvesse
necessidade de um ajuste conformacional (DURRANT; McCAMMON, 2010). Em 1958,
Daniel Koshland propds o modelo de encaixe enzima-substrato (KOSHLAND, 1958) ou
modelo de encaixe induzido (NELSON; COX, 2011). No mecanismo postulado por
Koshland, o receptor passaria por modificagcbes conformacionais que seriam induzidas pela
ligagdo do substrato (DURRANT; McCAMMON, 2010). Em ambos os modelos ndo sé&o
considerados a flexibilidade das proteinas, que sdo tratadas como conformacdes estaveis
(BOEHR et al., 2009), contrariando o fato de serem macromoléculas dindmicas (MILLER;
DILL, 1997; BOEHR et al., 2009; NELSON; COX, 2011).

Assim, docagem ou ancoragem é um procedimento computacional no qual se procura
prever, de forma eficiente, a ligagdo de um receptor ao ligante (TROTT; OLSON, 2010;
SOUZA et al., 2013). Programas de docagem molecular calculam uma pontuacgéo de ligacao
que permite a selecdo do melhor ligante. Essa pontuacdo € normalmente baseada em uma
combinagcdo dos comprimentos de ligacdo, angulos diedros, forcas de van der Waals,
Lennard-Jones entre outros (da ROCHA, 2010). Na docagem molecular direcionada a
previsdo de encaixes ligante-proteina, inumeras conformacgdes e posicdes do ligante séo
avaliadas; e aquela que apresente energia mais negativa € prevista como a melhor posicéo de
ligacdo (HUANG; ZOU, 2010). Existem varios programas para a docagem molecular
(STARK; POWERS, 2011), dentre eles foi utilizado nesse trabalho o AutoDock Vina
(TROTT; OLSON, 2010).

Comumente, em experimentos de docagem molecular, é considerado o receptor como
rigido e ligante flexivel (da ROCHA, 2010). Vérios algoritmos consideram nos experimentos
o ligante flexivel. Entretanto, a incorporacao da flexibilidade do receptor continua um grande
desafio (TOTROV; ABAGYAN, 2008; SOUZA et al., 2013), principalmente por causa da
quantidade de graus de liberdade a serem considerados na representacdo da flexibilidade do
receptor (TEODORO; KAVRAKI, 2003).

Existem inUmeras abordagens para a incorporacdo da flexibilidade do receptor em
docagem molecular (TOTROV e ABAGYAN, 2008; MACHADO et al., 2011a; SOUZA et
al., 2013). Uma possibilidade é considerar um conjunto de estruturas obtidas de uma
simulacdo por DM (MACHADO, 2011b). Esta foi a abordagem adotada nesse trabalho.

Este capitulo resumiu o referencial tedrico necessario para um entendimento deste



35

trabalho. O préximo capitulo discute alguns trabalhos relacionados ao tema desta

dissertacdo, mais especificamente sobre a area de simulacdes por DM da proteina AcrB.
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3. TRABALHOS RELACIONADOS: SIMULACOES POR DINAMICA MOLECULAR
DA ACRB

Esta revisdo concentra-se nos estudos recentes sobre simulacdes por dindmica
molecular da proteina AcrB, que juntamente com as proteinas AcrA e TolC formam o
complexo AcrAB-TolC atuando no efluxo de compostos para o exterior das células. Os
estudos concentram-se nas simulagdes que foram realizadas no ambiente da membrana, no
dominio transmembranar, na auséncia ou presenca de ligante. O resumo desta revisao esta
apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 Trabalhos relacionados a proposta deste trabalho que executaram simulagfes por dinamica molecular
da proteina AcrB.

Artigo Proteina Software Tempo ns Ambiente Ligantes
Schulz (2010) AcrB NAMD 10ns Todos os atomos Sim
Schulz (2011) AcrB NAMD 10ns Todos os atomos Né&o
i ATB GROMACS s msemnn g
L:ZeOr]l(‘:]Z)et o AcrB NAMD 20ns '[I')g:sipr:gmbranar Sim
Vargiu (2012) AcrB NAMD 83ns 'Sr(rag:]s[r)noenrzgrignar Sim
é%Tg)”e etal. AcrB MARBLE ~ 7x100/x200ns oMM Sim
e AU GROMACS s AR g
(Ezsgi A:;rabalho AcrB GROMACS 50ns Agua N&o

Fonte: Autoria propria.

Schulz et al. (2010) conduziram varias simula¢es por DM usando uma estrutura AcrB
procurando entender a relagdo entre 0s movimentos rotacionais e a extrusdo do farmaco
doxorrubicina. As simulacdes foram executadas NAMD
2.7b1(PHILLIPS et al., 2005) e o campo de forca AMBER (WANG et al.,, 2004). Os

resultados mostraram um deslocamento da droga a partir de seu sitio de ligacdo em direcdo ao

utilizando o software

funil central.

Para compreender a funcdo desempenhada pelas moléculas de &gua no processo
extrusdo de substratos pela AcrB, Schulz e colaboradores (2011) realizaram 15 simulagdes de
DM de 10ns cada, com o antibiético doxorrubicina incorporado a AcrB, usando 0 pacote
NAMD 2.757 (PHILLIPS et al., 2005) e o campo de forcas AMBER (WANG et al., 2004). Os

resultados, apoiados por analises da energia de interacdo eletrostatica, mostraram a existéncia
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de um fluxo de &gua a partir do sitio de ligacdo em direcdo ao portdo de saida favorecendo o
deslocamento do substrato nesse caminho.

Para investigar a dindmica da &gua no dominio transmembranar da estrutura
cristalogréfica assimétrica da AcrB (PDB: 2GIF) bem com os residuos de agua essenciais no
transporte de protons Fischer e Kandt (2011) realizaram uma série de 6 simula¢des 50ns cada
de dindmica molecular sem substrato num ambiente fosfolipidico / 4gua, em que cada
monbémero da proteina foi simulado de acordo com seu ambiente de protonacdo proposto
(ZGURSKAYA, 2009). As simulagdes foram realizadas utilizando o pacote GROMACS 4.0.3
e o campo de forca GROMOS96 53a6. As distribuicbes médias da agua no dominio
transmembranar interno foram calculadas tendo como base um arquivo de trajetéria da
dindmica (ZGURSKAYA, 2009). Os residuos Asp407, Asp408, Lys940, Arg971, e Thr978,
adotados como conjunto inicial para a simulagdo, foram usados por serem considerados
importantes no processo de transferéncia de protons em AcrB ( WANG, 2004; FISCHER,;
KANDT, 2013). Os autores identificaram residuos que interagiram com a agua e a frequéncia
com que estabeleceram contatos com a agua, assim como trés possiveis caminhos de
transferéncia de protons em AcrB.

Feng et al. (2012) realizaram uma dindmica de 20ns em um ambiente de bicamada
lipidica / 4gua simulando a estrutura cristalina da AcrB com os ligantes rifampicina (PDB:
3A0B), eritromicina (PDB: 3A0C) e minociclina (PDB: 3A0D). O estudo teve como
finalidade caracterizar o processo pelo qual o mecanismo de movimento peristaltico
unidirecional ocorre em AcrB complexada a esses ligantes. A dindmica molecular foi
realizada utilizando o pacote NAMD (PHILLIPS et al., 2005). Os autores descobriram que as
drogas de ligacdo, rifampicina e eritromicina realizaram um deslocamento peristaltico
unidirecional em direcdo ao canal TolC de extrusdo sendo facilitado pelo efluxo de agua na
AcrB, mostrando dessa forma a importancia das moléculas de &gua no processo do
deslocamento peristaltico de farmacos (RUGGERONE, 2013; FENG et al., 2012). Os autores
sugerem ainda que a rifampicina foi impedida de ligar-se devido os residuos Q176 e F615
serem muito proximos um do outro, eles validaram isso realizando duas simulacdes de 20ns, a
primeira da AcrB ligada a rifampicina e segunda ligada a eritromicina.

Feng e colaboradores (2012) relataram que as mutacdes Gly616Pro e Gly619Pro
acabavam impedindo o movimento das alcas Phe-617, evidenciando dessa forma o papel
critico da flexibilidade do circuito Phe-617, e ainda propuseram trés canais de translocacao de

prétons em um mondmero de AcrB com base nas interagdes dos residuos com as moléculas



38

de &gua, resultantes da dindmica molecular realizada. Os autores relatam que ndo encontraram
informacdes significativas sobre o processo de deslocamento de farmacos, contudo, o estudo
aponta a contribuicdo das moléculas de agua na translocacéo de drogas.

Com a finalidade de analisar as propriedades de ligacdo de doze compostos ao sitio de
ligagdo do exportador AcrB (PDB:2J8S), Vargiu e Nikaido (2012) realizaram uma dinamica
molecular de 83ns utilizando o programa NAMD 2.8 (PHILLIPS et al., 2005) e o campo de
forcas AMBER (WANG et al., 2004) em um ambiente de bicamada lipidica e agua. As
posi¢des iniciais dos substratos foram calculadas através do programa de docagem molecular
AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010). Devido a grande quantidade de ligantes para serem
testadas os autores optaram por trabalhar com um modelo reduzido da bomba de efluxo, isto
é, sem o dominio transmembranar. Os resultados possibilitaram um melhor entendimento do
mecanismo de ligagé@o dos inibidores ja conhecidos para AcrB.

Yamane e colaboradores (2013) conduziram seis simula¢des de 100ns e uma de 200ns
por DM sobre a rotacdo funcional induzida por protonacdo alternada com todos os atomos
para a estrutura assimétrica da AcrB (PDB: 2DHH) num ambiente com membranas explicitas
e agua objetivando investigar os estados de protona¢do no dominio transmembranar (TM) que
provavelmente desempenham funcdo importante na translocacao de prétons. Nas simulagdes
foi utilizado o programa de DM MARBLE (IKEGUCHI, 2004) e o campo de forca
CHARMM22/CMAP foi aplicado a proteinas enquanto que o CHARMM27 para as
moléculas de lipidios. Na dindmica os estados de protonacdo dos residuos Asp407 e Asp408
no dominio TM foram alterados. As simulagdes sugerem que a protonacdo de Asp408 é
importante, o que é consistente com resultados experimentais e de simulacdo. Os autores
concluem que sdo necessarias mais simulacfes para melhor compreensdao do mecanismo de
extrusdo de drogas.

Em outro trabalho Fischer e Kandt (2013) realizaram um experimento in silico a fim
de avaliar se o fato das 33 estruturas de raios-x da AcrB (depositadas em bancos de dados)
apresentarem conformacdes bastante analogas, com Ca-RMSDs inferior a 1A para cada
mondmero, era algo intrinseco dessa proteina, ou se existiam outros fatores relacionados
ainda ndo conhecidos. Utilizando o GROMACS 4.0.3 e o campo de forca GROMOS96
realizaram seis simulacdes de 100ns de dindmica molecular, independentes e imparciais da
estrutura cristalina assimétrica da AcrB (PDB: 2GIF) em uma membrana / ambiente de dgua
fosfolipidios sem substrato. Anélises realizadas com base na comparacdo da estrutura

cristalogréfica e estabilidade da proteina indicaram que a amostra resultante das simulacfes
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apresentou uma qualidade conformacional satisfatoria de acordo com analises dos
componentes principais dos a-carbonos do dominio portador e o dominio TolC de docagem.
A acessibilidade do dominio portador foi realizada com énfase nas zonas de entrada e saida
dos canais de transporte de substrato. O estado de abertura do bolso de ligacéo hidrofébica e a
convergéncia potencial das conformagdes do mondémero também foram analisados. Os
resultados indicam ainda que o loop Thr676 poderia desempenhar uma fungdo importante no
transporte de substratos, de forma que compostos seriam empurrados em direcdo a bolsa de
ligacdo hidrofdbica.

Entre os trabalhos estudados, ndo ha uma abordagem que utilize a simulagdo por DM
gerada, apds agrupamento, em experimentos de docagem molecular com uma avaliacdo

utilizando um software para analise da interacdo receptor-ligante.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo aborda as principais ferramentas utilizadas no desenvolvimento deste
trabalho. Seré realizada uma apresentacdo do pacote de programas GROMACS, empregado
pra a execucdo da simula¢do por DM, bem como dos mddulos utilizados para execucdo dos
experimentos de agrupamento. Posteriormente, sdo descritas os programas utilizados nos

experimentos de docagem molecular.

4.1 GROMACS

SimulacGes de dindmica molecular e minimizagédo de energia podem ser realizadas por
meio do pacote de programas GROMACS (PRONK, 2013). O GROMACS é um software
livre disponivel sob a licenca GNU Lesser General Public License, suporta multi-
processamento. Trata-se de uma ferramenta muito utilizada no meio cientifico para a
execuc¢do de simulacbes por DM. A resolucdo das equacdes de Newton € feita utilizando um
dos campos de forca disponiveis no software. Para esse trabalho foi adotado o campo de forca
GROMOS (Gronigen Molecular Simulation) (van GUNSTEREN, 1996; OOSTENBRINK et
al., 2004), pois é voltado para simulacdo de sistemas bioldgicos (NAMBA; DEGREVE,
2004).

4.1.1 ETAPAS DA SIMULACAO UTILIZANDO 0 GROMACS

Os passos de uma simulacdo por DM sdo descritos a seguir (FERNANDES, 1988)
utilizando como exemplo para detalhamento os passos de execucdo de uma DM com o
GROMACS.

1. Sdo atribuidas as posic¢Ges iniciais a um conjunto de particulas que serdo
colocadas numa caixa cubica de solvatagdo

E obtida a estrutura da proteina no banco de dados PDB. Inicialmente o sistema de

simulacdo é preparado, para isso € gerado a topologia, um arquivo que inclui informacdes

sobre tipos de atomos, angulos, diedros entre outros. Apds 0 processamento da estrutura é

selecionado algum campo de forca, por exemplo, nesse trabalho 0 GROMOS96. A caixa de

solvatacdo é definida e preenchida com um solvente (agua, lipidio, etc.). Em seguida, sdo

adicionados ions ao sistema, no qual sdo substituidas as moléculas do solvente por ions.
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2. Atribuicdo das velocidades iniciais de cada uma das particulas

Normalmente sdo atribuidas de forma aleatéria com base na distribuicdo de Maxwell-
Boltzmann (HEERMAN, 1986). No qual se calcula a probabilidade de um atomo i, com
massa m; possuir a velocidade v,; na direcdo x e temperatura T sendo que kg € a constante de

Boltzmann.
1

0 = (i) s [-54] (411

3. Célculo da energia potencial entre moléculas
Pode ser feito aplicando o potencial de Lennard-Jones (LENNARD-JONES, 1924),
em que a interacao entre dois atomos i e j localizados entre 7; e r; € definida como:
12 6
Vi (rij) = 4€;; l(:—:) - (%) l (4.1.1.2)
onde r;; =1, —1j€71;; = |rl- j|, 0 parametro € especifica a intensidade da interagdo e o define a

distancia finita onde o potencial é nulo (RAPAPORT, 1996).

4. Integracdo das equagdes de Newton
Nessa etapa é realizada a resolucéo das equacfes de movimento para cada particula do

sistema. Considerando um sistema

d?r;(t)
dt?

F; =miy; ¥ = (4.1.1.3)

Esta equacdo descreve o movimento de uma particula de massa m; e aceleracdo #; em
um instante t com posi¢do dada por r;(t) = (x; (t),y; (t),z; (t)) e uma forca F; atuando
sobre essa particula. A integracdo numérica das equaces de movimento tem como objetivo
encontrar uma expressao que defina a posicdo r; (t + At) no tempo t + At em termos de
posic¢Bes conhecidas num tempo t (MELLER, 2001).

Existem varios algoritmos numéricos que podem ser usados para integrar as equacées
do movimento de Newton como o método de Runge-Kutta (PRESS et al., 1986), Beeman
(BEEMAN, 1976) ou Gear (GEAR, 1971). O GROMACS usa por padrdo o algoritmo leap-
frog (HOCKNEY et al., 1974) e os integradores de velocidade de Verlet (VERLET, 1967).
Além do mais, eles sdo praticamente equivalentes algebricamente (RAPAPORT, 2004) e
produzem trajetdrias bastante similares (van der SPOEL et al., 2013). Usando as relagdes que

seguem,
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v(t+3at) =v(t—JAt)+F() (4.1.1.4)
r(t +At) =7(t) + Atv (£ +At) (4.1.1.5)

O integrador leap-frog atualiza as posicGes e velocidades dos 4&tomos usando a forca

F(t), que é gerada pelas posi¢bes r no tempo t, v refere-se a velocidade de um atomo no
tempo t — %At, com massa m e At é o passo de integracdo (van der SPOEL et al., 2013). O

integrador de velocidades de Verlet compreende as equacdes

r(t+A8) = r(0) + Aty + 25 F(2) (4.1.1.6)
v(t + At) = v(t) + ZA—; [F(£) + F(t + Ab)] (4.1.1.7)

em que as posi¢des de um atomo r de massa m e velocidades v no tempo t sdo usadas para

integrar as equagdes do movimento.

5. Equilibragéo do sistema

As etapas seguintes consistem em deixar o sistema evoluir no tempo (FERNANDES,
1988). Inicialmente é necessaria a minimizacdo da energia, onde é realizada a relaxacdo da
estrutura. ApOs a minimizacao é realizada a equilibracdo do solvente e os ions ao redor da
proteina. Esta pode ocorrer em dois momentos: a primeira tem por finalidade a estabilizacéo
da temperatura do sistema e na segunda estabilizar a pressdo e densidade do sistema. Em
seguida € executada a simulacdo por DM, chamada fase de producdo, no qual o equilibrio do
sistema € atingido quando as médias das propriedades de flutuacdo forem constantes no tempo
(FERNANDES, 1988). Ao término de tais etapas, € obtida a trajetdria dos atomos que
possibilita a realizacéo de inferéncias sobre o sistema (NAKAHARA, 2007).

4.1.2 ALGORITMOS DE AGRUPAMENTO NO GROMACS

O pacote de ferramentas GROMACS possui algoritmos de agrupamento
implementados em uma fungdo chamada de g_cluster. Nesta funcdo as estruturas de proteinas
podem ser agrupadas de modos diversificados dependendo da finalidade da simulacdo (van
der SPOEL et al., 2013). O g_cluster possibilita a juncdo de estruturas de proteinas em grupos
que apresentem caracteristicas semelhantes. No agrupamento é utilizado o valor do RMSD
resultante da distancia atbmica entre estruturas de proteinas como critério de similaridade
(PITA; PASCUTTI, 2012). Os métodos implementados no GROMACS que podem ser

utilizados no agrupamento de estruturas de proteinas sdo: Single Linkage, Jarvis Patrick e
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Gromos. A interpretacdo, nesse trabalho, consiste em examinar os agrupamentos descrevendo
seus resultados procurando obter informagOes significativas para serem abordadas nos

experimentos de docagem molecular.

4.1.2.1 SINGLE LINKAGE

O Single Linkage (EVERITT et al, 2001), é um algoritmo de agrupamento
hierarquico aglomerativo (SIBSON, 1972) no qual uma estrutura é adicionada a um grupo se
a distancia para qualquer elemento do conjunto for menor do que um valor de corte ¢ (cutoff)
(van der SPOEL et al., 2013). Esses grupos sdo formados pela unido das estruturas mais
semelhantes, independente do tempo (TORDA; van GUNSTEREN, 1994). A distancia entre
um par de grupos é determinada pela proximidade de objetos de grupos diferentes (XU;
WUNSCH, 2009). No Single Linkage, a distancia entre os dois grupos € caracterizada como a
distancia minima entre as distancias de todos os pares de pontos apresentados dos dois grupos
(JAIN; MURTY; FLYNN, 1999).

Existe na literatura inGmeras abordagens do agrupamento hierarquico aglomerativo
(TAN, 2009) que consistem basicamente em varia¢des do procedimento apresentado por Jain,
Murty e Flynn (1999) e Tan (2009). Na abordagem aglomerativa, para obtencdo de um
agrupamento, o algoritmo inicia considerando cada ponto como um grupo (cluster), e
sucessivamente grupos vdo sendo formados pela unido dos pontos mais proximos (TAN,
2009). O algoritmo pode ser resumido nas seguintes etapas:

a) Inicia-se com o calculo da matriz de proximidade, essa matriz é formada pela distancia
entre membros de um conjunto de objetos a ser agrupado.

b) Em seguida, um grupo é formado pela fusdo dos dois grupos que apresentem maior
grau de similaridade.

c) Novamente é realizado calculos na matriz, para atualizacdo dos dados, e as estruturas
mais relacionadas sdo fundidas em um grupo.

d) Esses passos sdo iterados até que todas as estruturas pertencam a um grupo.

Xu e Wunsch (2009) em seu trabalho sobre algoritmos para agrupamento apontam que
o Single Linkage, dentre outros algoritmos hierarquicos classicos, ndo apresentam um
desempenho satisfatorio no tratamento de uma quantidade elevada de dados. Os aspectos
relacionados a complexidade de ordem quadratica do algoritmo, tempo de execucdo, bem
como a quantidade de memdria de armazenamento requerida nos experimentos foram o0s

pontos avaliados pelos autores.
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Shao e colaboradores (2007) avaliaram o desempenho de vérios algoritmos de
agrupamento, que foram implementados em seu trabalho, na analise de trajetorias de uma
dindmica molecular e concluiram que o Single Linkage apresenta certa sensibilidade a ruidos

de forma que a presenca ou auséncia de um unico ponto pode afetar o agrupamento restante.

4.1.2.2 JARVIS PATRICK

Jarvis Patrick, ou vizinho mais proximo (nearest neighbors), ¢ um método de
agrupamento direcionado ao agrupamento de vizinhos que apresentem similaridade, ou seja,
um conjunto de pontos é considerado similar, se possuirem os mesmos vizinhos (JARVIS;
PATRICK, 1973; JAIN; MURTY; FLYNN, 1999). O conceito de similaridade é
fundamentado na ideia do compartilhamento de vizinhos proximos. Essa medida baseia-se na
quantidade de vizinhos mais proximos partilhados entre duas estruturas (amostras) (GOWDA,
KRISHNA, 1978). Nesse método, se a lista dos k vizinhos mais proximos entre dois pontos
de dados coincidem, entéo esses pontos séo considerados semelhantes (JARVIS; PATRICK,
1973). Contudo, essa medida de similaridade sé é valida se os préprios pontos testados
pertencessem a uma vizinhanga comum, evitando dessa forma que um numero pequeno de
pontos isolados seja agrupado em um grupo de densidade elevada (JARVIS; PATRICK,
1973). O algoritmo de agrupamento contempla as seguintes etapas:

a) Para cada ponto de um conjunto de dados {xi, Xa,..., Xn} sdo listados os k vizinhos
mais préximos usando uma medida de distancia, por exemplo, a distancia euclidiana.
Considerar cada ponto como seu proprio vizinho (vizinho zero), desta forma a
primeira entrada em cada linha da tabela vizinhanca € um rétulo indicando a qual lista

pertence (Figura 10).

b) No segundo passo é feita uma configuracdo da tabela de comprimento n com rotulos
inteiros, com cada entrada inicialmente definida para a primeira entrada da vizinhanca

correspondente (Figura 10).

c) Os pares de linhas vizinhas sdo testados pela substituicdo de ambas as entradas de
rotulo pelo menor das duas entradas existentes, se ambos 0s vizinhos zeros (o pontos
que estdo sendo testados) sdo encontrados em ambas as linhas de vizinhanca e existe

pelo menos o vizinho ki (ki € o limiar de similaridade) entre as duas linhas. Além
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disso, é feita uma substituicdo de todas as aparéncias da etiqueta superior (em toda a

etiqueta tabela) com o rétulo mais baixo se o teste acima for bem sucedido.

Figura 10 Lista e rétulos dos vizinhos mais proximos com entradas inteiras.

Tabela de  Tabela de vizinhanca

rotulos .. o
vizinho zero (o proprio ponto)
vizinho mais proximo
segundo vizinho mais proximo
k-enésimo vizinho mais proximo
1° rétulo | ... | linhal
(k+1
2réulo (2] | (20 | ..., | linha2
n .
n-¢simo E ‘ n‘ ‘ ...... ‘ n-¢sima linha

rotulo (rétulos iniciais)

Fonte: Adaptado de Jarvis e Patrick (1973).

d) Os grupos sob as k, k; selecdes sdo nesse momento indicados no rotulo idéntico dos

pontos z pertencentes aos grupos.

e) A nova iteracdo de k e k; podem ser realizadas simplesmente retornando a etapa b.

4.1.2.3 GROMOS

O Gromos agrupa estruturas com maior quantidade de vizinhos (estruturas séo
vizinhas se o critério de similaridade é satisfeito) de acordo com o valor de corte entre
vizinhos, além disso, trata-se de um algoritmo que utiliza o método hierarquico divisivo (van
der SPOEL, 2013). O método divisivo inicia-se considerando todos os pontos pertencentes a
um Unico agrupamento, e sucessivamente, subgrupos menores vao sendo formados pela
divisdo desses agrupamentos até que cada ponto esteja em seu préprio grupo (do VALE,
2005).
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Nesse agrupamento, duas estruturas sdo consideradas similares se possuem um valor
de RMSD < 0.1 nm, sendo esse considerado um critério de similaridade empregado pelo
Gromos, como descrito no trabalho de (DAURA et al., 1999) sobre peptideos. O algoritmo
segue as seguintes etapas:

a) Primeiro, a quantidade de vizinhos é determinada com base no critério de similaridade
entre estruturas;

b) O centro do conjunto inicial de estruturas é atribuido a estrutura que apresenta maior
namero de vizinhos, entdo as estruturas pertencentes a este grupo sdo removidas;

c) Posteriormente, é recalculado o nimero de vizinhos das estruturas restantes;

d) Novamente, o centro do segundo agrupamento é atribuido a estrutura com maior
quantidade de vizinhos e as estruturas restantes deste conjunto também séo removidas.

e) Essas etapas sdo repetidas até que todas as estruturas pertencam a algum grupo.

Um problema relatado por Daura e colaboradores (1999) ao empregar o algoritmo
Gromos é que nos resultados é possivel a ocorréncia de grupos que apresentem apenas uma
estrutura. Algo semelhante também foi observado por Torda e colaboradores (1994) ao
comparar os resultados de experimentos utilizando os algoritmos (hierarquico divisivo e 0

Single Linkage) para o agrupamento de conformag6es numa dindmica molecular.

4.2 AUTODOCK VINA

O AutoDock Vina é um programa de docagem molecular e triagem virtual. E a verséo
mais recente do anterior AutoDock 4 (MORRIS et al., 2009), apresentando dessa forma
resultados mais precisos em relacdo as previsdes de encaixe (TROTT; OLSON, 2010). Na
execucdo da docagem molecular, inicialmente, sdo configuradas informacdes sobre 0s nomes
do receptor e ligante e o local onde serdo salvos os resultados. Posteriormente sdo definidos o
tamanho da caixa e suas respectivas coordenadas do centro (SEUS, 2014). O passo seguinte é
a execucdo do experimento de docagem molecular, onde séo testadas as interacdes receptor-
ligante para uma regido predefinida na molécula receptora como pode ser observado na Figura

11. Como saida, o programa gera os melhores resultados obtidos da etapa anterior.
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Figura 11 Representacdo da regido especifica da proteina escolhida para execugdo dos experimentos de
docagem. No centro tem-se a caixa de docagem no qual o ligante seré testado no receptor-alvo. A figura foi
gerada no Chimera.

Fonte: Autoria propria.

4.3 FRAMEWORK PARA TRIAGEM VIRTUAL

Os scripts utilizados nos experimentos de docagem molecular foram gerados a partir
de um framework de triagem virtual desenvolvido por Seus (2014). Inicialmente séo definidos
os locais onde estdo os arquivos da molécula receptora e o ligante. Na configuracdo da caixa
sdo atribuidas as dimensdes e suas coordenadas do centro. Apds essas configuracdes 0s
scripts sdo gerados selecionando-se a opc¢do generate script na interface do framework
(Figura 12). Com a execucdo dos scripts sdo obtidos dados referentes a FEB de cada

experimento de docagem molecular.
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Figura 12 Interface do framework utilizado para a geracdo dos scripts de docagem molecular.
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Fonte: Seus (2014)

4.4 SOFTWARE LIGPLOT

O LigPlot é um software para analise da interacdo entre receptor e ligante. O LigPlot gera
arquivos com representaces graficas bidimensionais (2D) (Figura 13) de complexos
proteina-ligante com base nas coordenadas tridimensionais (3D) de um arquivo PDB. Esses
arquivos possuem informacdes sobre as interaces intermoleculares, contatos hidrofobicos,
bem como as ligacbes hidrogénio e acessibilidades atdmicas (WALLACE; LASKOWSKI;
THORNTON, 1995). Detalhes do algoritmo podem ser encontrados em Wallace e
colaboradores (2005).
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Figura 13 Representacdo em 2D das interagBes proteina-ligante durante a docagem molecular. Ligacdes de
hidrogénio estéo indicadas por uma linha verde tracejada entre os &tomos envolvidos. Os contatos hidrofdbicos
sdo representados por um semicirculo com raios vermelho irradiando para os atomos do ligante NUNLO2 que
entram em contato. A figura foi gerada usando o programa LigPlot.
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(25|

Asn 719

Thr91

Fonte: Autoria propria.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO: SIMULACAO POR DINAMICA MOLECULAR

Neste capitulo os resultados obtidos da simulacdo de dindAmica molecular da proteina
da bomba de efluxo AcrB serdo descritos. Os parametros empregados na simulacdo sdo
explicados. A analise da dindmica compreendeu duas secGes. A primeira é voltada para
analise das propriedades termodindmicas do sistema. A segunda teve como finalidade
verificar aspectos relacionados a estrutura da proteina, como compacidade (raio de giro), o
quanto a estrutura final desviou da estrutura inicial (RMSD), além das flutuagdes dos residuos
no decorrer do tempo (RMSF).

5.1 DETALHES DA SIMULACAO

Utilizando a ferramenta GROMACS versdao 4.5.7, compilada com precisdo dupla
(BERENDSEN et al., 1995; PRONK et al., 2013) na plataforma Linux (sistema operacional
Ubuntu 12.04), foi simulada a dindmica molecular da proteina AcrB, de bomba de efluxo,
cuja estrutura inicial foi obtida no Protein Data Bank (Codigo PDB: 1IWG). Essa simulacéo
de 50 ns (1ns = 1000 ps e 1ps = 10™'%s), correspondem a 25.000 diferentes estruturas da
proteina armazenadas a cada 2ps de simulacao, o que gerou 500 GB de dados e despendeu em
torno de 90 dias de execucdo em um Servidor Dell Xeon 3.06 MHZ com 12 GB de RAM. A
simulacdo realizada pode ser divida em seis principais etapas:

1. Configuracao do sistema: A preparacdo do sistema é uma das etapas da simulagéo que
merecem atencdo especial, pois deve ser analisado se ndo possui residuos e/ou atomos
ausentes. Em seguida € realizada a geracao da topologia, a topologia € um arquivo que
contém todas as informagbes necessarias para definir a molécula dentro de uma
simulacdo. Estas informacgdes incluem parametros como: tipos de atomos, angulos e
diedros. Apds o processamento da estrutura foi escolhido neste trabalho o campo de
forca GROMOS96 53a6 (van GUNSTEREN, 1994; OOSTENBRINK et al, 2004). A
caixa de simulac&o foi gerada utilizando uma distancia de 1 A entre o soluto e a caixa.
Com uma temperatura inicial de 299.931 K.

2. Solvatacdo: Feitas todas as configuracdes iniciais no sistema a estrutura da AcrB foi
entdo inserida a uma distancia de 1nm a partir da borda da caixa para ser solvatada. A
caixa cubica foi preenchida com um solvente pela execucdo do genbox e aplicado o
modelo de agua de d4gua SPC (Simple Point Charge) (BERENDSEN et al, 1981). O

sistema possui um total de 347.933 4tomos.
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3. Minimizagdo: Executar uma minimizacdo de energia (EM) no sistema é util para
assegurar que esse ndo apresente, por exemplo, geometria inadequada, contatos ruins
(oriundos do processo de solvatacdo) ou para tentar resolver problemas estruturais
originarios da fase de configuracdo do sistema. Com a finalidade de evitar tais
problemas a estrutura é relaxada no processo de minimizacdo de energia antes de
tentar aquecer o sistema. Ou seja, 0 sistema precisa estar estavel o suficiente para que
seja executada a simulacdo. A minimizagdo ocorreu em duas fases. Na primeira foi
realizada uma pré-minimizacdo da estrutura a vacuo (sem solvente). A segunda pré-
minimizagao ocorreu na presenca do solvente. Com o sistema solvatado e a proteina
carregada foram adicionados ions ao sistema (uma substituicdo das moléculas de dgua
por ions no arquivo de topologia). Ao término dessas etapas foi realizada mais uma
minimizagao de energia.

4. Equilibragdo: Para comegar a dindmica foi necessario equilibrar o solvente e os ions
em torno da proteina. A simulagéo foi realizada a uma temperatura constante (310 K),
assim que se chegou a temperatura esperada (com base em energias cinéticas), foi
aplicada pressdo no sistema para que esse atingisse a densidade adequada. O equilibrio
foi realizado em duas fases sob o conjunto desejado (NVT, NPT). A primeira fase
ocorreu sob um conjunto NVT (nimero de particulas constante, volume e
temperatura). O equilibrio da presséo foi conduzido sob um conjunto NPT em que o
namero de particulas, pressdo e temperatura sdo constantes, se assemelhando dessa
forma com as condigdes experimentais.

5. Dinamica: Apoés a conclusédo das duas fases de equilibrio, com a temperatura e pressdo
estabilizadas, o sistema encontrava-se em condi¢fes adequadas para que fosse
executada a DM, chamada fase de producdo. Um passo de tempo de 2 fs foi usado
para a integracdo das equacdes de movimento

6. Analise da Dinamica: Essa fase compreende analise dos dados gerados na fase de
execucdo da dinamica. Tais analises sdo necessarias para verificar se a simulacdo
ocorreu como esperada. Para isso, foram gerados graficos da densidade, temperatura,
energia total, raio de giro da molécula, desvio médio quadratico (RMSD) da estrutura
ao longo da simulacdo e a flutuacdo média de cada aminoacido (RMSF) no decorrer
do tempo. As andlises correspondem apenas a fase de producdo da dindmica e, foram

realizadas utilizando o pacote de ferramentas disponiveis no GROMACS.
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5.2 ANALISE DA SIMULACAO

O GROMACS fornece vérias ferramentas para que sejam realizadas analises sobre a
qualidade da simulacdo de DM. Nesse trabalho foi realizada uma anélise do sistema
(verificando as propriedades termodinamicas) e da proteina. Uma propriedade considerada
importante para se analisar ao término de uma simulacdo de DM consiste em verificar a
estabilidade da proteina (estrutura final da dindmica) e se essa é compativel a estrutura
experimental obtida no Protein Data Bank (van der SPOEL, 2013).

5.2.1 ANALISE DO SISTEMA

A verificacdo das propriedades termodindmicas do sistema pode ser realizada por
meio do modulo g_energy, no qual dados sdo extraidos de um arquivo que contem todos os
termos de energia acumuladas durante a fase de minimizacdo. As propriedades relacionadas a
densidade, temperatura e energia total do sistema foram investigadas. Para ambos os graficos
foi selecionado a cadeia principal (backbone) para os célculos. Os dados foram coletados
usando precisdo dupla e os graficos gerados pelo GNU Octave (EATON; BATEMAN;
HAUBER, 2009). Monitorando a convergéncia do grafico, os valores de densidade (Figura

14) mostram-se estaveis no decorrer do tempo, indicando que o sistema esta bem equilibrado.

Figura 14 Gréfico da densidade do sistema relativo a fase de producéo da dindmica.
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Fonte: Autoria propria.
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Na Figura 15, analisando a progressao da temperatura do sistema, percebe-se que esta
atinge rapidamente 310 K, considerando-se os valores bem proximos de zero, oscilando em

torno dessa constante durante o resto da simulagéo.

Figura 15 Grafico da temperatura em funcéo do tempo de simulago.
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A Figura 16 apresenta resultados da energia total do sistema. Inicialmente ha um

aumento da energia, mas esta se estabiliza em torno de uma constante mostrando dessa forma

que o sistema é energeticamente estavel no decorrer de toda a simulacéo.

Figura 16 Grafico da energia total da proteina mostrando uma estabilidade energética do sistema em torno de
uma constante.
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5.2.2 ANALISE DA PROTEINA

A convergéncia do raio de giro (RG- radius of gyration) foi analisada usando a
ferramenta g_gyrate do pacote GROMACS. O raio de giro mede a compacidade de uma
estrutura e € calculado pela formula:

R, = (ZZ“—m”)l/2 (5.2.2.1)
em que m; é a massa do atomo i e r; representa a posicao do atomo i com relagdo ao centro de
massa da molécula. Se a proteina é dobrada, isto vai manter um valor relativamente constante
de RG. Por outro lado, se a proteina desdobra, o seu RG vai mudar ao longo do tempo. Ao
longo da simulacdo percebe-se que houve um decaimento do valor do RG da proteina apés
aproximadamente 5000ps e um novo decaimento por volta de15000ps, se estabilizando em
torno de 30000ps (Figura 17). Esse declinio pode indicar que a proteina sofreu alguma
modificacdo de enovelamento em relagdo a estrutura inicial, esse comportamento é visivel ao

analisar a energia livre de superficie (se¢éo 5.3).

Figura 17 Grafico do raio de giro da estrutura terciaria da AcrB em funcdo do tempo. Os célculos foram
realizados utilizando o conjunto de 4&tomos da cadeia principal.
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Fonte: Autoria propria.

O RMSD é uma medida de distancia entre atomos, que calcula o quanto uma estrutura
desvia da posicédo original no decorrer da simulacéo e é dado pela equacao:
1oN (= - 2 Y2
RMSD e,y = [+ 2017 (t0) — 7i(t) 2] (5222)

N € o numero de pares de atomos, ri(t) € a posi¢do do atomo i no tempo t (normalmente a

estrutura inicial).
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O RMSD também pode ser utilizado como indicador de convergéncia da estrutura no
sentido do estado de equilibrio. Por ser uma medida de distancia tende a ser mais significativo
para valores baixos, sugerindo que para valores de RMSD muito pequenos a estrutura obtida
na simulacdo e a inicial tendem a ser similares. Ele € calculado utilizando o programa g_rms.
Foi executada uma sobreposicdo de cada estrutura obtida ao término da DM com a estrutura

inicial e dessa forma o RMSD foi calculado (Figura 18).

Figura 18 Gréafico do desvio quadratico médio da AcrB em relacdo a estrutura inicial. O grafico mostra a
convergéncia do RMSD no decorrer da simulacéo. Os calculos foram realizados utilizando o conjunto de a&tomos
da cadeia principal.
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Fonte: Autoria propria.

A partir do gréafico pode-se notar um aumento, até os 5ns de simulacdo, da distancia
entre a estrutura da cadeia principal e a estrutura de inicial. A simulacdo mostra-se estavel
apos aproximadamente 30000ps indicando que o RMSD atinge um valor em torno de 0.9
angstrons, sugerindo que a estrutura pode ainda estar progredindo para seu estado de
equilibrio. Para verificar isso seria interessante que esta simulacdo fosse estendida por mais
tempo.

Para um melhor entendimento da flexibilidade da proteina estudada é necessario que
outras analises sejam realizadas, principalmente relacionadas com possiveis regides de
ligacdo. As regides de ligacdo, ou sitios ativos, correspondem aos locais aonde os ligantes
(pequenas moléculas ou inibidores) véo se ligar de forma a inibir a funcéo desta proteina. Ou
seja, uma analise especifica desta regido é de fundamental importancia para o estudo e busca

de novos farmacos para inibi¢do das bombas de efluxo.
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O GROMACS possui um programa chamado g_rmsf, que permite a visualizagcéo dos
residuos da proteina com maior flutuacdo no decorrer do tempo de simula¢do. Esse programa
computa para cada residuo a flutuacéo sobre sua posicdo média, possibilitando a visualizagdo
das regibes da proteina que apresentaram maior flexibilidade durante a DM, que
correspondem aos fatores de temperatura (ou b-factors) (Figura 20), bem como investigar se
o0s resultados da dindmica sdo compativeis com a estrutura cristalografica. O RMSF (root

mean-square fluctuation) € calculado usando a seguinte formula:

1/
RMSF; = [23T _lln(t) =7 |1?] (5.2.2.3)

tj=
O RMSF é uma medida de desvio entre a posicao de particula i e alguma posicdo de

referéncia em que T € o tempo durante o qual se quer para a média e riref

é a posicdo de
referéncia da particula i.

Para esse trabalho foi calculado a flutuagdo media RMSF para os residuos da proteina.
Na medicdo do RMSF foi considerada cadeia principal cujos calculos foram realizados por
residuo, além disso, os frames iniciais e finais foram mantidos, como pode ser observado na

Figura 19.

Figura 19 O gréafico mostra o desvio quadratico médio de cada um dos 1049 residuos da 1IWG ao longo da
simulacdo usando o conjunto de a&tomos da cadeia principal.
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Fonte: Autoria propria.
O gréfico indica algumas regides que apresentaram maiores oscilacdes durante a DM,

que estdo localizados principalmente nas extremidades e ao redor do residuo 250 (Gly 221 e

Thr 222). A regido entre os residuos 400 e 600 apresentam também quatro picos de
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flexibilidade (Glu 423, Gls 424, Thr 524 e His 524). O resultado pode indicar que tais

residuos tenham desviado muito da posicdo média em relacdo aos demais.

Figura 20 Representacdo dos fatores de temperatura (b-factor) da proteina AcrB utilizando o Chimera. Regifes
de cor vermelha representam os locais mais flexiveis, 0 amarelo de baixa deformacdo enquanto que o azul sao os
locais relativamente os mais rigidos.
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A Figura 19 mostra em quais regides da proteina estdo localizados os residuos que
apresentaram maior flexibilidade durante a simulagdo. Pode-se perceber com base nas Figuras
19 e 20 que as alcas possuem maior flexibilidade (entre os residuos 400 e 600). Os residuos
com maior flexibilidade estdo localizados num loop (Leu 219 até o Ala 232) e nas
extremidades (Asp 7, Arg 8, Pro 9, Arg 1035 e Lys 1036).

A flexibilidade das proteinas esta diretamente relacionada com as diversas funcoes
biologicas que estas podem desempenhar, possibilitando que mudangas conformacionais
ocorram através de interacbes com outras proteinas ou por modificacdes em seu ambiente
celular (TEILUM et al., 2009). Essa flexibilidade permite que a proteina se adapte a diferentes
ligantes (TEILUM et al., 2009), que tem implicacdes no descobrimento de drogas (TEAGUE,
2003).
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5.3 ENERGIA LIVRE DE SUPERFICIE (FEL)

Energia livre de superficie (FEL- free energy landscape) pode ser estimada através da
equacao descrita por Lambrughi e colaboradores (2012). A partir de uma amostra da trajetoria
da DM da AcrB executada foi calculada uma representacéo da FEL. A representagdo da FEL
possibilita a visualizagcdo dos vales, que mostram os locais onde a energia € minima, e 0s

picos de energia percorridos pela proteina no decorrer da simulacdo de DM (Figura 21).

Figura 21 Representacdo em 3-DimensGes da energia livre de superficie (em kcal/mol) baseado na energia livre
de Gibbs. A figura foi gerada usando o software Mathematica.

RMSD da Estrutura Média

10

Energia Livre de Gibbs

0 It L L .

3.6 Raio de Giro 22 3

Fonte: Autoria propria.

Inicialmente, foram removidos os efeitos de periodicidade (a proteina foi centralizada
na caixa usando o médulo trjconv), em seguida efetuados calculos do raio de giro e do RMSD
em relacdo a estrutura média (a estrutura média foi gerada executando o g_rmsf e usando nos
calculos o conjunto de atomos relativos a proteina) para representar a variabilidade
conformacional da proteina. Os célculos da FEL foram realizados por meio do programa
g_sham. Para gerar um arquivo de entrada para g_sham com varias colunas, sendo que cada
coluna representa uma coordenada diferente foi utilizado um script®. Nesse arquivo de
entrada, a primeira coluna representa o tempo, a segunda possui os valores de raio de giro e a
terceira os valores de RMSD referente a estrutura média. A saida do g_sham foi usada para
produzir graficos de contorno 2D (Figura 22), para selecionar as estruturas com energia mais

negativa.

* http://nmr.chem.uu.nl/~adrien/course/molmod/analysis2.html



http://nmr.chem.uu.nl/~adrien/course/molmod/analysis2.html
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Figura 22 Representacdo em 2-dimenses da energia livre de superficie do raio de giro (eixo x) e do RMSD da
estrutura média (eixo y). Regides em roxo e azul escuro representam os locais de energia minima. A energia
livre é dada em kcal/mol. A figura foi gerada usando o software Mathematica.
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Fonte: Autoria prépria.

As Figuras 21 e 22 mostram a energia livre de superficie do raio de giro e RMSD da
estrutura média em relacdo a energia livre de Gibbs. Para uma melhor compreensdo da FEL
foram selecionados modelos estruturais da trajetoria da DM dos estados que apresentaram
energia minima (Figura 21), ou seja, das regides mais escuras da FEL (Figura 21 e 20) que

correspondem aos vales de baixo valor energético na Figura 23.
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Figura 23 (A-C) Sobreposicdes de trés estruturas representativas (em magenta), dos locais de energia minima,
com a estrutura inicial (em ciano) da AcrB. As figuras foram geradas no Chimera.

Fonte: Autoria propria.

Usando o conjunto de atomos da cadeia principal e a estrutura inicial foi realizada
uma sobreposicdo de trés estruturas (aquelas que apresentavam valores energéticos minimos)
usando o médulo g_confrms implementado no GROMACS. Percebe-se que houve mudanca
estrutural em cada uma das trés conformac6es, que podem ser verificados pelos valores de
RMSD referente a cada experimento de sopreposi¢do executado (Figura 23-(A) 0.35 nm, (B)
0.73 nme (C) 0.89 nm).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO: AGRUPAMENTOS

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos pela execucéo dos
experimentos de agrupamento. As analises dos agrupamentos sdo descritas de acordo com o
método de agrupamento de estruturas utilizado. E apresentado o critério de similaridade usado
para uma estrutura pertencer a determinado grupo. Os parametros utilizados nos experimentos

e como as trajetorias reduzidas foram geradas também séo expostos.

6.1 DETALHES DOS AGRUPAMENTOS

Os primeiros agrupamentos foram realizados usando apenas o conjunto de atomos da
cadeia principal com a finalidade de compreender os resultados gerados. Durante o processo
de execucdo dos agrupamentos pelo GROMACS a ferramenta g_cluster retornava uma
mensagem de erro no qual a memoria do servidor ndo era suficiente para alocacdo da
trajetoria completa (400GB), ocorrendo uma falha de segmentacdo. Esse problema foi
detectado pelo programa e consequentemente os calculos de RMSD foram interrompidos.
Além disso, como o tempo requerido para o processamento da trajetdria era grande para cada
agrupamento, foi necessario uma reducdo dos dados. Para manipular o arquivo de trajetoria da
DM nos experimentos de agrupamento foram gerados trés arquivos reduzidos da trajetdria

original.

6.1.1 CRITERIO DE SIMILARIDADE

Simulacbes de DM normalmente geram como resultados milhares de estruturas
(TORDA,; van GUNSTEREN, 1994; FOGALARI et al., 2012), e uma forma de reduzir essa
quantidade de dados para analise consiste em aplicar algoritmos que agrupamento das
estruturas mais semelhantes.

Nessa andlise, em geral, sdo identificadas as conformag6es que ocorreram com maior
frequéncia. Para isso € necessario uma matriz de similaridade entre essas estruturas, baseado
na distancia entre elas (TORDA; van GUNSTEREN, 1994). Nos experimentos de
agrupamentos empregados nesse trabalho foi utilizado o valor do RMSD como medida
(critério) de similaridade entre duas estruturas de proteinas. Assim, a distancia RMSD é
calculada atomo por atomo para cada par de estruturas de um conjunto de entrada.

Considerando uma trajetéria com N. = 1.000 estruturas tem-se um total de 499.500

calculos de RMSD que servem como entradas na matriz de similaridade para um conjunto de
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atomos da proteina. O tamanho da matriz de similaridade é discutido em Torda e Van

Gunsteren (1994) utilizando a férmula:

Tmatriz = (~2 ) 6.1.1.1

6.1.2  GERAGCAO DAS TRAJETORIAS SIMPLIFICADAS

Para a primeira trajetdria, as conformac6es foram extraidas a cada 50ps do arquivo
que continha a trajetéria de 50ns, o que gerou um conjunto de 1.000 estruturas para serem
utilizadas nos experimentos de agrupamento. Foram criadas outras duas trajetérias
simplificadas com 2.500 e 5.000 estruturas de proteinas extraidas em intervalos de 20ps em
20ps e 10ps em 10ps respectivamente. Para cada trajetoria foi necessario (a) centralizar a
proteina na caixa, evitando que ‘“saltos” ocorridos durante a simulagdo interferissem nos
resultados dos agrupamentos. Nos arquivos de trajetéria, todas (b) as conformacgdes geradas
ao longo da simulacdo foram sobrepostas com base na estrutura de referéncia para o célculo

do RMSD usando agora os atomos da proteina.

6.1.3 AUTOMATIZACAO DOS EXPERIMENTOS DE AGRUPAMENTO

Com a finalidade de automatizar a execucdo dos experimentos foram criados scripts
especificos para cada algoritmo de agrupamento. Todos 0s scripts executavam nove
agrupamentos (pois foram usados nove valores de RMSD), e sdo compostos por: (a) um
arquivo de topologia, (b) a trajetoria da DM, (c¢) o método de agrupamento e (d) o valor do
RMSD (critério de similaridade). Ao término dos agrupamentos sdo obtidos os seguintes
arquivos para posteriores analises: um arquivo contendo informacdes de todas as opcoes
usadas nos agrupamentos e detalhes de todos 0s grupos e seus respectivos membros, a matriz

RMSD bem como um arquivo contendo a estrutura central de cada grupo gerado.

6.2 ANALISE DOS AGRUPAMENTOS

Foram realizados inicialmente 27 experimentos de agrupamento aplicados para cada
algoritmo, totalizando 81 agrupamentos para analises. Os agrupamentos dos dados gerados
pela simulacdo de DM foram de tamanhos diferentes, variando desde a um grupo gque possuia
todas as conformac@es até grupos com apenas um membro, o que foi observado para os trés

algoritmos, mas principalmente para os métodos Single Linkage e Jarvis Patrick.
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Para compreender os resultados gerados pelos algoritmos de agrupamento Gromos,
Single Linkage, Jarvis Patrick foi realizado um conjunto de testes. Os algoritmos de
agrupamento utilizados ndo tem implementado nenhum critério de validagdo da qualidade dos
agrupamentos, por esse motivo 0S grupos em que as estruturas estdo bem distribuidas
(evitando-se resultados em que grupos séo formados por apenas uma estrutura, por exemplo)
serdo selecionados para a docagem molecular.

Para cada par de estruturas o RMSD foi calculado utilizando o conjunto de 4tomos da
cadeia principal selecionando-se como saida os atomos da proteina. Como ponto de partida, 0
valor 0.1 nm para o RMSD foi usado como critério de similaridade entre duas estruturas de
proteinas, como descrito no trabalho de Daura e colaboradores (1999). Problemas
relacionados com o tempo de execugédo dos agrupamentos (cada agrupamento despende cerca
de 50 minutos para ser finalizado), e a obtencdo de varios grupos que continham apenas uma,
ou poucas estruturas foram encontradas, como também relatado por Daura et al. (1999) e
Torda e van Gunsteren (1994). Os resultados dos testes de agrupamentos encontram-se

resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 Agrupamentos gerados usando trés trajetdrias reduzidas. Em negrito os resultados de agrupamentos
considerados mais significativos. Cada valor na tabela corresponde ao total de grupos obtidos nos testes de
agrupamento.

1.000 estruturas 2.500 estruturas 5.000 estruturas
RMSD : - - - - -
(nm) Gromos S_lngle Jar\{ls Gromos $|ngle Jar\{ls Gromos S_.lngle Jar\{ls
Linkage  Patrick Linkage  Patrick Linkage  Patrick
0.10 1000 1000 1000 2500 2500 2500 5000 873 5000
0.15 757 724 1000 696 93 2014 729 1 618
0.20 134 5 195 149 1 4 157 1 5
0.25 39 2 3 43 1 3 47 1 4
0.30 17 1 2 17 1 2 15 1 3
0.35 7 1 1 9 1 1 9 1 3
0.40 6 1 1 7 1 1 7 1 3
0.45 5 1 1 5 1 1 5 1 3
0.50 4 1 1 4 1 1 4 1 3

Fonte: Autoria propria.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2 o algoritmo de agrupamento
que apresentou os melhores resultados em relagdo ao nimero de grupos e, total de estruturas
em cada grupo foi o algoritmo Gromos, para todas as trajetorias reduzidas consideradas
(1.000, 2.500 e 5.000). Os algoritmos de agrupamentos Single Linkage e Jarvis Patrick
apresentaram resultados mais significativos para valores de RMSD menores que 0.25 A. Para

RMSD inferiores a 0.10 A os algoritmos de agrupamento tendem a gerar apenas um grupo
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formado por todas as estruturas. Descricdo mais detalhadas dos experimentos encontram-se
nas sec¢des subsequentes.

Para validacdo dos agrupamentos selecionou-se a estrutura mais representativa de cada
grupo. Essa estrutura é aquela que possui 0 menor valor de RMSD entre as demais estruturas
do grupo (estrutura central) (SHAO et al., 2007). Para cada algoritmo utilizado, foram
considerados para analises apenas 0s agrupamentos em que as estruturas estavam melhores
distribuidas. Agrupamentos com muitos grupos de apenas uma estrutura e/ou com a maioria

das estruturas em um Unico grupo nao serdo detalhados.

6.2.1 GROMOS

O Gromos apresentou comportamento similar nos resultados dos agrupamentos
aplicados as trés trajetorias (Tabela 2). No primeiro caso, considerando um conjunto de 1.000
estruturas, em 0.10 nm, os grupos sdo formados por apenas uma estrutura resultando em 1.000
grupos. Para um RMSD de 0.15 nm o algoritmo gerou um total de 757 grupos, desse
resultado nenhum grupo era povoado por mais de cinco estruturas e 590 grupos eram
formados por apenas uma estrutura. Na Tabela 3 € descrito os agrupamentos referentes ao
conjunto de dados de 1.000 estruturas, onde sdo apresentados para cada resultado o nimero de

estruturas que cada grupo possuli.

Tabela 3 Resultados do agrupamento usando o algoritmo Gromos para uma trajetéria de 1.000 estruturas. Na
primeira coluna a quantidade de grupos formados de acordo com o valor de RMSD descrito na Tabela 2. A
segunda coluna apresenta o total de estruturas em cada grupo.

RMSD Numero de

(nm) Grupos Estruturas

0.20 134 41-33-30-27-26-26-24-23-20-20-3%(19)-3x(18)-3x(16)-3x(14)-13-12-12-11-11-10-
' 10-5x(9)-9x(8)-12x(7)-10x(6)-10x(5)-11x(4)-9x(3)-12x(2)-25x(1)

0.25 39 192-105-76-58-57-52-44-44-38-33-26-24-23-21-19-19-18-17-16-15-15-13-12-11-9-
' 8-8-7-5-3-3-2-2-6x(1)

0.30 17 310-247-135-100-54-49-33-29-20-7-4-3-3-2-2-2-1

0.35 7 416-313-174-48-23-15-12

0.40 6 665-265-37-14-12-8

0.45 5 874-119-3-3-2

0.50 4 882-117-1-1

Fonte: Autoria prépria.

Com um RMSD de 0.20 nm, um total de 134 grupos foi encontrado, apenas 29 possuia
mais que 10 estruturas e 25 grupos apenas uma. Com o aumento dos valores de RMSD vao

sendo formados varios aglomerados povoados por mais estruturas. Entre 0.25 e 0.40 nm,



65

houve uma reducgéo na quantidade de grupos formados por poucas estruturas, como pode ser
observado na Tabela 3 a partir da linha 4. Dos 7 grupos gerados apenas um possuia menos de
10 estruturas e dois mais que 100. Com RMSD de 0.45 e 0.50 nm os resultados dos
agrupamentos foram semelhantes. No primeiro, foi encontrado dois grupos superpopulosos
(acima de 100 estruturas), enquanto os demais possuiam 37, 14,12 e 8 estruturas. Esse fato
também foi reportado por Shao et al. (2007) ao avaliar o desempenho de uma série de
algoritmos de agrupamentos aplicados a trajetorias de DM.

Em resumo, aplicando o método Gromos de agrupamento os resultados sugerem que
para valores de RMSD muito pequeno (inferior a 0.10 nm) obtém-se um niimero muito grande
de grupos constituidos por poucas estruturas. Inicialmente, sdo formados grupos bem
populosos e a quantidade de conformagdes que se juntam aos novos grupos vao aumentando a
medida que o valor de RMSD ¢ aumentado. Para as demais trajetorias (2.500 e 5.000) o

comportamento foi semelhante, em virtude disso ndo seréo discutidos nesse trabalho.

6.2.2 SINGLE LINKAGE

Para as trés trajetorias reduzidas o Single Linkage nao apresentou resultados
significativos considerando-se os vales de RMSD especificados na Tabela 2. Contudo, de 0.15
a 0.20 nm observou-se a formacao inicial de grupos com muitas estruturas. Assim, foram
executados testes mais refinados de agrupamentos utilizando valores de corte de RMSD
variando de 0.170 a 0.195 nm, como mostrado na Tabela 4, aplicados as trajetorias de 1.000 e
2.500 estruturas. Tentativas para a trajetoria de 5.000 estruturas foram feitas, mas o programa
ndo finalizou os célculos referentes ao RMSD por falha de segmentacdo. Foram conduzidos
testes considerando valores inferiores a 0.170 nm, contudo o algoritmo apresenta uma
tendéncia em gerar grupos formados por apenas uma estrutura. Aqui serdo apresentados
apenas 0s resultados a partir de 0.170 nm.

Tabela 4 Resultado do agrupamento usando o método Single Linkage para valores de RMSD entre 0.170 e
0.195nm. Os valores destacados representam resultados mais significativos.

RMSD (nm) 1.000 estruturas  2.500 estruturas

0.170 151 5
0.175 97 4
0.180 59 2
0.185 34 2
0.190 16 1
0.195 9 1

Fonte: Autoria prépria.
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Analisando o primeiro resultado (151 grupos) da Tabela 5 percebe-se uma grande
quantidade de grupos que possui apenas uma estrutura (59 grupos) e 12 formados por mais de
10 estruturas. Nas proximas linhas da tabela o0 nimero de grupos povoados por uma estrutura
vai diminuindo, mas ainda assim n&o apresenta resultados tdo significativos como o Gromos.

No ultimo resultado, dos 9 grupos formados 4 possuem apenas uma estrutura.

Tabela 5 Resultados do agrupamento usando o método Single Linkage para uma trajetéria de 1.000 estruturas.

RMSD Ndmero de Total de estruturas

(nm) grupos

0.170 151 184-129-48-42-33-30-26-25-26-14-11-10-9-3x(8)-7-8X(6)- 11X (5)-6x(4)- 14X (3)-
' 26x(2)-59x(1)

0175 o7 318-134-61-48-33-32-27-22-19-15-14-11-9-3x(8)-5x(7)-8x(6)-6X(5)-6X(4)-12X(3)-
' 11x(2)-30x(1)

0.180 59 621-70-39-20-20-16-14-13-10-9-3x(8)-5x(7)-3x(6)-4x(5)-3x(4)-8X(3)-4x(2)-17x(1)

0.185 34 711-57-44-20-18-14-13-11-10-10-8-8-7-7-6-6-5-4-3%(3)-2-2-9x(1)

0.190 16 714-92-55-48-42-16-15-8-3-3-6x(1)

0.195 9 714-210-41-29-3-4x(1)

Fonte: Autoria propria.

Uma inspec¢éo do arquivo que contem todas as informag6es dos agrupamentos mostrou
uma tendéncia de grupos serem formados com valores de RMSD superiores aos mostrados na
Tabela 2. Por exemplo, foi formado um grupo contendo 711 estruturas, com RMSD médio de
0.343 nm. Assim, quanto maior o RMSD mais populosos sdo 0s grupos, visto que para um
RMSD meédio de 0.167 nm foi formado um grupo contendo apenas 3 estruturas. Assim, de
acordo com a tabela, para valores muito pequenos de RMSD o comportamento é de gerar
grupos pouco povoados.

Para a trajetdria com 2.500 estruturas ndo foram identificados resultados satisfatorios.
Para os valores iniciais de RMSD (0.170 e 0.175 nm) eram formados de dois a trés grupos
superpopulosos enguanto 0s demais possuiam apenas uma estrutura. Nos valores
subsequentes ocorriam de forma semelhante até obtencdo de apenas um grupo contendo todas
as conformac@es. Em virtude disso, ndo foi selecionado nenhum resultado da segunda coluna
da Tabela 5 para uso nos experimentos de docagem molecular.

Apesar de se poder trabalhar com grupos de tamanhos diversificados, o algoritmo
Single Linkage apresenta resultados ruins para grupos nos quais 0S pontos sdo muito
proximos (SHAO et al., 2007), o que foi observado para valores de RMSD inferiores a 0.167

nm, nos quais foram formados muitos grupos contendo poucas estruturas, em geral até oito.
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Assim como o Gromos, 0 Single Linkage também tende a produzir aglomerados Unicos
(SHAO et al., 2007).

6.2.3 JARVIS PATRICK

Na Tabela 2, considerando um valor de corte de 0.20 nm em um arquivo com 1.000
estruturas foi obtido 195 grupos, sendo que 175 grupos possuiam apenas uma estrutura, e 0S
restantes 13 membros ou menos. Comportamento semelhante foi observado para as outras
duas trajetdrias. Em 0.30 nm foram formados trés grupos com uma distribuicdo satisfatoria
das conformacdes. Todas possuiam uma quantidade estruturas superiores a 800. O método de
agrupamento Jarvis Patrick foi aplicado novamente a dois conjuntos de dados que continham
1.000 e 2.500 estruturas de proteinas, visto que para os valores de RMSD especificados na
Tabela 2 esse método ndo apresentou resultados satisfatorios.

Para 0 novo experimento de agrupamento foi considerado o conjunto de atomos da
proteina e os valores de corte ¢ mais refinado variando de 0.170 a 0.195 nm (Tabela 6).
Semelhante ao agrupamento usando o metodo Single Linkage foi utilizado nesse experimento
valores de RMSD inferiores a 0.150 nm (dados ndo apresentados), contudo sdo mostrados

apenas resultados a partir de 0.170 nm.

Tabela 6 Resultado do agrupamento usando o método Jarvis Patrick para valores de RMSD de 0.170 a 0.195
nm. O valor destacado representa o resultado mais significativo desses agrupamentos.

RMSD (hm) 1.000 estruturas  2.500 estruturas

0.170 885 376
0.175 701 205
0.180 529 110
0.185 410 49

0.190 337 24

0.195 258 9

Fonte: Autoria propria.

No primeiro caso (Tabela 7), considerando um valor de RMSD de 0.170 nm, 255
grupos possuem apenas uma estrutura de um total de 376, ndo sendo esse considerado um
resultado relevante para os experimentos de docagem molecular assim como para o segundo

resultado.
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Tabela 7 Resultados do agrupamento usando o método Jarvis Patrick para uma trajetéria de 2.500 estruturas.

RMSD Ndmero Total de estruturas

(nm) de grupos

0.170 376 845-146-126-118-111-72-47-42-41-37-28-25-23-20-18-18-17-16-15-14-13-12-12-
! 11-11-10-4x(9)-8-8-5x(7)-8x(6)-6x(5)-9x(4)-7x(3)-38x(2)-255x(1)

0175 205 1326-216-156-83-48-41-33-33-29-29-25-18-16-14-14-13-12-3x(11)-10-3x(9)-
' 3X(8)-4x(7)-7x(6)-7x(5)-3x(4)-3x(3)-20x(2)-125x(1)

0.180 110 1783-161-89-78-57-44-28-24-22-3x(16)-15-14-14-11-10-10-9-3%x(8)-7-7-6-5-4-4-3-
' 8x(2)-72x(1)

0.185 49 1784-175-111-90-47-45-38-34-29-18-17-16-3x(14)-6-6-4-3-5x(2)-24x(1)

0.190 24 1981-292-47-44-38-37-20-15-6-5-3-13x(1)

0.195 9 2359-121-8-7-2-4x(1)

Fonte: Autoria propria.

Em valores de RMSD inferiores a 0.165 nm o algoritmo Jarvis Patrick vai formando

grupos pouco povoados (como observado no Single Linkage), ou com apenas uma estrutura,

ja com o aumento do RMSD grupos mais povoados vao sendo gerados. Para 0s resultados

apresentados aproximadamente metade de cada grupo sdo povoados por apenas uma estrutura,

sendo assim, 0 método Jarvis Patrick pode ser considerado o algoritmo que ndo apresentou

resultados considerados bons para a finalidade desse trabalho.
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7. RESULTADOS E DIScUssAO: VALIDACAO cOM DOCAGEM MOLECULAR

A validacdo da simulacdo por DM e dos experimentos de agrupamento foi realizada a
partir dos resultados obtidos com os experimentos de docagem molecular que incluiram a
flexibilidade do receptor. Essa validacdo foi realizada com um inibidor (uma
tetrahidropiridina chamada NLMO02) conhecido para a bomba de efluxo (trabalho n&o
publicado).

Para os experimentos de docagem molecular do transportador de membrana AcrB
foram escolhidas as conformacdes centrais resultantes dos experimentos de agrupamento. Os
calculos foram executados no programa para docagem molecular AutoDock Vina (TROTT;
OLSON, 2010). Os scripts para execu¢do do conjunto de experimentos de docagem molecular

foram gerados a partir do framework para triagem virtual descrito em Seus (2014).

7.1 PREPARACAO DOS ARQUIVOS PARA DOCAGEM MOLECULAR

O processo de sobreposicdo (fitting) de estruturas descritos no GROMACS parece
utilizar algoritmos diferentes para cada experimento, pois a0 comparar uma estrutura da
trajetéria com outra resultante de um agrupamento elas ndo estavam no mesmo sistema de
coordenadas, ou seja, muito distantes uma da outra. Para utilizacdo nos experimentos de
docagem molecular as estruturas precisavam estar sobrepostas, visto que foi montada apenas
uma caixa de docagem para ser usada com 0s arquivos das trajetorias (para a validacdo da
simulacdo de DM) e dos resultados de agrupamento (para validacdo dos agrupamentos).
Assim, a sobreposicdo feita pelo modulo trjconv foi realizada entre as coordenadas de

referéncia da estrutura retirada em cada uma das trés trajetorias.

7.2 EXPERIMENTOS DE DOCAGEM MOLECULAR

Foram executados dois experimentos de docagem. O primeiro, com estruturas
retiradas da trajetoria da DM (Tabela 8) com intervalos de 50 em 50 ps (1.000 estruturas),
com intervalos de 20 em 20 ps (2.500 estruturas) e de 10 em 10 ps (5.000 estruturas). E o
segundo, com as conformac@es centrais obtidas de diferentes configuracdes de algoritmos de
agrupamento (Tabelas 9-11), escolhidas com base no critério de considerar agrupamentos
com total de grupos superior a um, e com a maioria dos grupos povoados por mais de 1

estrutura. O software de docagem molecular escolhido foi o AutoDockVina onde a energia
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livre de ligacdo (FEB) foi avaliada para cada experimento executado e, para as analises de
interacdes receptor-ligante empregou-se o programa LigPlot.

A primeira coluna da Tabela 8 representa o conjunto de estruturas da trajetoria
consideradas na docagem. As colunas 2,3 e 4 apresentam os valores da média/desvio padréo,
minimos de FEB e o total de aminoacidos do receptor que em algum momento fazem contato

com o ligante respectivamente.

Tabela 8 Resultados dos experimentos de docagem molecular usando estruturas da DM.

FEB Minima

e (média  desvio) FEB aminodcios
kcal/mol kcal/mol
1.000 -7,74+0,73 -9,9 222
2.500 -7,72+0,74 -10,2 203
5.000 -7,7240,75 -10,4 223

Fonte: Autoria propria.

A Tabela 8 mostra a distribuicdo do valor da FEB para cada conjunto de estruturas das
trajetorias reduzidas. Os contatos AcrB (receptor) - NLMO2 (ligante) para as 5.000 estruturas
envolveram 223 aminoacidos do receptor. Enquanto que para o modelo flexivel com 2.500
estruturas, 203 aminoacidos fazem contatos hidrofébicos com o NLMO02, e para a trajetoria
com 1.000 estruturas, um total de 222 aminoacidos estabelece contato com o ligante.

A docagem molecular executada para a trajetoria de 5.000 estruturas foi a que
apresentou menor energia livre de ligacdo (minima -10,4 kcal/mol), obtendo uma média de -
7,72 * desvio padrdo de 0,75. Entretanto, a trajetoria de 1.000 estruturas apresentou uma FEB
minima de -9,9 kcal/mol e um desvio padrdo de 0,73, menor que os demais, estabelecendo
222 contatos com o ligante. Os dados indicam que se obteve um resultado bem satisfatorio
considerando um conjunto de estruturas 5 vezes menor que o de 5.000, pois um conjunto
reduzido pode representar o todo, visto que os resultados foram muito proximos.

A docagem dos dados gerados pelo algoritmo de agrupamento Gromos (Tabela 9)
apresentou FEB minima de -9,8 kcal/mol, na trajetoria de 5.000 estruturas referente ao RMSD
de 0.25nm, obtendo uma média de -7,85 kcal/mol + desvio padrdo de 0,77 kcal/mol. Para esse
resultado, foram estabelecidos 129 contatos dos aminoacidos do receptor com o ligante.
Considerando o modelo mais reduzido (1.000 estruturas), em 20nm foram observados 138
contatos com o ligante, sendo que a energia minima foi de -9,4 kcal/mol e um desvio padrdo
de 0,71 kcal/mol. Desses dois resultados tem-se que o agrupamento de 1.000 estruturas

apresenta um resultado tdo bom quanto o de 5.000 estruturas.
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Tabela 9 Resultado do experimento de docagem molecular das estruturas centrais geradas pelo método Gromos
de agrupamento.

FEB .
Gromos - . Minima FEB Total de
(estruturas) RMSD (mid'a * desvio) kcal/mol Aminoacidos
cal/mol
20nm -7,65+0,71 -9,4 138
1.000 25nm -7,71+0,72 -9,3 86
30nm -7,85+0,60 -9,0 92
20nm -7,80+0,73 -9,5 129
2.500 25nm -7,67+0,65 -8,8 93
30nm -7,6610,77 -8,8 72
20nm -7,78+0,71 -9,6 167
5.000 25nm -7,85+0,77 -9,8 129
30nm -7,89+0,72 -9,1 60

Fonte: Autoria propria.

No método Jarvis Patrick de agrupamento (Tabela 10), a FEB minima foi de -9,3
kcal/mol, com uma media de energia de -7,79 kcal/mol + desvio padrdo 0,62 kcal/mol e 64
contados dos aminoacidos do receptor com o ligante.

Tabela 10 Resultado do experimento de docagem molecular das estruturas centrais geradas pelo método Jarvis-
Patrick de agrupamento.

FEB

Jarvis-Patrick RMSD (média £ desvio) Minima FEB T_ota,l Qe
(estruturas) kcal/mol aminoacidos
kcal/mol
1.000 0.21nm -7,79+0,62 9.3 64
2.500 0.20nm -7,46+0,82 8.3 43

Fonte: Autoria propria.

A Tabela 11 resume os resultados dos experimentos de docagem molecular aplicados
ao conjunto de dados obtidos do método Single Linkage de agrupamento para o ligante
NLMO2. Para esse experimento, assim como nos resultados apresentados anteriormente, o
melhor resultado é atribuido ao conjunto de 1.000 estruturas de proteinas correspondente ao
valor de RMSD de 0.185 nm. Esse experimento apresentou uma energia minima de -9,9
kcal/mol com uma média de -7,97 * desvio padrdo 0,67 kcal/mol. Para esse resultado foram
estabelecidos 76 contados dos aminoacidos do receptor com o ligante. O menor desvio padrdo
(0,18 kcal/mol) ¢é apresentado em 0.195 nm, com uma energia minima de -8,2 kcal/mol e um

total de 40 contatos com o ligante.
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Tabela 11 Resultado do experimento de docagem molecular das estruturas centrais geradas pelo método Single

Linkage de agrupamento.

. . FEB -
SI(T&%L?UIEL?:SQE RMSD (media + desvio) MLT;TI]/%EIIEB arrﬁﬁ?z;c?(jos
kcal/mol
0.175nm -7,65+0,66 -9,4 97
0.185nm -7,97+0,67 -9,9 76
1.000 0.190nm -7,87+0,54 -8,5 51
0.195nm -8,0+0.18 -8,2 40
2.500 0.15nm -7,97+0,64 -9,4 112

Fonte: Autoria propria.

Neste capitulo foram discutidos os resultados dos experimentos de docagem

molecular: o primeiro executado ao conjunto de dados das trés trajetérias reduzidas da DM, e

0 segundo as estruturas centrais de cada experimento de agrupamento aplicado aos métodos

Gromos, Jarvis Patrick e Single Linkage.

Para o primeiro experimento de docagem, a média e desvio padrédo da FEB ndo variou

muito entre as trajetorias reduzidas de 1.000, 2.500 e 5.000 estruturas. De modo semelhante, o

segundo experimento apresentou resultados mais significativos para a um nimero reduzido de

estruturas (na trajetoria de 1.000 estruturas). Contudo, a media e desvio padrdo da FEB variou

um pouco entre os resultados de agrupamento, especialmente para os algoritmos Jarvis-

Patrick e Single Linkage.
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8. CONCLUSOES

Esse trabalho teve como objetivo executar uma simulacdo por DM da proteina AcrB
com a finalidade de entender sua flexibilidade e regides de maior mudancga conformacional.
Foi executada uma simulacdo por DM de 50ns da proteina AcrB utilizando a ferramenta
GROMACS. A andlise das propriedades termodindmicas do sistema (densidade, temperatura
e energia total) e de aspectos relacionados a estrutura da proteina (raio de giro, RMSD e
RMSF) indica que essa é uma dindmica valida.

Além do mais, para extrair informacdes relevantes a partir dos dados resultantes da
DM algoritmos de agrupamento de estruturas de proteinas, disponiveis no programa
GROMACS, foram aplicados. Dos agrupamentos foram selecionadas as estruturas mais
representativas de cada grupo para um uso efetivo em experimentos de docagem molecular.
Formam aplicados experimentos de agrupamento de estruturas com os algoritmos Gromos,
Jarvis Patrick e Single Linkage. O algoritmo Gromos apresentou melhor resultado em relacéo
ao numero de grupos formados e, total de estruturas em cada grupo para todas as trajetorias
consideradas (1.000, 2.500 e 5.000 estruturas).

A validacdo da simulacdo por DM e dos experimentos de agrupamento foi realizada a
partir de resultados obtidos com os experimentos de docagem molecular que incluiram a
flexibilidade do receptor com um inibidor ja conhecido para a bomba de efluxo. Dessa forma,
pode-se concluir que um conjunto mais reduzido de 1.000 estruturas (proveniente de
experimentos de agrupamento) pode ser um modelo flexivel da AcrB para ser utilizado na
analise de outros compostos em experimentos futuros.

Os resultados mostram ainda a importancia de se considerar a flexibilidade da AcrB,
uma vez que a variacdo da FEB e dos contatos receptor-ligante, que incorporem a
flexibilidade, é essencial na busca de novos farmacos para esse alvo. Além do mais, 0s
agrupamentos obtidos mostram que essa € uma técnica que pode ser utilizada para a reducao
do nimero de estruturas a serem consideradas em experimentos de docagem molecular com
modelo de receptor flexivel. Cabe salientar, ainda, que nao foi realizada a analise da
flexibilidade da proteina porque nesse trabalho foram executados experimentos de docagem

molecular considerando uma regido especifica do receptor-alvo.
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