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Resumo

Silva, Rudielson dos Santos; Pimentel, André Silva. Energias livres
de ligacdo absoluta do peptideo antiviral ATN-161 com alvos
proteicos de SARS-CoV-2. Rio de Janeiro, 2022. Dissertagdo de
mestrado — Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catolica
do Rio de Janeiro.

A afinidade de ligagao do pentapeptideo antiviral ATN-161 com os alvos
da integrina aspi1 conformacdes fechada e aberta, a protease principal SARS-
CoV-2 e a proteina S variante omicron (B.1.1.529) complexada com hACE2
foram estudados usando ancoramento molecular e simulacdo de dinamica
molecular. Os complexos foram formados com sucesso através do uso de
simulacdes de ancoragem molecular, obtendo as poses de ligacdo ATN-161
com os alvos estudados. Subsequentemente, simulacbes de dinamica
molecular classica foram executadas para investigar a estabilidade do
complexo formado. Simulacdes de dinamica molecular direcionada e
amostragem guarda-chuva usando analise de histograma ponderado foram
realizadas para obter o potencial de forca média de cada sistema, e calcular a
energia livre de de ligacdo para o ATN-161 com o sitio de ligacdo dos
respectivos alvos. Os resultados mostram que o ATN-161 se liga a integrina
asB1 em sua forma ativa e inativa, com energias livres de ligacdo de -14.4 £ 0.5
e -12.6 £ 0.2 kcal mol?, respectivamente. Além disso, o ATN-161 se liga
fracamente a proteina S variante omicron complexada com hACE2 com uma
energia de apenas -3.2 + 0.3 kcal mol1. Entretanto, o ATN-161 apresenta maior
afinidade de ligagdo na MPRO, computando uma energia de ligagdo de -17.7 +
0.2 kcal mol%, indicando que este peptideo se liga fortemente ao MPRO. Por fim,
o estudo da cinética de ligagdo com o método t-RAMD indica que o ATN-161
apresenta um tempo de residéncia relativo similar ao do ligante de referéncia
GC376. Os tempos de residéncias relativos sdo 2,8 + 0,4 e 2,5+ 0,5 ns parao
ATN-161 e para o GC376, respectivamente. Os resultados obtidos neste
trabalho indicam um potencial candidato a farmaco contra 0 SARS-CoV-2, em

especial para o surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2.

Palavras-chave
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Abstract

Silva, Rudielson dos Santos; Pimentel, André Silva. Absolute binding
free energies of the antiviral peptide ATN-161 with protein targets
of SARS-CoV-2. Rio de Janeiro, 2022. Dissertacdo de mestrado —

Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catélica do Rio de

Janeiro.

The binding affinity of the antiviral pentapeptide ATN-161 with the
targets of the asB1 integrin closed and open conformations, the main protease
and the omicron variant S (B.1.1.529) protein complexed with hACE2 of SARS-
CoV-2 was studied using molecular docking and molecular dynamics
simulation. The complexes were successfully formed through the use of
molecular docking simulations, in which binding poses of ATN-161 with the
studied targets were obtained. Subsequently, classical molecular dynamics
simulations were performed to investigate the stability of the formed complex.
Steered molecular dynamics simulations, umbrella sampling and weighted
histogram analysis method were used to obtain the mean force potential of each
system, and thus calculate the binding energy for ATN-161 in the binding site of
the respective protein targets. The results shows that ATN-161 binds to asp:
integrin in its active and inactive form, with binding energies of -14.4 + 0.5 and
-12.6 + 0.2 kcal mol?, respectively. ATN-161 binds weakly to omicron variant
protein S complexed with hACE2 with an energy of only -3.2 + 0.3 kcal mol-.
However, ATN-161 binds to MPRC with the binding energy of -17.7 + 0.2 kcal
mol?, indicating that this peptide binds strongly to MPRO, Finally, the study of the
binding kinetics with the -RAMD method indicates that ATN-161 presents the
relative residence time of 2.8 + 0.4 and 2.5 + 0.5 ns for ATN-161 and GC376,
respectively. The results obtained in this work indicate a potential drug
candidate against SARS-CoV-2, especially with the emergence of new variants
of SARS-CoV-2.

Keywords

Covid-19; Molecular Dynamic; Umbrella Sampling; Integrin; Protein-ligand
complex; molecular docking.
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“A nossa maior gloria ndo reside no fato de nunca cairmos, mas sim em
levantarmo-nos sempre depois de cada queda.”
Oliver Goldsmith
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1

Introducao

A Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) é uma doenca que foi
relatada pela primeira vez em humanos entre os anos de 2003 e 2004 na China
(XU et al., 2004). Durante esse periodo esta infeccdo espalhou-se para mais
de 28 regides pelo mundo, acometendo um total de 8096 infectados e 774
vitimas fatais (SHI; HU, 2008). Esta doenca epidémica esta intimamente
associada a familia de coronavirus, nos quais 0os morcegos sao indiciados
como hospedeiros, o que levou a defini-la como sindrome respiratéria aguda
grave de coronavirus, mais conhecida pelo termo em inglés (Severe Acute
Respiratory Syndrome-Coronavirus, SARS-CoV) (MENACHERY et al., 2016).

No ano de 2019, um surto de infeccBes respiratérias na cidade de
Wuhan na China chamou atencéo das autoridades publicas de saude. Estudos
preliminares identificaram o surgimento de um novo virus que foi homeado
provisoriamente como virus 2019nCoV (ZHOU et al., 2020;ZHU et al., 2020).
No ano seguinte, em 30 de janeiro de 2020, esta epidemia foi declarada como
uma emergéncia de saude publica de importancia internacional pela
Organizacédo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2022). Este problema de saude,
gue se espalhou rapidamente por todo planeta, parou o mundo entre 2020 e
2021, tornando-se uma pandemia e um grande problema para economia
mundial.

O fato de ser uma doenca até entdo desconhecida e altamente
transmissivel, sem métodos eficientes de prevencao e combate, fez com que
as pessoas se mantivessem em isolamento, tendo apenas trabalhos essenciais
em funcionamento. Esta situacdo motivou varios pesquisadores e empresas
farmacéuticas pelo mundo a voltarem suas atencfes para a descoberta de
novos farmacos e vacinas para o combate ao 2019nCoV, que posteriormente
seria nomeado oficialmente como SARS-CoV-2 (EL-DIN ABUO-RAHMA et al.,
2020;XIU et al., 2020;YANG; YANG, 2021).

Em 2020, a agéncia Food and Drugs Administration (FDA) dos Estados
Unidos da América autorizou o0 uso emergencial do farmaco Remdesivir como
primeiro tratamento contra o0 SARS-CoV-2 no mundo (RUBIN et al., 2020). As

primeiras vacinas foram aprovadas entre o fim de 2020 e comec¢o de 2021,
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quando as campanhas de vacinacédo pelo mundo se iniciaram (STASI et al.,
2022).

De acordo com a OMS, existem atualmente 11 vacinas aprovadas para
uso emergencial e 145 em desenvolvimento clinico (STASI et al., 2022). Além
disso, somente corticosteroides sistémicos, bloqueadores de receptores IL-6 e
Baricitinib sdo fortemente recomendados para casos criticos e graves, e
apenas Nimatrelvir e Ritonavir para casos leves (WHO, 2022). Dados da OMS
de maio de 2022 indicam que apenas 57 paises vacinaram 70% de sua
populacao, tendo quase 1 bilh&o de pessoas que permanecem sem a vacina
(WHO, 2022). De acordo com informativos da OMS de novembro de 2022,
apenas aproximadamente 5 bilhndes de pessoas concluiram a vacinacdo com
todas as doses necessarias.

Apesar do desenvolvimento de medicamentos e vacinas, existe uma
preocupacdo na comunidade cientifica com novas ondas de infeccéo, devido
ao surgimento de novas variantes com potencial de alta transmissao
(SINGANAYAGAM et al., 2022). Portanto, o cenéario atual ainda remete a
procura por terapias que apresentam eficiéncia no combate deste virus. A
busca por novos agentes terapéuticos contra 0 SARS-CoV-2 esté intimamente
associada com a inibicdo de uma ou mais etapas da infecao e replicagéo viral
nas células (BENVENUTO et al., 2020;CHOWDHURY et al., 2020;MOTHAY;
RAMESH, 2020;XIU et al., 2020).

O mecanismo de entrada do virus do SARS-CoV-2 ocorre pela invasao
da célula hospedeira através do reconhecimento da proteina S (do termo em
inglés S de spike) do virus por receptores de membrana celular, Enzima
Conversora de Angiotensina (ACE2). Mais recentemente foi reportado que as
integrinas possuem importancia no mecanismo de entrada do virus do SARS-
CoV-2 (MAIER, H. J.; BICKERTON; BRITTON, 2015;MAKOWSKI; OLSON-
SIDFORD; WEISEL, 2021;0THMAN et al., 2022). Apos a ligagéo do virus pela
proteina S e a sua mudanca conformacional, o envelope viral se funde com a
membrana celular do hospedeiro, liberando o RNA viral na célula hospedeira
(SHEREEN et al., 2020).

O conhecimento do mecanismo de entrada do virus e a descoberta da
estrutura tridimensional (3D) destas proteinas, possibilitou o planejamento

racional de novos farmacos que podem atuar como inibidores do SARS-CoV-

18


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112419/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N°2112419/CA

2. Apds a identificagdo do sitio ativo e as etapas fundamentais da infeccéo viral,
pode-se estudar as interacbes e as afinidades de ligacdo entre ligantes e
receptores, e consequemente, iniciar a descoberta de novas moléculas com
atividade contra o SARS-CoV-2 através da quimica computacional (AROOJ et
al., 2022).

Os peptideos antimicrobianos (AMP) e os antivirais (AVP) tem se
apresentado como uma boa alternativa, sendo uma das categorias mais
promissoras para candidatos a novos farmacos para diversas doengas, por
terem como caracteristicas a especificidade mesmo em pequenas
concentracbes (TONK; RUZEK:; VILCINSKAS, 2021), facil sintese, e
possibilidade de modificacdo para melhorar suas propriedades (AGARWAL,
GABRANI, 2021). Estudos recentes apontaram o peptideo ATN-161 como
potencial inibidor do SARS-CoV-2 (AMRUTA et al., 2021;BEDDINGFIELD et
al., 2021). Como sera mostrado na Figura 1, esta molécula trata-se de um
pentapeptideo derivado da regido de sinergismo da proteina extracelular
fibronectina.

Como os estudos in vitro e in vivo sdo caros, e muitas vezes, ndo
fornecem informacdes mecanisticas e de interacdo destes compostos ativos
em alvos proteicos do SARS-CoV-2, os estudos computacionais destes
peptideos ativos através de simula¢des de ancoramento molecular (GARRETT
M et al., 2012;MORRIS et al., 2014) e dinamica molecular (DM), (ABRAHAM,
Mark James et al., 2015;SPOEL, VAN DER et al., 2005)(LEMKUL; BEVAN,
2010) sdo de extrema importancia e relevancia para fornecer as informacdes
necessarias para se entender os ensaios in vitro e in vivo. Estas ferramentas
possibilitam o calculo da afinidade de ligacdo e da cinética de ligacao dos
peptideos ativos nos alvos proteicos do SARS-CoV-2. Sendo assim, esta
dissertacdo teve como objetivo estudar as interagbes do peptideo ATN-161
com sitios de ligacdo de potenciais alvos contra 0 SARS-CoV-2, obtendo as
energias livres de ligacdo do ATN-161 com alguns alvos proteicos importantes
e a cinética de ligacdo do ATN-161 no sitio de ligagdo de um dos alvos.
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2

Justificativa e motivacao

Estudos para o uso de AMP’s e AVP’s tem-se tornado cada vez mais
comuns (GAN et al., 2021). A necessidade da descoberta de medicamentos
que ndo desenvolvam resisténcia frente a doencas infecciosas tem contribuido
para o aumento destes estudos. Os AMPs sdo uma das principais categorias
gue ndo demonstram o desenvolvimento de resisténcia. Em 2019, a OMS
publicou a lista de medicamentos essenciais, que inclui mais de 40
antimicrobianos(GAN et al., 2021). Esse tipo de agente terapéutico pode ser
obtido tanto de forma direta da natureza como através de sinteses simples.
Além disso, existe a possibilidade da otimizacdo utilizando um peptideo
proveniente da natureza e modificando-o sinteticamente(GAN et al., 2021).

Estudos recentes relataram que o pentapeptideo ATN-161 apresenta
acao contra o SARS-CoV-2. Os estudos in vitro e in vivo tiveram como resultado
uma diminuig&o da carga viral quando colocado em cultura de células e quando
administrado a camundongos (AMRUTA et al., 2021;BEDDINGFIELD et al.,
2021). Os resultados para estes estudos sdo bastante promissores, tendo em
vista que o ATN-161 ja possui diversos estudos para tratamento de cancer e
outras patogenicidades (CIANFROCCA et al., 2006;EDWARDS et al.,
2020;KHALILI et al., 2006;STOELTZING et al., 2003).

O ATN-161 trata-se principalmente de um inibidor da integrina asfa.
Esta proteina por sua vez, demonstrou associacdo com a angiogénese tumoral,
migracdo e adesdo de células tumorais a nicho de metastase, além de ter
efeitos na resisténcia terapéutica(SCHAFFNER; RAY; DONTENWILL, 2013).
Estudos recentes indicam que as integrinas atuam como via alternativa para
entrada do virus do SARS-CoV-2. A alta expresséao destas proteinas de adesdo
em todo o corpo, e especificamente em tecidos pulmonares, corroboram para
a integrina asB1 se tornar um bom alvo deste virus (LIU, J. et al.,
2022;MAKOWSKI; OLSON-SIDFORD; WEISEL, 2021;,0THMAN et al.,
2022;PARK, E. J. et al., 2021).

Apesar dos estudos in vitro e in vivo do ATN-161 indicarem atividade
inibitéria contra 0 SARS-CoV-2, algumas questdes continuam em aberto, tais

como: a atividade contra SARS-CoV-2 € devido apenas a interacdo com a
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integrina? Existe a possibilidade deste peptideo ligar-se a mais de um alvo? Se
sim, qual a afinidade de ligacdo? Quais amino acidos contribuem para a
interacdo proteina-ligante? A utilizacdo de ferramentas de Quimica
Computacional torna possivel a obtengdo de respostas para estas perguntas,
e podem contribuir significativamente para o desenvolvimento deste e outros
farmacos.

Ainda que existam muitos estudos sobre a atuacao inibitéria do ATN-
161 com integrinas, ndo ha relatos na literatura que indicam a forma de
interacdo deste peptideo com um sitio de ligagdo especifico. No entanto,
existem sugestdes de que este peptideo liga-se fora do bolso de ligacdo RGD,
tendo como principal sitio a regido de sinergismo ja que esse peptideo tem
origem nesta regido da fibronectina (KHALILI et al., 2006;SCHAFFNER; RAY;
DONTENWILL, 2013). Porém, as modificacdes estruturais sofridas para
otimizacdo do seu potencial terapéutico podem influenciar na regido de
interacdo deste peptideo(SCHAFFNER; RAY; DONTENWILL, 2013).

As simula¢des computacionais possuem um papel fundamental no
planejamento de um farmaco e estao cada vez mais sendo empregadas pela
comunidade cientifica (KESKA; GUSTAW,; STADNIK, 2021;MORADI et al.,
2022). Este tipo de ferramenta possibilita realizar predicdes farmacologicas e
farmacocinéticas entre outros parametros. Além disso, pode permitir a
obtencado de informagdes a nivel molecular que geralmente ndo séo possiveis
por meio de métodos experimentais (KHAN et al., 2019).

A partir da obtencéo das estruturas 3D das proteinas e do peptideo, é
possivel realizar estudos que podem obter respostas para questbes que
continuam em aberto para esse tema. Sendo assim, este trabalho tem a
finalidade de estudar a nivel molecular a interacdo e afinidade do peptideo
ATN-161 com alvos de integrina e de SARS-CoV-2.

O estudo é realizado com integrina aspBi1 em conformacdo aberta e
fechada, a fim de entender se este peptideo interage nas duas conformacdes
e determinar o sitio de ligacdo para esta interacdo. A interacdo é também
estudada com a proteina S da variante 6émicron complexada a hACE2 e da
enzima 3CL (MPRO), tendo como propdsito verificar se ocorre a interacéo

favoravel para inibicdo da carga viral. Estes estudos contemplam a afinidade
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de ligacdo do ATN-161 com cada alvo, bem como a regido em que cada

interac&o ocorre e 0s amino acidos que contribuem para esta interacao.
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3

Objetivos

3.1

Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo investigar o comportamento do pentapeptideo

ATN-161 ao interagir com a integrina asPi1 e alvos do SARS-CoV-2 utilizando

métodos de ancoramento molecular e dindmica molecular. Além disso, calcular

a energia livre de ligagdo do ATN-161 em cada complexo formado e os

aminoécidos que participam da estabilizacdo do ligante no sitio de interacao

utilizando o método de amostragem guarda-chuva.

3.2

Objetivos especificos

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

Formar complexos entre ATN-161 e integrina asB1 conformacéo fechada
e aberta, proteina S da 6micron complexada a hACE2 do SARS-CoV-2
e protease principal do SARS-CoV-2.

Obter a configuracdo de menor energia pelo método de ancoramento
molecular.

Analisar a estabilidade de cada complexo formado utilizando simulacdes
de dindmica molecular.

Analisar o comportamento do ATN-161 no sitio de interacao de cada alvo
durante o tempo de simulacéo.

Identificar os amino&cidos que interagem com o ATN-161 no sitio de
interacédo de cada alvo estudado.

Calcular a energia livre de ligacdo do ATN-161 com cada alvo
executando simulacfes de amostragem guarda-chuva.

Calcular o tempo de residéncia relativo do ATN-161 do sistema mais
estavel estudado.
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4

Referencial Tedrico

4.1
Peptideo antimicrobiano

Peptideos antimicrobianos sdo uma classe de peptideos que existem
amplamente na natureza e sdo uma parte importante do sistema imune inato
de diferentes organismos (HUAN et al., 2020). Os AMP’s atualmente sédo os
candidatos mais promissores a novos farmacos por serem altamente
especificos mesmo em pequenos concentracbes, por apresentarem baixa
toxicidade para células eucaritdticas, por terem estabilidade térmica, alta
solubilidade, baixo peso molecular e ndo desenvolverem resisténcia (LI et al.,
2019; TONK; RUZEK; VILCINSKAS, 2021).

Os AMP’s sdo amplamente encontrados na natureza com origem em
bactérias, plantas, insetos, peixes, passaros e outros animais (LUO, Y.; SONG,
2021). Essa classe de moléculas € responsavel por atuar no sistema
imunoldgico inato e na primeira linha de defesa contra infec¢des por patdgenos
(PARK, S. et al., 2001;ZASLOFF, 2002). Uma das vantagens da utilizacao dos
AMP’s é sua facil modificagcdo, pois sao constituidos por aminoacidos que sao
relativamente faceis de modificar suas estruturas para melhorar suas
propriedades (AGARWAL; GABRANI, 2021;COSTA, F. et al., 2011). Além
disso, € também possivel obter peptideos totalmente sintéticos por sintese
quimica ou usando expressao recombinante (RAMOS et al., 2013).

Quando peptideos apresentam atividade biolégica contra virus sao
chamados de peptideos antivirais (AVP’s) (BAHAR; REN, 2013). Além da
atividade contra doencas microbianas, alguns peptideos também apresentam
atividade anticancerigena (RAMOS et al., 2013). Nessa categoria encaixa-se 0
ATN-161 que possui atividade para diversas patogenicidades, entre elas o

cancer (CIANFROCCA et al., 2006;RIDER et al., 2011).
4.1.1

ATN-161

O ATN-161 é um pentapeptideo (Ac-PHSCN-NH3) derivado da regido de
sinergismo da fibronectina (PHSRN), que é responsavel por potencializar a
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interagcao com a integrina asB1 (KHALILI et al., 2006). A principio este AMP tinha
PHSCN como sequéncia de aminoacidos, no qual alguns trabalhos o
apontavam como um potencial agente tumoral (KHALILI et al,
2006;STOELTZING et al., 2003). Estudos posteriores mostraram que ele torna-
se bem mais potente quando acetilado e amidado em seus terminais (Ac-
PHSCN-NHs3) (Figura 1) (SCHAFFNER; RAY; DONTENWILL, 2013).

A Ay

(a) (b)

Figura 1. Formula Estrutural do ATN-161 (a) 2D e (b) 3D. Figura extraida de
(SILVA et al., 2022).

Este peptideo possui diversos relatos na literatura para acao terapéutica:
1) no bloqueio da recorréncia do tumor da préstata, metastases e
micrometastases; 2) reducdo da metastase hepatica colorretal e melhoria na
sobrevida quando administrada em adicdo a quimioterapia; 3) bloqueio ao
crescimento e metastase do cancer de mama em modelos pré-clinicos de
camundongos; e 4) bloqueio eficiente da neovascularizagdo da coroide
(DHALIWAL; SHEPHERD, 2022;KHALILI et al., 2006;SCHAFFNER; RAY;
DONTENWILL, 2013).

As diversas atividades farmacolégicas relatadas na literatura estéo
particularmente associadas a interacdo ndo competitiva com as integrinas, que
sé@o moléculas relacionadas a adeséao celular (STOELTZING et al., 2003). Um
fator determinante para ser um agente terapéutico singular € nao ser derivado
do dominio de ligacdo RGD para ndo afetar a adeséo celular (STOELTZING et
al., 2003). Recentemente, o ATN-161 foi apontado como candidato a agente
terapéutico contra o0 SARS-CoV-2, motivando a realizagdo de estudos mais
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aprofundados sobre o tema (AMRUTA et al.,, 2021;BEDDINGFIELD et al.,
2021).

4.2
Moléculas de adeséao celular

A adesdo celular € uma etapa fundamental no desenvolvimento e
geracdo de 6rgdos, no movimento celular e distribuicdo celular no corpo
(GAHMBERG; GRONHOLM; MADHAVAN, 2022). Este grupo de moléculas
esta envolvido em uma gama de processos entre eles as interagdes células-
células, células-matriz, migracdo celular, ciclo celular, sinalizagéo,
morfogénese e regeneracao tecidual (TRZPIS et al., 2007). As moléculas de
adesao celular tem ganhado um papel de destaque nas ultimas décadas devido
a sua associacdo a diversas patogenicidades, desde cancer, inflamacdes,
infeccbes patogénicas até doencas autoimunes (OKEGAWA et al., 2004).

As entidades responséaveis pela adeséao celular séo denominadas como
moléculas de adesdo celular, neste grande grupo inclui-se as familias de
proteinas Selectinas, Imunoglobulinas, Caderinas e Integrinas (ELANGBAM,;
QUALLS; DAHLGREN, 1997;TRZPIS et al., 2007). As Selectinas sdo uma
familia de proteinas que atuam em conjunto com as Integrinas, participando de
forma fundamental na migracéo dos leucécitos através dos vasos sanguineos,
tendo como funcédo ajudar na fixacdo destes no endotélio do vaso (MCEVER,
1994). As Imunoglobulinas e caderinas sdo moléculas de adeséao celular que
ligam as células vizinhas através de interacdes homofilicas e heterofilicas para
a primeira e apenas homofilica para segunda (ROY, VAN; BERX,
2008;WILLIAMS, 1987). Ja as Integrinas sdo moléculas de adesédo celular
dependentes de calcio ou magnésio que ligam as células a matriz extracelular
(SCHAFFNER; RAY; DONTENWILL, 2013).

4.2.1
Integrinas

As Integrinas sdo proteinas transmembranas heterodiméricas, que
possuem como fungao intermediar a comunicacgéo entre o citoesqueleto celular
e proteinas plasmaticas ou da matriz extracelular, por meio da adesao célula-
célula (CLEGG, 2003;DARRIBERE et al., 2000). As Integrinas s&o
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glicoproteinas heterodiméricas formadas por duas subunidades diferentes
ligadas de forma ndo covalente a e B (GAHMBERG; GRONHOLM;
MADHAVAN, 2022). Geralmente este grupo de proteinas apresentam até 3
estados (Figura 2), sendo eles inativo (conformacédo fechada), intermediario e
ativo (conformacéao aberta) (LUO, B.-H.; SPRINGER, 2006).

A

Figura 2. Estados conformacionais das integrinas. A. Conformacao inativa, B.
Conformacédo intermediaria, C. conformacdo Ativa. Figura adaptada de
(PETERSON; KOVAL, 2021)

A conformacao fechada é caracterizada pela posicdo das cabecas da
integrina  voltadas para membrana lipidica(GAHMBERG; GRONHOLM;
MADHAVAN, 2022). As integrinas podem ser ativadas 1) de dentro pra fora,
guando se origina um sinal de um receptor diferente da integrina e € transmitido
a elas; ou 2) de fora pra dentro quando um ligante extracelular se liga a integrina
(GAHMBERG; GRONHOLM; MADHAVAN, 2022). Quando as integrinas sdo
ativada ela se estendem e abrem os locais de ligacdo, aumentando a
capacidade de ligacéo (LUO, B.-H.; SPRINGER, 2006).

Os ligantes para integrinas podem ser divididos em quatro classes que
se ligam: ao coladgeno, aos leucdcitos, a laminina e aos receptores RGD
(TRABOCCHI; GUARNA, 2014). Os receptores RGD s&o a fibronectina,
fibrinogénio e vitronectina. Estes sdo encarregados de mediar a adesao celular
a matriz extracelular (ECM)(MEYER et al., 2006). A sequéncia Arg-Gly-Asp
(RGD) é bastante utilizada na projecdo de biomoléculas, tendo como intuito
mimetizar a interacéo destes receptores com as integrinas (ASSA-MUNT et al.,
2001;DANHIER; BRETON, LE; PREAT, 2012;HARBOTTLE et al,
1998;RUOSLAHTI, 1996;SANI et al., 2021). As integrinas tornam-se 6timos

alvos por participarem de varios processos fisiologicos relevantes, como
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agregacdao plaquetéria e angiogénese, e processos patoldgicos como doencas
cardiovasculares e formacdo de tumores (DANHIER; BRETON, LE; PREAT,
2012;DESGROSELLIER; CHERESH, 2010).

A integrina asf31, que também é conhecida como receptor de fibronectina,
tem se destacado como um alvo importante em estudos para céancer. A
alteracdo desta integrina esta intimamente relacionada a progressao de varios
tipos de cancer humano, incluindo proliferacéo celular, angiogénese, metastase
tumoral e carcinogénese (HOU et al., 2020). Para que sua ac¢ao bioldgica seja
eficiente, é necessério a funcionalizacdo de ambas as subunidades (ae ). A
alta afinidade e especificidade de ligacdo da fibronectina é proporcionada por
uma interacdo primaria através do sitio RGD e uma interacdo secundaria no
sitio de sinergismo da fibronectina (AOTA; NOMIZU; YAMADA, 1994;0BARA;
KANG; YAMADA, 1988).

A integrina asPi1 & proé-angiogénica, e isso tem motivado a busca por
novos antagonistas pretendendo entender o comportamento fisiopatolégico em
estudos pré-clinicos em células endoteliais e tumores—(AOUDJIT; VUORI,
2012). Dentre os antagonistas propostos € possivel dividi-lo em pelo menos
trés principais categorias: moléculas semelhantes a RGD, moléculas né&o
semelhantes a RGD e anticorpos (SCHAFFNER; RAY; DONTENWILL, 2013).

Estruturas tridimensionais tanto da conformacéo fechada como aberta
da integrina asB1 (Figura 3) estéo disponiveis no Protein Data Bank (PBD). Isto

facilita a triagem de ligantes por meio de estudos de modelagem molecular.

Figura 3. Representacdo da estrutura tridimensional da integrina a5p1 em

modelo Cartoon. (a) conformacdo fechada (codigo PDB: 4WK4) e (b)
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conformacao aberta (cdédigo PDB: 7NWL). As cadeias da subunidade as estdo

representadas na cor azul e B1 na cor verde.

A elucidacéo teodrica da estrutura cristalina do ectodominio da integrina
asB1tende a contribuir bastante para o projecdo de antagonistas mais potentes
e especificos (SCHUMACHER et al., 2021;XIA; SPRINGER, 2014).

4.3
SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um virus da familia coronavirus, que pertence a
mesma familia do SARS-CoV que possui estrutura semelhante, e ao virus da
sindrome respiratoria aguda do oriente médio (MERS-CoV)(WU et al., 2020).
Esta familia de coronavirus possui até entdo 7 virus que podem ser transmitidos
para humanos. O SARS-CoV-2 é aquele que apresenta maior eficiéncia de
transmissdao (MADEWELL et al., 2020). No entanto, a maior eficiéncia de
transmissdo ndo se traduz em maior mortalidade, sendo assim sua taxa de
mortalidade é relativamente menor se comparada ao SARS-CoV e ao MERS-
CoV (LIU, Z. et al., 2020;ZUMLA; HUI; PERLMAN, 2015).

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples com sentido positivo
(ssRNA+). Esta caracteristica gendmica o torna muito semelhante ao RNA
mensageiro humano (PENG et al., 2021). Este genoma é responsavel por
codificar trés tipos de classes de proteinas, sendo elas, duas grandes
poliproteinas, ppla e pplab, que sao clivadas em 16 proteinas ndo estruturais
(NSP) necessarias para sintese do RNA viral. Além disso, é responsavel por
codificar quatro proteinas estruturais: proteina S, proteina envelope (E),
proteina de membrana (M) e proteina de nucleocapsideo (N) (Figura 4), que
sdo importantes para entrada e montagem viral, assim como nove proteinas
acessorias que possivelmente neutralizam a imunidade do hospedeiro durante
a infeccao (V’KOVSKI et al., 2021).
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Figura 4. Representacao da estrutura viral do SARS-CoV-2. Onde as proteinas

estruturais S (spike), E (envelope), M (membrana) e N (nucleocapsideo) séo
mostradas. Figura extraida de (LIMA et al., 2020)

Entre as estruturas citadas, a proteina ndo estrutural nsp5 (MPRC) e a
proteina estrutural S sdo as mais estudas como alvo no planejamento de
farmacos inibidores de SARS-CoV-2. A triagem de moléculas ativas contra o
SARS-CoV-2 é possibilitada a partir do depésito de dados cristalograficos que
permitem o estudo por modelagem molecular. A estrutura tridimensional da
proteina S e da protease principal MPROC estéo disponiveis no banco de dados
de proteinas (PDB), e sdo mostradas na Figura 5.

.m“\,v I~
=S
NNZP
SATANE
TR X ¢
SROSAAS
S w p

A7
v/

ALK

\ 7 ‘.:.,".Q

. b= ':,‘v"j\

(b)

Figura 5. Representacdo tridimensional em modelo Cartoon da Estrutura
Cristalogréfica da (a) proteina S, na cor bege complexada a Enzima Conversora
de Angiotensina Humana (hACE2) na cor marrom e (b) protease principal

(MPRO) na cor verde.
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As estruturas mostradas na Figura 5 podem ser obtidas pelos cédigos
7WPB (YIN et al.,, 2022) e 7BQY (JIN et al.,, 2020) no banco de dados de

proteinas respectivamente.

4.3.1

Mecanismo de entrada

O processo de entrada € uma das etapas mais importantes para infecao
viral e ciclo de vida do virus, que é realizado pela proteina S no envelope do
SARS-CoV-2, que reconhece a célula hospedeira e media a fusdo da
membrana para permitir que o contetdo gendmico viral seja liberado no
citoplasma (BELOUZARD et al, 2012). O mecanismo de entrada esta
representado na Figura 3.

SARS-CoV-2 Glicoproteina
Spike (S)
@

Receptor ACE2
//‘ N\\
7 \
I Y
1 1
\ T
1 1
\ /
(N /
So _’, 5
i Fusio do vactiolo
e liberagao do RNA viral

(inicio da infeccao)
& Entrada na célula
humana

(formacao de vactolo)

Figura 6. Representacdo do Mecanismo de Entrada do Virus do SARS-CoV-2
na Célula hospedeira. Figura extraida do Glossario Fiocruz.

A proteina S do SARS-CoV-2 é uma glicoproteina de fusdo
homotrimérica de classe |. Esta proteina pode ser dividida em duas regides
funcionais distintas, sendo elas S1 e S2, conforme mostra a Figura 6
(V’KOVSKI et al., 2021).
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Figura 7. Representacdo da estrutura da Glicoproteina S do SARS-CoV-2,
dominio de ligacdo ao receptor (RBD), e regides das subunidades S1 e S2.

Figura adaptada de Lubio Science.

Aregido S1 é a parte que possui o dominio de ligacdo ao receptor (RBD).
Esta parte do trimero é responsavel pela determinacdo do tropismo e
patogenicidade da célula viral (LAN et al., 2020). A regido denominada de S2
possui 0 dominio transmembrana e de regibes de um numero de sete
repeticbes do peptideo de fusdo (BELOUZARD et al., 2012). Estes
componentes sao responsaveis por mediar a fusdo das membranas virais e
celulares apo6s longos rearranjos conformacionais (LETKO; MARZI;
MUNSTER, 2020).

4.3.2

Principais receptores

AplOs o0 surto do SARS-CoV nos anos de 2001 a 2003, a enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE?2) foi apontada como principal receptor para
entrada deste virus no hospedeiro(LETKO; MARZI; MUNSTER, 2020). Com o
surgimento do SARS-CoV-2, estudos mostraram que ha uma alta conservacao
gendmica e estrutural da proteina S do SARS-CoV e do SARS-CoV-2(PENG et
al., 2021). Os aminoacidos do RBD destas proteinas possuem identidade de
74%. Logo, assim como 0 SARS-CoV, o0 SARS-CoV-2 apresenta a ACE2 como
receptor chave para entrada nas células(PENG et al., 2021). Além disso, a
diferenca em alguns aminoacidos chaves contribuem para um maior afinidade

de ligacéo e transmissédo mais eficiente em humanos(WANG, Q. et al., 2020).
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A ACE2 é uma carboxipeptidase que possui 805 aminoacidos
(JACKSON et al., 2022). A sua principal funcdo no metabolismo € converter
angiotensina | e Il em angiotensina 1-9 e angiotensina 1-7 respectivamente
(RIVELLESE; PREDILETTO, 2020). Uma desregulacdo deste processo de
conversdo de angiotensina Il pode desencadear a liberacdo de uma série de
citocinas proé-inflamatoério, como IL-6, TNFa entre outras. Logo, a angiotensina
Il estd intimamente associada a lesdo pulmonar inflamatéria (RIVELLESE;
PREDILETTO, 2020). Portando a regulacdo negativa desta enzima, com o
intuito de evitar a entrada do virus podem aumentar a gravidade da doenca ao
perturbar o sistema renina-angiotensina-aldosterona.

Apesar da ACE2 ter sido identificada rapidamente como receptor
primario para SARS-CoV-2, e comprovadamente ter apresentado maior
afinidade de ligacdo em comparagdo com SARS-CoV, estudos recentes
indicam a existéncia de interacbes adicionais com outros receptores de
superficie celular (MAKOWSKI; OLSON-SIDFORD; WEISEL, 2021). Logo,
sugere-se que estas interacdes ocorrem devido a presenca do motivo RGD na
proteina S do SARS-CoV-2 que nao existe na SARS-CoV, o que facilitaria a
entrada do virus por vias alternativas (MAKOWSKI; OLSON-SIDFORD;
WEISEL, 2021). As integrinas sdo uma das vias alternativas relatadas na
literatura, no qual 8 de 24 proteinas desta familia reconhecem o motivo de RGD
no ligantes nativos (CARVACHO; PIESCHE, 2021).

O motivo RGD ja foi relatado como entrada para infeccées por outros
virus, tais quais virus de Epstein-Barr, rotavirus e Ebola (HUSSEIN et al., 2015).
Portanto, a interagcdo com integrinas pode ser uma das explicacbes para o
SARS-CoV-2 ter uma maior eficiéncia na transmisséo, e consequentemente se
espalha de forma mais rapida e agressiva que o0 SARS-CoV (CARVACHO;
PIESCHE, 2021). Neste sentido, as integrinas podem atuar como vias
alternativas ou co-receptores para entrada na célula (MAKOWSKI; OLSON-
SIDFORD; WEISEL, 2021).

Estudos indicam que no inicio da infe¢do, quando apenas sintomas
respiratorios sdo observados, a particula viral liga-se as integrinas gerando uma
desregulacdo no processo de coagulacdo e angiogénese (MAKOWSKI;
OLSON-SIDFORD; WEISEL, 2021). Em etapas seguintes, a replicagdo viral
acelera e a barreira epitelial-endotelial € comprometida, levando a presenca de
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particulas virais no sangue em 15% dos pacientes (CHEN et al,
2020;WIERSINGA et al., 2020;ZHOU et al., 2020).

4.3.3

Tratamentos disponiveis

Apoés a descoberta e aprovacao de algumas vacinas no fim de 2020, o
seu uso através da vacinacao tornou-se a maneira mais eficaz de prevenir-se
da infecgéo pelo SARS-CoV-2 (STASI et al., 2022). Atualmente o tratamento
para caso graves ou criticos é baseado no uso de corticosteroides sistémicos,
tocilizumabe ou sarilumabe que séo bloqueadores de receptores Interleucina-6
(IL-6) e Baricitinib como alternativa a bloqueadores de IL-6 (WHO, 2022). Para
casos nao graves, mas com risco de hospitalizagdo apenas o Nirmatrelvir-
Ritonavir é fortemente recomendado (WHO, 2022). Demais tratamentos
aprovados pela OMS sédo colocados para uso condicional, considerando

respostas clinicas ou casos especificos (WHO, 2022).

4.4
Simulagdo molecular

O surgimento de epidemias e outras doencas, tais como COVID-19,
cancer e diabetes, ameacam a vida e a saude humana. Portanto, é
frequentemente necessario o planejamento e desenvolvimento de novos
farmacos (ADELUSI et al., 2022), que é um processo caro e longo, iniciando na
identificacdo, passando pelo desenvolvimento, ensaios in vitro, in vivo, clinicos
e finalmente aprovacao. Este processo pode custar até 2,6 bilh6es de dolares
e leva em média 14 anos (MYERS; BAKER, 2001). Os avancos computacionais
das ultimas décadas possibilitam a realizacdo de algumas etapas do
desenvolvimento e planejamento de farmacos através de simulacdes
computacionais (MIRZAEI, 2020), reduzindo o custo e o tempo.

Atualmente a técnica de modelagem molecular é uma ferramenta bem
integrada ao processo de planejamento de farmacos na industria farmacéutica,
principalmente auxiliando na rapida triagem e descoberta de candidatos
terapéuticos com menor custo possivel (ABRAMOV; SUN; ZENG,
2022;ADELUSI et al., 2022). A técnica de modelagem molecular abrange uma

grande quantidade de técnicas como ancoramento molecular, dinamica

34


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112419/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N°2112419/CA

molecular e predicbes de adsorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e
toxicidade (ADMET) no desenvolvimento e planejamento de farmacos
(ADELUSI et al., 2022).

As simulacdes moleculares sao amplamente utilizadas em sistemas
quimicos e biolégicos com o intuito de compreender fendbmenos que geralmente
nao sao visualizados em estudos experimentais (HERWIG, 2014;SILVA et al.,
2022). Elas podem fornecer informacdes a niveis moleculares e atbmicos das
interacbes entre uma alvos e um ligante, entre moléculas e modelos
membranas, das rotas de sintese de um certo farmaco, da transi¢cdo de fase e
agregacdo de moléculas, e de varios outros processos importantes
(LYUBARTSEV; RABINOVICH, 2016;MASERAS; MOROKUMA,
1995;MOROKUMA et al., 2001;SENN; THIEL, 2009;SILVA et al., 2022).

4.4.1
Ancoramento molecular

O ancoramento molecular € uma técnica que visa obter informacdes
sobre a interacdo entre componentes quimicos e bioldégicos ou entre dois
componentes bioldgicos, tais como interagcdes entre uma proteina e outra
proteina, entre um &cido nucleico e uma proteina e entre uma molécula
pequena (ligante) e uma macromolécula (PAGADALA; SYED; TUSZYNSKI,
2017). Esta ferramenta prediz o comportamento destes componentes,
contabilizando as interacdes entre as duas entidades estudada, gerando
conformacdes e poses que podem ser avaliadas através de ranqueamento por
funcdes de pontuacdo (GUEDES; MAGALHAES, DE; DARDENNE, 2014).

Em sistemas alvo-ligante, esta técnica tem trés objetivos principais: a
predicdo do modo de ligacéo (pose), triagem virtual e estimativa de afinidade
de ligacdo (JAIN; NICHOLLS, 2008). Estes objetivos séo alcan¢cados a partir da
contabilizacdo das interacdes de van der Waals, interacOes eletrostaticas e
ligacdes de hidrogénio (PAGADALA; SYED; TUSZYNSKI, 2017).

As metodologias de ancoramento molecular sdo constituidas
principalmente por duas ferramentas basicas, um algoritmo de busca e uma
funcdo de pontuacéo de energia (GUEDES; MAGALHAES, DE; DARDENNE,
2014). No caso de uma molécula pequena (ligante) e uma proteina, o algoritmo

de busca € responséavel por explorar as orientacbes e conformacdes de um
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ligante, enquanto que a funcdo de pontuacdo é responsavel por avaliar a
qualidade destas conformacfes e ordena-las de acordo com a afinidade do
ligante em um alvo (BROOIJMANS; KUNTZ, 2003;SPERANDIO et al., 2006).

Para ser considerada como adequada para dado sistema, a metodologia
de ancoramento tem que ser capaz de prever a posicdo, as interacdes
moleculares de um ligante ativo no sitio de ligacdo de um alvo, e reproduzir
dados observados experimentalmente dentro de uma margem de tolerancia
(GUEDES; MAGALHAES, DE;: DARDENNE, 2014). Este procedimento de
validacdo é comumente denominado de reancoragem, e sua margem de
tolerancia geralmente é medida pela raiz quadrada do desvio quadratico médio
(RMSD) (MORRIS et al., 2009; 2014).

441.1
Autodock

O software AutoDock é dentre muitas ferramentas, uma ferramenta
amplamente de ancoragem molecular utilizada na previsdo de complexos
proteina-ligante (GARRETT M et al., 2012). O Autodock mostrou-se capaz de
prever com rapidez e precisdo modos de ligacao e afinidade de ligacédo para
sistemas de proteinas com ligantes (MORRIS et al., 2009). Esta técnica
combina um campo de forca de energia livre semiempirica e um algoritmo de
busca lamarckiano para gerar resultados com rapidez para cada modo de
ligacdo e afinidade associada (MORRIS et al., 1998a).

Para prever os modos de ligacdo, o Autodock usa um método baseado
em grades para compreender todo espaco conformacional disponivel para o
ligante na proteina (MORRIS et al.,, 2009). Neste método, a proteina é
incorporada a uma grade, em seguida cada ponto da grade € sequenciado por
uma atomo de sonda (MORRIS et al., 2014). Entdo, a energia de interacdo
entre a sonda e o alvo é calculada. Este valor € armazenado na grade e por fim
esta grade de energias calculadas é usada durante a simulacdo(MORRIS et al.,
2014).

O algoritmo de busca conformacional utilizado neste método é baseado
de maneira analoga a evolucéo biolégica (MORRIS et al., 1998a). O Algoritmo
Genético Lamarckiano (LGA) considera uma populagédo inicial, onde as

conformacdes experimentais sao criadas e, em geragcdes sucessivas esses
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individuos sofrem mutacdes e trocam parametros conformacionais. Por fim, o
algoritmo seleciona os individuos de menor energia de ligacdo(MORRIS et al.,
2009). O uso do LGA permite uma busca local de conformacdes, encontrando
minimos locais que séo passados para geragdes posteriores. Logo, o algoritmo
de busca LGA é um método hibrido em que realiza uma busca global e local
(MORRIS et al., 1998a).

Para prever a energia de ligacdo, o modulo Autodock4 usa um campo
de forca de energia livre semiempirico (MORRIS et al., 2014). O campo de forca
utilizado é baseado em um modelo termodindmico amplo que permite a
incorporacdo de energias intramoleculares na energia de ligacdo prevista
(HUEY et al., 2007). Nesta abordagem, a energia de ligacdo é estimada pela
diferenca entre a energia do ligante e da proteina no estado separado, e a
energia do ligante no estado complexado(HUEY et al., 2007;MORRIS et al.,
2009).

As funcdes de pontuacao atuais sdo otimizadas pela adicdo de funcdes
de energia empirica, na qual sdo adicionados termos entrépicos as equacdes
de mecénicas moleculares. A equacao 1 principal esta representada abaixo:

AEblnd - ( bound V, nbound) + ( bound unbound) + ( bound v, nbound) +
AScons Eq.1

onde L e P referem-se ao ligante e a proteina. V sdo as energias associadas
aos pares estabelecidos pelo método. AScont € a perda de entropia
conformacional apds a ligacdo do ligante a proteina, que é calculada a partir da
soma dos graus de liberdade de torcdo, da contribuicdo da &gua
(disperséao/repulséao, ligacao de hidrogénio, eletrostatica e dessolvatacéo) e de
aproximacdes de dados empiricos em termos de pares atdmicos conforme
apresentado na equacéao 2 (HUEY et al., 2007; Morris et al., 2009):

V = Wyaw z ( U) + Whbouna Z E(t) < %)

tj

+ Weiec Z 914 + Wsor Z(SLVJ + SjVi )e(—rizj/Zaz)
(ru)ru =

Eqg. 2
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onde Wydw, Whoond, Welec € Wsol S80 0S termos de ponderacao, i e j S8o 0s pares
atdbmicos, Aij, Bij, Cij e Djj sdo os parametros de van der Waals, rj é a distancia
entre os pares atdbmicos i e j, €j € a permissividade elétrica do meio onde o
campo existe, gi e gj sdo as cargas dos pares atomicos i e j, S é o parametro
de solvatacdo e o € uma constante. As constantes de ponderacdo W sao
usadas para calibrar a energia livre empirica com base em um conjunto de
complexos caracterizados experimentalmente (HUEY et al., 2007; Morris et al.,
2009).

4.4.2
Dinamica molecular

A dindmica molecular (DM) & um ramo da ciéncia baseada na mecéanica
classica que estuda o comportamento de um sistema de muitas particulas com
o decorrer do tempo (KARPLUS; MCCAMMON, 2002). O estudo da DM
possibilita obtencdo de informacfes sobre o comportamento dinamico
microscopico do sistema. Além disso, com uso de mecéanica estatistica é
possivel obter propriedades macroscépica como energia interna, pressao,
volume, temperatura, entropia, energia livre e etc. (NAMBA,; SILVA; SILVA,
2008).

As simulacdes de DM aplicadas a sistemas biomoleculares sao capazes
de descrever uma grande variedade de processos importantes, entre eles: a
mudanca conformacional, a ligacdo de moléculas com alvos
macromoleculares, o dobramento e a desnaturacao de proteinas, bem como
prever perturbacbes de nivel atbmico tais como mutacdo e
fosforilacdo(HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). Além disso, pode-se
evidenciar a posicdo de cada atomo em uma resolucdo de femtosegundos.

A DM é baseada em equacdes de mecéanica molecular (MM), onde as
moléculas sé@o consideradas como um conjunto de atomos que podem ser
descritos por forgcas newtonianas, ou seja, 0s atomos sao tratados como
particulas que s&o conectadas por forgcas elasticas ou harmoénicas
(SANT’ANNA, 2009). A simulacdo de DM consiste na resolugdo numérica das
equacdes classicas do movimento. Em um sistema simples, a equagéo de
movimento pode ser escrita para cada atomo i de um sistema molecular da

seguinte forma (equacgéao 3):
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d>7; d?v;

—m; = ——m; Eqg. 3
datz 1 dt t 9

Fi = ma; =
onde F; é a forca sobre o &tomo i na posicao r;,t € o tempo, v; e a; Sdo a
velocidade e a aceleragdo do atomo i de massa m;. A for¢ca também pode ser
obtida diretamente da derivada da energia potencial V em relacdo as

coordenadas r; dos a&tomos conforme a equacao 4:

A resolucdo da equacao 4 fornece diretamente a aceleracdo de cada
atomo. Associando as equacfGes de movimento € possivel determinar as
velocidades, a partir das quais podem ser integradas para obter a mudanca de
posicdo de cada atomo. Com as posicdes e velocidades de cada atomo, pode-
se determinar as energias potencial e cinética do sistema.

Desta forma, a resolucdo destas equacdes de movimento representa a
evolugdo no tempo dos movimentos moleculares, denominada de trajetoria,
que é o conjunto de posicdes e velocidades de cada &tomo com o decorrer do
tempo (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008;SANT'ANNA, 2009).

4.4.2.1
Campo de Forca

Nas simulacbes de DM, os atomos sdo considerados como centros
pontuais que interagem através de potenciais de interacdo de pares ou
multicorpos. Um conjunto completo de potenciais de interacdo entre as
particulas é denominado de campos de forca (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).
Nos dias de hoje, a aplicacdo do campo de for¢a torna-se necesséaria quando
pretende-se executar simulacdes de sistemas grandes (com mais de 100.000
atomos) com escala espacial de dezenas nandmetros e resolucéo temporal de
até microssegundos. (BAI et al., 2022;FU, H. et al., 2022).

Os primeiros campos de for¢a surgiram por volta de 1960. A principal
finalidade era o estudo da estrutura, espectros vibracionais e entalpia de
pequenas moléculas organicas (hidrocarbonetos, alcoois, éter e etc.)
(GONZALEZ, M.A., 2011). Com o avan¢o da computac&o, tanto em questio de
software como de hardware, diversos campos de for¢a tém surgido atendendo

sistema mais complexos e especificos. Entre os campos de forga mais
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populares estdo o AMBER (CORNELL et al.,, 1995), CHARMM (HUANG;
MACKERELL, 2013;MACKERELL et al.,, 1998), OPLS (JORGENSEN;
MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996), GROMOS (OOSTENBRINK et al., 2004) e
COMPASS (SUN, 1998). Um fato que pode potencializar a popularidade destes
campos de forca é a aplicabilidade geral. Cabe ressaltar que a maioria destes
campos de forca sdo muitas vezes especificos para um tipo de sistema e sdo
frequentemente atualizados constantemente.

Apesar dos campos de forga gerais atender uma variedade de sistemas,
algumas classes de compostos e sistemas especificos requerem potenciais
especificos tais como carboidratos e acido ribonucleicos (FOLEY; TESSIER;
WOODS, 2012;SALSBURY; LEMKUL, 2021). Dentre essas classes, deve se
considerar a 4gua como de grande importancia, tal que varios modelos de agua
foram propostos para otimizar as simulagdes de DM (BARKER; WATTS, 1969).
Os modelos de 4gua mais comuns sao: TIP3P, TIP4P, TIP5P, SPC e SPC/E
(VEGA et al., 2009). Alguns estudos que realizam comparacdes entre modelos
indicam que o modelo de agua TIP4P, fornece a melhor descricdo de 9 de 10
propriedades experimentais investigadas (VEGA et al, 2009). Uma das
propriedades mais desafiadoras para reconciliar os dados experimentais e
tedricos com diversos campos de forca e modelos de agua diferentes é o
coeficiente de particdo agua-octanol (COSTA, R. K. M. et al., 2023).

Para que um campo de forca seja considerado ideal, este deve ter
parametros que consigam reproduzir com eficiéncia as propriedades de
interesse do sistema estudado. Portanto, existem varios campos de forcas com
complexidades diversificadas, buscando atender a diferentes sistemas com
caracteristicas especificas (GONZALEZ, M.A., 2011). Os parametros
geralmente séo obtidos através de calculos de mecanica quantica ab initio ou
semiempirico, bem como utilizando informac¢des experimentais, tais como
raios-X e difracdo de elétrons, ressonancia magnética nuclear, infravermelho,
Raman e espectroscopia de néutrons, entre outros.

Um campo de forca € uma expressao matematica, que refere-se a forma
funcional e conjunto de parametros que associados podem calcular a energia
potencial de um sistema as coordenadas de suas particulas (CORNELL et al.,
1995;GONZALEZ, M.A., 2011). Os campos de forca classicos sdo baseados
na interpretacao fisica de 3 termos de energia potencial para atomos ligados:
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estiramento de ligacao, deformacéo angular da ligagéo e de tor¢do em torno de
angulos diedros. Em termos de atomos nao ligados, existem 2 termos de
energia potencial em relacdo as: interacfes de van der Waals de repulsédo e
dispersédo; e as interacdes eletrostaticas ou de Coulomb (MONTICELLI;
TIELEMAN, 2013).

Figura 8. Esquema das interacbes em um campo de forca. As ligacdes
covalentes sdo representadas por linhas soélidas e a interaces
intermoleculares sdo indicadas como linhas tracejadas. b representa o
estiramento da ligagao entre as particulas 1 e 2, ® sao as tor¢des das ligagdes
que envolve as particulas 1, 2, 3 e 4, 6 representa as deformagdes angulares
entre as particulas 2, 3 e 4, e rj representa as interagdes intermoleculares de
van der Waals e Coulomb entre a particula externa 5 e particula 3. Adaptada
de (PONDER; CASE, 2003).

Uma expressao tipica para energia potencial de um sistema molecular

simples é apresentada na equacao 5:
V(T) = va +ZV9 +ZV¢ +ZVvdW+ ZVelet

onde V, € o potencial do estiramento de ligacdes, V; € 0 potencial da

Eqg. 5

deformacéo angular da ligagao, V, € o potencial de tor¢éo de ligacéo, V,qy € 0
potencial de interacbes de van der Waals e V., € 0 potencial de interacdes
eletrostaticas ou Coulombianas. Cada termo da equagédo 5 sera detalhado na

proxima secao.

44.2.1.1
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Estiramento de ligacao

A energia potencial para o alongamento da ligacdo geralmente é

representada por um potencial harménico, conforme mostra a equacéo 6:
k
V(b) = X~ (b — by)? Eq. 6

onde k; é constante de forca da ligacdo, b e b, sdo comprimento de ligacéao e
comprimento de ligagdo de referéncia, respectivamente. Cabe dizer que
geralmente k;, tem um valor grande, o que se traduz em uma grande quantidade
de energia para esticar ou comprimir significativamente uma ligacdo quimica
(MONTICELLI; TIELEMAN, 2013).

O potencial harménico € uma aproximacgédo ruim quando h& grandes
desvios no comprimento de ligacdo de referéncia (GONZALEZ, M.A., 2011).
Ocasionalmente, outras formas funcionais sdo empregadas para melhorar a
precisdo nestes casos, em particular o potencial de Morse apresenta boa
precisdo (MONTICELLI; TIELEMAN, 2013). Como grandes deslocamentos de
ligacdo de referéncia sdo incomuns em simulacdes de macromoléculas

bioldgicas, funcdes de energia potencial desse tipo raramente sdo usadas.

4.4.2.1.2
Deformacao angular de ligacao

A energia potencial para a deformacdo angular da ligacdo também é
descrita por um potencial harmdnica (equacéo 7):

V(0) = £°2(0 - 6,)? Eq. 7

onde kg € a constante de forca da deformacao angular, 6 e 6, sdo a variacao
angular e o angulo no equilibrio, respectivamente.

Diferente da constante de forca para comprimento de ligacao, kg
geralmente possui valores menores em comparacdo com k,;. Logo, é
necessario menos energia para que ocorra uma variagdo no angulo de ligacao
em relagédo ao valor de referéncia (MONTICELLI; TIELEMAN, 2013). Outros
termos podem ser adicionados para melhorar a precisdo em casos particulares.

Entretanto, esta € uma boa aproximacao no geral.
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4.4.2.1.3
Torsdes de ligagéo

Sempre que uma molécula contém mais de 4 4tomos consecutivos é
necessario adicionar o termo de torcdo de ligacdo. Este termo descreve a
energia potencial do sistema molecular em relagdo a rotacdo em torno de cada
angulo diedro (MONTICELLI; TIELEMAN, 2013). Na funcdo da energia
potencial de deformagcdo angular da ligacdo apresentada na equacao 8, o
primeiro somatorio refere-se a energia potencial de torcdo e o segundo

somatorio refere-se a energia potencial de tor¢ées improprias:

V($) = T2L(1+cos(nd — 60)) + TL (W —y)? Eq.8

onde k, representa a constante do diedro que esté relacionada com a altura da
barreira, n € a multiplicidade ou nimero de minimos da fun¢éo potencial, @, €

0 angulo diedro de referéncia. No segundo termo temos a k., que € a constante

do diedro improprio e Y, € o angulo diedro improprio de referéncia.

As energias envolvidas nas tor¢des sao significativamente menores em
relacdo ao comprimento de ligacdo e deformacao angular, o que Ihe confere
centenas de vezes menos rigidez (GONZALEZ, M.A., 2011). Logo, os termos
torcionais ou diedros sdo muito importantes para assegurar a conformacéao
correta de moléculas e para reproduzir as principais mudancas conformacionais

ocasionadas pelas rota¢cdes sobre as ligagoes.

4.42.1.4
Potencial de van der Waals

O potencial de van der Waals € um dos termos de atomos néao ligados.
Ele deve ser calculado para pares de atomos separados por no minimo 3
ligacbes e entre atomos de diferentes moléculas (MACKERELL, 2004).
Geralmente, esse termo € representado pelo potencial de Lennard-Jones (LJ),
como mostra a equacao 9 para os &tomos i e j:

Voaw = 2 4¢€ij [(ﬂ>12 - <ﬁ>6] Eq. 9

Tij Tij
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onde ¢;; representa a profundidade do pocgo, ou seja, o potencial entre barreira
atrativa e repulsiva, o termo g;; € o diametro ou distancia na qual o potencial
tende a zero.

O V,qw possui um termo de atragdo e um termo repulsivo. O primeiro
tem como origem as forcas de dispersdo, que sdo geradas entre dipolos
induzidos que nascem de variacdes na distribuicdo de cargas eletronicas em
todas as moléculas (GONZALEZ, M.A., 2011). J& o termo repulsivo surge da
observacédo de que abaixo de uma certa distancia, geralmente em torno de 0,3
nm, os &tomos tendem a se repelir, devido a sobreposicdo das nuvens de
elétrons de cada atomo (GONZALEZ, M.A., 2011;MONTICELLI; TIELEMAN,
2013).

4.4.2.1.5
Potencial eletrostatico

O dultimo termo da equacdo 5 é do potencial eletrostatico, onde
comumente é atribuido uma carga atbmica parcial ao nacleo do &tomo.
Geralmente, a lei de Coulomb é utilizada para calcular esta contribuicdo
conforme mostra equacédo 10 (MONTICELLI; TIELEMAN, 2013):

qixq;j
Vetet = X . Eg. 10

4egerTij

onde g; e q; representam as cargas parciais para os atomos i e j, r;; € a distancia
entre os ndcleos dos atomos, ¢, € a permissividade do vacuo e &, é a constante
dielétrica relativa do meio.

Uma alternativa mais precisa para calcular a contribuicdo eletrostatica é
0 uso de métodos quanticos, pois pode-se calcular este potencial diretamente
da densidade eletronica. Porém, o alto custo computacional no uso destes
métodos para simulacfes de dindmica molecular torna a aplicacéo inviavel
(GONZALEZ, M.A., 2011).

4.4.2.2
Condigdes iniciais do sistema em dinamica molecular

Para executar uma simulacdo de DM é necessario especificar as
posicdes iniciais das particulas que fazem parte do sistema. Portanto, &

conveniente que as coordenadas iniciais estejam situadas dentro de uma rede
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cristalina, evitando assim que haja sobreposi¢cbes atdmicas indesejadas
(NAMBA; SILVA; SILVA, 2008). Cabe ressaltar que podem ser usadas
diferentes geometrias para a caixa de simulacéo, e que estas nao influenciam
ou interferem significativamente no resultado da simulacdo (NAMBA,; SILVA;
SILVA, 2008). As geometrias mais utilizadas sé@o cubicas, octaédricas truncada
e paralelepipédica.

Apos a solvatacao do sistema, sempre € necessario minimizar a energia
do sistema para eliminar maus contatos entre os atomos. A minimizacao de
energia visa encontrar um conjunto de posi¢des atdmicas que minimizam a
energia potencial do sistema. Os métodos mais utilizados sédo o algoritmo de
minimizacdo de descida mais ingreme (do termo em inglés steepest descent) e
0 método dos gradientes conjugados (LINDAHL, 2008). Apds a minimizacao de
energia, ha um relaxamento do sistema, no qual a forca aplicada sobre cada
atomo é pequena. Desta forma, obtém-se a estrutura de partida para a
simulacdo (NAMBA,; SILVA; SILVA, 2008).

44221

Algoritmo de descida mais ingreme

O método de descida mais ingreme é um dos mais usados por ser
considerado um método robusto. Este método utiliza a primeira derivada da
funcado de energia para determinar a direcdo para o minimo. Apesar de nao ser
particularmente eficiente, esta técnica tem um bom desempenho nha
minimizacdo de estruturas que estao longe do minimo de energia (TONNER,
2011). Este algoritmo utiliza a equagéo 11 para encontrar o minimo local de um
sistema:

Xk+1 = X — A Gk Eqg. 11

onde x; € o ponto atual, g, é a direcdo do gradiente e a;, € o tamanho do
passo. O calculo do proximo ponto x;,, € feito a cada iteracdo pela equagéo
11 até que seja encontrado um minimo local da fun¢cdo (MEZA, 2010). No
software Gromacs, o método de descida mais ingreme é implementado pela

equacgao 12:
Fn

max(|Fp)

h, Eqg. 12

Tht1 = Th T
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onde r € um vetor definido por 3N coordenadas, F, € a forca e h, € O
deslocamento maximo. A notagéo de max(|F,|) significa a maior for¢ca que pode
ser aplicada a um &tomo. Com isso as energias e for¢cas séo calculadas até que

exista uma convergéncia com a forca maxima definida.

44222

Método de gradientes conjugados

Em comparacdo com o método de descida mais ingreme, a minimizagéo
por gradientes conjugados é mais robusta para encontrar 0 minimo. Porém, &
um céalculo mais demorado nos estagios iniciais da minimizacédo. Este método
também usa a primeira derivada para determinar o minimo de energia. A
equacao principal para o método de gradientes (equacdo 13) € semelhante a
equacdo 10, mas sdo consideradas as seguintes condi¢cdes (GILBERT;
NOCEDAL, 1992):

Xp41 = X — A dy Eq 13.

d _{—gk para k=1
7 \—gx + Bxdy—, parak =2

onde B, € um escalar e a; € um passo obtido por uma busca unidimensional.
Como dito anteriormente, este método apresenta algumas limitacdes na busca

por minimos globais, sendo necesséarias minimizagdes anteriores.

4423
Ensembles

Um estado macroscopico € consequéncia da associacdo de varios
microestados, que interagem para formarem um equilibrio dindmico estatistico
(LUSTIG, 1994). Logo, um ensemble é um conjunto de microestados que
representa o estado do sistema. Ele permite que um conjunto de propriedades
termodinamicas e configuragdes seja mantido constante durante a integracao
das equacoes de Newton (TOBIAS; MARTYNA; KLEIN, 1993).

O ensemble microcandnico (NVE) mantem constante o numero de
particulas (N), o volume (V) e a energia total do sistema (E) durante a simulacéo
(NAMBA,; SILVA; SILVA, 2008). Porém, este ensemble possui a desvantagem

de que algumas propriedades experimentais ndo sdo mensuraveis atraves de
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estudos por simulacdo (TOBIAS; MARTYNA; KLEIN, 1993). Geralmente,
estudos experimentais sdo feitos sob a condicdo de numero de particulas,
temperatura, volume ou pressao constantes, o que levou ao desenvolvimento
de novos ensembles.

Para controlar de forma separada a temperatura (T), o volume (V) e a
pressdo (P), foram criados o ensemble candnico e o isotérmico-isobarico. O
ensemble candnico (NVT) controla o niumero de particulas (N), Volume (V) e
Temperatura (T) constantes durante a simulacdo. J& o ensemble isotérmico-
isobarico (NPT) mantém constantes o numero de particulas (N), a pressao (P)
e a temperatura (T). Os ensembles NVT e NPT tem como potencial
termodinamico caracteristico a energia livre de Helmholtz e energia livre de
Gibbs, respectivamente, que sdo bem mais faceis de serem calculados por
simulacdo do que a entropia, que é a propriedade termodindmica caracteristica
do ensemble NVE (TOBIAS; MARTYNA; KLEIN, 1993).

4.4.2.4
Termostatos

As simulacdes de DM necessitam do controle de algumas variaveis no
ensemble, entre elas a temperatura no NVT e a temperatura e a pressao no
NPT. Para esta finalidade, usa-se uma ferramenta chamada de termostato que
tem como funcao realizar o controle da temperatura do sistema. O termostato
impede que a temperatura do sistema varie acima dos limites pré-definidos. Os
termostatos mais comuns em simulagcbes de DM sdo o de Berendsen
(BERENDSEN et al., 1984), Nosé-Hoover (EVANS; HOLIAN, 1985) e o de
reescalonamento da velocidade (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007).

4.42.4.1
Termostato de Berendsen

O termostato de Berendsen controla a temperatura do sistema através
de um banho térmico que é acoplado ao sistema, onde a temperatura To €
mantida fixa(BERENDSEN et al., 1984). A cinética deste termostato é de

primeira ordem conforme mostra a equagao 14:

ar 1
E_ ;(TO—T) Eqg. 14
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onde t € o tempo de cada passo da simulacdo ou constante de acoplamento, T
€ a temperatura do sistema no tempo t. Este termostato aplica uma
renormalizacdo das velocidades em cada passo da simulacao para controlar a
temperatura até que a temperatura desejada seja alcancada (BERENDSEN et
al., 1984). O valor de t deve ser testado para averiguar a rapidez com que o
sistema chega a temperatura desejada. Cabe ressaltar que quanto maior o
valor de t mais tempo levara para a temperatura ser alcangada. Embora tenha
uma forma simples, geralmente este ndo € o melhor termostato, pois por vezes

nao simula a temperatura corretamente.

4.4.2.4.2
Termostato de Reescalonamento de Velocidade

O termostato de reescalonamento de velocidade é uma otimizacdo do
termostato de Berendsen. Uma das desvantagens ou falha no termostato de
Berendsen é que as flutuacbes presentes no sistema ndo satisfazem o
ensemble canbnico (BERENDSEN et al, 1984;BUSSI; DONADIO;
PARRINELLO, 2007). Logo, este termostato tem como proposta corrigir as
flutuacbes do NVT através de flutuacbes estocéasticas, conforme mostra a

equacao 15:

1
dK = (K, — K)Z + <KK°E>d—W1 Eq. 15
T Nl (T)E
onde K representa a energia cinética, N, corresponde aos graus de liberdade,
dW representa um processo de Wiener, ou seja, uma distribuicdo de movimento
browniano, e t é a constante de acoplamento (BUSSI; DONADIO;
PARRINELLO, 2007).

4.4.2.4.3
Termostato de Nosé-Hoover

O termostato de Nosé-Hoover € um algoritmo que utiliza a adigdo de uma
variavel dinamica imaginaria. Ele atua modificando a cinética das particulas do
sistema, aumentando ou diminuindo a aceleracdo até que estas atinjam a
temperatura definida (EVANS; HOLIAN, 1985). Portanto, uma variavel s e o seu

momento conjugado s&o adicionados as equacdes de movimento. Estas
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variaveis representam um reservatério térmico através da energia potencial Us,

e cinética Ks.
Us = (3N — 2)k,t In (s) Eq. 16

2
K, =% Eq. 17

onde o grau de liberdade é dado por (3N-2), k representa a constante de
Boltzmann e Qs € a inércia térmica. A equacdo classica (equagdo 18) do
termostato de Nosé-Hoover € uma funcédo de Lagrange estendida para incluir
as coordenadas de s e sua derivada do tempo.

L= szzjivzlzp—jli—u+ Q? -k, TLIns Eq. 18
onde Q é a massa efetiva associada a s, L é definido pelo nimero de graus de
liberdade. Este termostato ndo € ergddico para um oscilador harménico. Logo,
um termostato ou cadeias de termostatos podem ser implementados para
melhorar a ergodicidade e levar em conta leis de conservacdo adicionais
(MARTYNA; KLEIN; TUCKERMAN, 1992).

4.4.2.5
Barostatos

Assim como a temperatura, a pressao também pode ser controlada em
um ensemble. Neste caso, barostatos sdo usados para manter a pressao
constante e préoxima da pressédo desejada. O barostato usa a variavel P. Os
barostatos mais comuns sédo o de Berendsen (BERENDSEN et al., 1984) e o
de Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1981).

4.4.25.1
Barostato de Berendsen

A funcionaliza¢éo deste barostato ocorre pelo fraco acoplamento de um
banho térmico externo, no qual é fundamentado no principio da menor
perturbacao local. Semelhante ao termostato de Nosé-Hoover, um termo extra
€ adicionado as equacbes de movimento que ocasionam uma mudanca de
pressdo no sistema. A funcéo que representa este barostato € apresentada na

equacgao 19:
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28— PooP Eq. 19
dt Tp a

onde a pressao de referéncia é p,, p € a pressao no tempo t e 7, € a constante

de tempo para o0 acoplamento. Cabe ressaltar que o barostato de Berendsen
trabalha com o escalonamento de coordenadas com o escalonamento do
volume para minimizar os disturbios locais (BERENDSEN et al., 1984). Logo, é
adicionando um termo extra (x’) a equacdo de movimento x=v conforme

mostrado na equacao 20:

x'=v+ ax Eq. 20
O ajuste do volume ocorre pela seguinte equacéo 21:

V' =3aV Eq. 21

J& a mudanca de pressdo esta relacionada com a compressibilidade

isotérmica 3 conforme a equacgao 22:

dp _ 1 _av_ _3a o 2
it BV dt B g
O fator a é determinado pela equagao 23:
o = —B@Po—P) Eq. 23
3Tp

Logo, a equacéo de movimento (equacao 20) modificada fica da seguinte

forma combinando as equacdes anteriores.

/ _ B(o-p) X

X =v Eq. 24
3‘rp

Apesar da compressibilidade é muito imprecisa, ela ndo apresenta
consequéncia para dinamica (BERENDSEN et al., 1984) uma vez que B

influencia apenas a precisao de 7.

4.4.25.1
Barostato de Parrinello-Rahman

O barostato de Parrinello-Rahman foi proposto pois ndo é suficiente

dimensionar apenas o volume quando estruturas cristalinas s&o simuladas.
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Este barostato foi projetado como uma extensdo do método de Andersen, de
modo que tanto o volume quanto a forma da caixa de simulacdo mudam com o
tempo (KE et al., 2022;PARRINELLO; RAHMAN, 1981). A expressao para o
barostato de Parrinello-Rahman é demonstrada na equagao 25:

d?r;
dt?

=VW™ b7 (P = Pep) Eq. 25

onde b € a matriz que representa os vetores da caixa, V é o volume da Caixa,
as pressdes de referéncia e no tempo t sédo representadas por P e Pref,
respectivamente. W é uma matriz de parametros de massa que estabelece a
forca do acoplamento, que é definida conforme a equacéo 26:
_ 3TjL
T 4m2B

Eq. 26

onde 1, € a constante de tempo do barostato, L € o maior comprimento da
caixa, e B € a compressibilidade isotérmica. Cabe dizer que este barostato
representa um ensemble NPT corretamente. Apesar disso, quando o sistema
se desvia muito do equilibrio, pode haver oscilacées que sdo capazes de levar
o sistema ao colapso (PARRINELLO; RAHMAN, 1981). Uma das saidas para
este problema € aumentar o valor da 7,, € ao simular o ensemble canonico usar
o termostato de reescalonamento de velocidade, atingindo o equilibrio com

maior eficiéncia.

4.4.2.6
Condicdes periddicas de contorno

As condic8es periddicas de contornos sdao uma ferramenta utilizada em
sistemas simulados por DM quando nao ha interesse em algum efeito particular
da superficie. Geralmente, simulacdes de DM possuem entre 102 a 10°
particulas devido aos custos computacionais. Em comparacdo com sistemas
reais (macroscopicos), essa quantidade de particulas € uma quantidade
insignificante (NAMBA,; SILVA; SILVA, 2008). Considerado um sistema com
1000 particulas em uma caixa cubica de aresta 10, quase metade das
particulas estdo nas faces externas, o que ocasiona um grande efeito nas

propriedades mensuraveis neste sistema (ALLEN.P, 2004).
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Existem varias maneiras para solucionar os problemas gerados pelas
condicbes de contorno em uma simulacdo de DM. O uso das condicOes
periodicas de contorno € um dos meétodos utilizados para solucionar 0s
problemas (KUMAR, H.; MAITI, 2011). Neste caso, a célula é replicada em

todas as dire¢des conforme mostra a Figura 9.

o Glo Glo @
D YoP Y0P Yo
o Fle 8|0 @
> oP el "o
Odoxd"od
D “oP YoP “o

Figura 9. Representacdo de um sistema com condicBes periddicas de
contorno. A figura central € o sistema estudado e nas adjacéncias os sistemas
especulares, a seta indica que o movimento executado na figura central é
repetida nas imagens especulares. Figura extraida da literatura (ALLEN.P,
2004)

A Figura 9 representa o esquema utilizado no método de condi¢des
periddicas de contorno. Esta representacdo mostra que a medida que uma
particula sai da caixa de simulacdo, sua imagem periddica se move da mesma
maneira para substitui-la, mantendo o niumero de &4tomos na caixa central
conservado (KUMAR, H.; MAITI, 2011). Quando as particulas estejam dentro
de um intervalo, é possivel computar as interagdes entre os &tomos reais e de
imagem periddica (ALLEN.P, 2004).

4.4.2.7
Algoritmos de integracdo em dinamica molecular

As simulacbes de DM tém como principal finalidade gerar varias

trajetérias de um sistema com o decorrer do tempo, possibilitando calcular as
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propriedades termodindmicas médias ou determinar a evolucdo temporal do
sistema(KUMAR, H.; MAITI, 2011). Logo, é necessario 0 uso de operadores
numericos que sejam capazes de integrar as equacdes de movimento.
Geralmente, algoritmos sé&o utilizados para realizar essa tarefa (KUMAR, H.;
MAITI, 2011). Os algoritmos de integragdo mais utilizados em simulacdes de
DM séo os algoritmos de Verlet e de Leap-Frog que serdo detalhados nas

préoximas secoes.

4.4.2.7.1
Algoritmo de Verlet

O algoritmo de integracéo de Verlet € um operador matemético baseado
no meétodo das diferencas finitas, onde a integracdo é dividida em intervalos
curtos de tempos. Estes intervalos sdo denominados de passos de integracao
(At), que permitem simular os movimentos de maior frequéncia do sistema

(VERLET, 1967). A funcionalidade deste algoritmo € baseada na equacéo 27:
r(t + At) = 2r(t) — r(t — At) + a(t)At? Eq. 27

onde a € aceleracdo, r € posicdo da particula e t é o tempo. Esta equacdo
determina as novas posi¢des dos atomos, r(t + At), no tempo de simulacdes
(t + At), usando aceleracdes e posicdes das particulas no tempo t e posicdes
no passo anterior r(t-At) (VERLET, 1967). Esta equacéo pode ser obtida pela
expansdo de Taylor, conforme mostra as equacdes 28 e 29. A expansao de
Taylor para a posicdo em torno do tempo t é representada na equacao 28:

r(t + At) = r(t) + v(t)At +% a(t)At? + b(t)At3 + OAt* Eq. 28
Se invertemos o tempo teremos
r(t — At) = r(t) — v(t)At +§ a(t)At? — b(t)At3 + OAt* Eq. 29
Combinando as duas equacdes e mantendo os termos até At? temos,
r(t + At) = 2r(t) —r(t — At) + a(t)At? + OAt* Eq. 30

E importante mencionar que o algoritmo de Verlet é capaz de determinar

a posicdo com precisdo até At* e a velocidade até At? (VERLET, 1967). Para
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o célculo da velocidade, utilizam-se as diferencas de posicdes nos

tempos(t — At) e (t + At), dividido pelo tempo percorrido (Equagéo 31):

r(t+At)—r(t+At)
2At

v(t) = Eq. 31

Portanto, temos as equacodes de posicdo e velocidade do algoritmo de
Verlet (equacdes 30 e 31, respectivamente).

4.4.2.7.2
Algoritmo de Leap-Frog

O algoritmo de Leap-Frog pode ser considerado uma optimizacdo do
algoritmo de Verlet, pois este foi projetado para corrigir a precisdo numerica
gue era afetada por envolver erros grandes e pequenos. Neste algoritmo tanto
a velocidade quanto a posicao alternam simultaneamente. A primeira
velocidade é calculada em meio passo de tempo e esta € utilizada para calcular
a posicdo em passo de tempo completo (GUNSTEREN, VAN; BERENDSEN,
1988;KUMAR, H.; MAITI, 2011). As expressoes para o algoritmo de Leap-Frog
sao apresentadas nas equacodes 32 e 33:

r(t+At) =r() +v (t+ %At)At Eq. 32

v (t +%At) = (t—%At) + iF(t)At Eq. 33

Observa-se que ao combinar as equacfes 32 e 33, a equacao obtida &
equivalente a equacdo 27 do algoritmo de Verlet. O algoritmo de Leap-Frog
necessita da determinacao da velocidade do passo de tempo anterior que pode

ser determinada pela equacéo 34:
v (ty — At) = v(t,) — iF(to)éAt Eq. 34

Para calcular a velocidade de uma particula no tempo atual pode ser
usada uma interpolacéao simples. Como dito anteriormente uma das principais
vantagens do esquema de integracdo Leap-Frog é que ndo precisamos somar
erros de ordens diferentes em At (KUMAR, H.; MAITI, 2011).
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4.4.2.8
Soma de Ewald (PME)

A forma das interagbes que € computada em uma simulacdo de DM
associa-se diretamente ao custo computacional e a precisdo dos resultados
(ABRAHAM, Mark J.; GREADY, 2011). Em sistemas grandes, como por
exemplo um sistema biomolecular, somar todas as contribuicées de interacfes
Coulombianas de pares de &tomo, a fim de representar a natureza eletrostéatica
de longo alcance é impraticavel, devido ao elevado custo computacional
(KUMAR, H.; MAITI, 2011).

A soma de Ewald é amplamente utilizada para tratar das interacdes em

sistemas periddicos. A sua implementacao da-se através da equacao 35:

fzzzzquq] ( +nynz)—n¢0

Ny Ny Nz
Eq. 35
A equacdo 34 determina a energia eletrostética para N particulas e suas

imagens periddicas. Os vetores de indice da caixa sdo representados por
n., My, Ny, € a distancia real entre as cargas € r;;,, (ESSMANN et al., 1995).
Para aumentar a velocidade de convergéncia a equacéao 34, esta é decomposta
como o somatorio de trés termos independentes: Edir calcula a energia de forma
direta, Erec fornece uma distribuicdo gaussiana sobre a energia e a
transformada de Fourier e Ecor garante a neutralidade de carga da célula
unitaria  (ESSMANN et al., 1995). Esses termos sao apresentados nas

equacdes 36, 37 e 38:

PRIt

Lj Ny My N

Eq. 36
exp(— (—)2 + 2mim (r; — 17)
Frec = 77 Z w1 0, 0,0 e
my my my.
Eq. 37
AN
E o i — Z z
co \/E i q
Eq. 38
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onde o termo Edir € referido como energia direta ou de curto alcance, Erec €
referido como energia reciproca ou de longo alcance e Ecor € referido como
energia de correcao. Nas equacdes 36, 37 e 38, o termo B é o parametro que
define o peso relativo das somas direta e reciprocas, erfc é uma fungéo de erro,
V é o volume da célula unitaria, m € o nUmero de células unitarias e q é a carga

das particulas.

4.4.2.9
Algoritmo de Restri¢cao

Em simulacdes de DM, geralmente as oscilacbes nas ligagbes sao
substituidas por restricdes holonémicas, pois estas acontecem em frequéncia
alta e amplitude baixa, o que limita o intervalo de tempo em uma simulacao
(HESS et al., 1997). Nesta situacdo, o comprimento de ligagdo entre os atomos
fica longe do ideal, o que resulta na geracao de energia que aquece o sistema.
Esta situacdo geralmente ocorre com particulas pequenas e de pouca massa,
visto que o momento médio do sistema produz grande movimento das
particulas. Para resolver esse problema geralmente sdo aplicados algoritmos
de restricdes, os mais comuns sao o LINCS e SHAKE.

4.4.29.1
Algoritmo de Restricdo LINCS

O algoritmo de restricdo LINCS (solucionador de restrices lineares) foi
projetado para otimizar o calculo da equacdo matricial, executar correcdo de
velocidade, evitando o alongamento rotacional e corrigindo o comprimento, e
melhorando a precisdo e a estabilidade (HESS et al.,, 1997). O método de
LINCS é implementado pela equacéo 39, onde é considerado um sistema com
N particulas, e posic6es dadas por um vetor 3N r(t).

d%r

F=M‘1f Eq. 39

onde f € a vetor de forca 3N e M uma matriz diagonal 3N x 3N contendo as
massas das particulas. Geralmente, um sistema é limitado por K equacdes
independentes do tempo na condicdo gi ()= 0, 7 =1, ..., K. Adicionando as
restricbes como um potencial V(r), e multiplicando pelos multiplicadores de

Lagrange (Ai), temos a equagéo 39:
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d?r d
_MF_;(V_)\g) Eqg. 40

onde g é uma funcgéo de restricdo gi = (ra -rb)?>— d?= 0, e r séo as posi¢bes das

particulas relacionadas a restricdo, e d € o comprimento ideal da ligacao.

4.42.9.2
Algoritmo de restricdo SHAKE

O meétodo SHAKE utiliza a aplicacdo de restricdo de distancia,
empregando coordenadas cartesianas para determinar os multiplicadores de
Lagrange (KRAUTLER; GUNSTEREN, VAN; HUNENBERGER, 2001). Este
algoritmo baseia-se na linearizacdo e desacoplamento das equacbes de
movimento, ou seja, as equacdes que redefinem as coordenadas atémicas dos
sistemas (ELBER; RUYMGAART; HESS, 2011). A principal expressao
matematica deste algoritmo é mostrada na equacéo 41:

Oa=(iyX) = 173 =150 =0 Va=1,..,L Eq. 41

onde rﬁ( € 0 quadrado das distancias entre os atomos j e k que sdo mantidas
restritas, rj;, é o valor de referéncia ao qual o quadrado da distancia é

comparado e L € o numero de distancias restritas. Por fim, a é um indice que

denota as restricoes.

4.4.2.10
Amostragem guarda-chuva

O método de amostragem guarda-chuva (do inglés umbrella sampling) €
uma técnica que calcula a energia livre de um sistema ao longo de uma
coordenada de reacédo (¢) (MILLS; ANDRICIOAEI, 2008). Geralmente ¢ é
definido em termos de geométricos, como distancias, torsées e RMSD de dois
estados de referéncias. ApGs a definicdo da ¢ é possivel calcular a energia livre

(G) de um processo pela equacéo 42:
() = —;InQ® Eq. 42

onde G (¢) é também conhecido como potencial de forca média (PMF). O termo
B é igual ao inverso da constante de Boltzmann (k,) multiplicada pela

temperatura absoluta T, e Q é a funcéo de particdo candnica. Para determinar
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G (¢) em simulacdes computacionais, € necessario ter uma amostragem boa
dos estados intermediarios (KASTNER, 2011). Com a suposi¢do de ter um
sistema ergddico, a Q(¢) é igual a fungéo de distribuicdo P (), que é calculada
pela equacao 43:

P = lim ¢ [y p [§ @]at Eq. 43
onde t denota o tempo, e p € um termo que conta a ocorréncia dos estados em

um intervalo de ¢.

O método de amostragem guarda-chuva utiliza a aplicacao de potenciais
harmoénicos (equacao 44) ao longo de uma coordenada para que o sistema seja
conduzido de um estado termodinamico para outro (TORRIE; VALLEAU, 1977).
A amostragem deste processo é geralmente realizada através de uma série de

janelas para mostrar o intervalo de cada €.

0 (&) =56~ &ep)’ Eq. 44
onde w; € o potencial de polarizacdo da janela i, K é a constante de forca
harménica e ¢,., € a coordenada de reacdo de referéncia. A aplicagdo do
potencial em cada janela serve para o manter o sistema préximo ao ponto de

referéncia ¢,..r da respectiva janela i. No método de amostragem guarda-chuva,
a energia livre (G) é determinada indiretamente através da funcdo de

distribuicéo ndo viesada (P}*), conforme mostra as equacdes 45 e 46:

P} = PP (&) exp[Bw; (&) {exp[—Bw;(E)]) Eq. 45
G(©) = —5InP{®) — wi(§) +F, Eq. 46

onde P} é a funcéo de distribuicio enviesada e F; € uma ponderagio que &
calculado por F; = —%ln(e‘ﬁ‘“(f)). Geralmente, esse termo ¢é obtido através de

técnicas de andlises de amostragem (KASTNER, 2011).

44211
Método da anélise de histograma ponderado (WHAM)

Diversos métodos foram desenvolvidos para calcular o F;, entre eles o
meétodo da analise de histograma ponderado (WHAM). Este € um método

promissor que visa minimizar o erro estatistico associado a uma funcdo de
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distribuicdo global P*(¢) (KUMAR, S. et al.,, 1992). A determinacdo da
distribuicdo P“(¢) é calculada através de uma média ponderada das

distribuicdes P}*(¢) das janelas individuais i, conforme a equagéo 47:

Janelas

PUO= D m©PIE)

Eq. 47
onde p;(¢) € um peso escolhido para minimizar o erro estatistico da distribuicdo

global (equacéo 48 e 49):

p; = =2 Eq. 48

Yja;

a;(§) = N;exp[—Bw;(§) + BF] Eq. 49

no qual N; € o numero de total de etapas amostradas para cada janela i. Logo,
€ possivel notar a associacdo da ponderacdo F; com a distribuicdo global
P“(&)(equacao 47) e o peso p;(&) pelas equacbes 48 e 49. No WHAM, a

ponderacdo F; € calculada pela equacao 50:

exp(—BF;) = (exp(—Bw(§))) = [ P*(Oexp [-Bwi()]d¢  Eq. 50

Ao observar a equacdo 47 onde tem-se P“(¢) e as equagOes 48 e 49
gue mostram a associacdo de F; com P%(§), a presenca dos dois termos na
equacdo 50 sugere que estes devem ser iterados até a convergéncia para
obtencdo do PMF (KASTNER, 2011;KUMAR, S. et al., 1992).

4.4.2.12
Dinamica molecular de aceleracdo randémica (t-RAMD)

O tempo de residéncia () é definido como o tempo em que um farmaco
permanece ligado ao sitio de ligacdo de um alvo, podendo ser calculado

conforme a equacéo 51:

1
Kogr

onde k, s € constante de taxa de dissociagdo. Este parametro trata-se de uma

T Eqg. 51

constante cinética de primeira ordem que geralmente é expressa em s*. Para

um farmaco ter efeito sobre um alvo, este tem que ter um tempo de residéncia
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suficientemente longo para poder interferir na fungcédo da mesma (SOHRABY;
NUNES-ALVES, 2022).

Uma das abordagens para determinar o tempo de residéncia relativo (1)
€ chamada dinamica molecular de aceleracdo aleatdria t (1-RAMD). Esta
técnica de calculo de T € baseada em um procedimento de amostragem
melhorada, onde uma pequena forga adicional orientada aleatoriamente sobre
a molécula ligante € aplicada, facilitando a sua desvinculacdo do alvo (KOKH
et al., 2018). A direcdo da forca aplicada € atribuida de forma aleatéria toda vez
gue o ligante apresenta um movimento em um intervalo de tempo em que uma
distancia minima definida ndo é respeitada.

Uma das vantagens de utilizar o método t-RAMD ¢é o fato de que esta
técnica ndo requer conhecimento prévio da via de dissociacédo, bem como um
ajuste extensivo de parametros. Portanto, o Unico parametro a ser definido pelo
usuario € a magnitude da forca aleatéria. Esta forca geralmente ndo afeta o
tempo de residéncia pois € definida para respeitar uma condicdo minima de

tempo de simulacao para cada trajetoria.

4.4.2.13
GROMACS

GROMACS é um software para simulacfes de dinamica molecular
projetado para estudos da dinamica de sistemas biomoleculares, tais como
proteinas, &cidos nucleicos e lipideos. A denominacdo de GROMACS vem da
abreviacdo de GROningen MAchine for Chemical Simulation, onde o primeiro
termo é referente a cidade da Universidade onde este software foi desenvolvido
(SPOEL, VAN DER et al., 2005). Este programa € o resultado de um projeto de
colaboracéo entre o Departamento de Quimica e o Departamento de Ciéncia
da Computacao da Universidade de Groningen na Holanda no inicio dos anos
de 1990. O Gromacs dispde da possibilidade de utilizacdo de varios campos de
forca, entre eles o OPLS, Gromos, Charmm e Amber que sdo bem comuns em
estudos de DM (SPOEL, VAN DER et al., 2005). Além disso, ha atualizacbes
frequentes que acompanham os avangos computacionais em termos de
hardwares e softwares, possibilitando simula¢cdes mais rapidas e com boa
eficiéncia. Este software é de livre acesso com licenga geral livre GNU-LGPL,

sendo mantido por diversos centros de pesquisa. A sua robustez e rapidez em
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comparacao com os concorrentes, além do fato de ser gratuito, contribui para

gue este seja um dos programas mais utilizados nesta area.
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5
Metodologia

5.1

Preparando as estruturas tridimensionais

Primeiramente a estrutura 3D do ligante e as estruturas 3D
cristalograficas dos alvos foram obtidos no formato *.PDB. Logo, apds a
aquisicdo destes arquivos, um processo de preparo pré-simulacao foi realizado,
para que 0s arquivos iniciais estivessem em conformidade com a necessidade
de cada programa de simulacéo e para a otimizacao do custo computacional.
O programa Autodock foi utilizado para o ancoramento molecular e
posteriormente o programa Gromacs para a simulagdo de dindmica molecular.

A estrutura 3D do peptideo antiviral ATN-161 foi obtida do banco de
dados PubChem (KIM et al., 2021) com o cdédigo CID: 9960285. Os alvos
macromoleculares foram adquiridos do banco de dados de proteinas, onde as
integrinas a5pB1 de conformacgao fechada e aberta foram obtidas pelos cédigos
PDB ID: 4WK4 (XIA; SPRINGER, 2014) e PDB ID: 7NWL (SCHUMACHER et
al., 2021), respectivamente. Os alvos da proteinase principal 3C-Like (MPRO) e
a proteina S da variante émicron complexada com hACE2 do SARS-CoV-2
foram adquiridos pelos cédigos PDB ID: 7BQY (JIN et al., 2020) e PDB ID:
7WPB (YIN et al., 2022), respectivamente.

Os alvos macromoleculares foram visualizados e sanitizados utilizando
o pacote UCSF Chimera, onde foram removidas as estruturas que nao sao de
interesse (PETTERSEN et al.,, 2004). Logo, na estrutura do 4WK4 foram
retirados ligantes (sacarideos) que ndo sao de interesse. Em 7NWL, foram
removidas as cadeias C da fibronectina, e fragmentos de anticorpos artificiais
das cadeias D e E, ficando apenas com as cadeias referentes as subunidades
a5 e B1. Para a estrutura de 7BQY, apenas a cadeia C referente ao peptideo
artificial N3 foi removida. Finalmente, apenas os ligantes sacarideos foram

removidos da estrutura 7WPB.
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5.2

Ancoramento Molecular

Para executar as simula¢gdes de ancoramento molecular foram utilizados
0s pacotes Autodock4.2 e o Autodock Tools (ADT) (MORRIS et al., 2014) como
citado anteriormente. A simulagdo de ancoramento molecular foi executada
com o intuito de obter as melhores poses iniciais do ligante ATN-161
complexado aos alvos macromoleculares. O sistema inicial foi preparado com
o ADT, onde foram adicionados hidrogénios polares a estrutura de todas as
proteinas e foram computadas as cargas de Kollmann (MORRIS et al., 1998b).
Em relacdo ao ligante este foi adicionado ao sistema, e também foram
computadas as cargas e seus pontos de tor¢cdo foram detectados, no qual
foram computadas 24 ligacGes rotacionaveis e definidos 17 torsGes para
simulagéo.

Na etapa seguinte, uma caixa de grade com dimensfes de 126x126x126
A3 e espacamento de grade de 0,375 A foi gerada para cada sistema de alvo-
ATN-161. Cabe ressaltar que as dimensdes foram escolhidas para possibilitar
que o ligante pudesse interagir com todos os sitios de ligacdo préximos ao sitio
ativo definido na literatura para cada alvo. As coordenadas do centro de cada
caixa de grade foram determinadas de acordo com os artigos associados a
cada estrutura (JIN et al., 2020;SCHUMACHER et al., 2021;XIA; SPRINGER,
2014;YIN et al., 2022). Sendo assim as coordenadas para 4WK4 (x= 22.286;
y= 11.004; z= -19.274) e 7NWL (x= 287.143; y= 288.333; z=240.064) foram
referenciadas com a coordenada do sitio de ligagdo RGD presente em cada
arquivo. A referéncia da estrutura 7BQY (x=5.218; y=-2.997; z= 20.37) baseou-
se na posi¢éo do residuo de aminoacido GLN 166 que se encontra entre 0s
dominios de ligacdo | e Il. Finalmente, a referéncia da estrutura 7WPB (x=
196.913; y= 175.471; z= 248.689) foi colocada no dominio de ligacdo RGD.

Os sistemas foram submetidos a simulagédo de ancoragem molecular
apos a preparacdo de cada sistema. Vale ressaltar que a metodologia utilizada
neste estudo considera as proteinas como estruturas rigidas e o ligante flexivel.
A simulac&o de ancoragem molecular consiste basicamente em duas etapas: a
busca conformacional e o ranqueamento de energia para cada conformagao

encontrada. A busca conformacional foi realizada utilizando o algoritmo
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genético Lamarckiano (LGA), onde todos os sistemas foram submetidos a 100
execucOes independentes cada, com 150 individuos em cada populacéo,
perfazendo 25 milhdes de avaliacGes de energia e gerando 27 mil geracoes.
A partir dos resultados obtidos, 10 configuracdes por ranqueamento de
energia (Enind) foram selecionadas dentre as 100 geradas para cada complexo
do ligante ATN-161 com os alvos. Para escolher a configuracéo inicial para as
simulacdes de dinamica molecular, outros critérios foram também usados tais
como a regido que acomodou 0 maior numero de configuracdes do ATN-161
entre as 10 primeiras poses e a interacdo com residuos de aminoacidos

especificos do sitio ativo de cada alvo.

5.3

Dinamica molecular classica

As simulacbes de DM para cada complexo alvo-ligante foram
executadas conforme o seguinte fluxo de trabalho: 1) geracdo das topologias
do ligante e dos alvos, 2) criacao da caixa de simulacéo, 3) solvatacéo e adicao
de ions para neutralizar a carga do sistema, 4) minimizacdo de energia do
sistema, 5) equilibracéo do sistema, 6) simulacdo de producédo das trajetorias e
7) analises das trajetérias.

As simulagdes de DM foram realizadas com o pacote GROMACS verséo
2021.5 (SPOEL, VAN DER et al., 2005) usando o campo de forca atomistico
OPLS-AA (Jorgensen et al., 1996). A plataforma PolyParGen (YABE et al.,
2019) foi utilizada para gerar a topologia do ligante ATN-161. A funcao
pdb2gmx do Gromacs foi usada para gerar as topologias dos alvos proteicos.
Para a construcdo do sistema inicial, uma caixa dodecaédrica foi criada com
funcdo gmx_editconf. As dimensfes da caixa de simulacdo foram definidas
posicionando o complexo a uma distancia de 1 nm das bordas da caixa.

Os volumes dos sistemas 4WK4, 7NWL, 7WPB e 7BQY possuem
aproximadamente 2077 nm?3, 3436 nm3, 1742 nm?3 e 661 nm?3, respectivamente.
Apds a geracao das caixas de simulacdo, moléculas de agua foram adicionadas
para solvatar o sistema usando a fungdo gmx_solvate, onde o modelo de agua
TIP4P foi definido (GONZALEZ, Miguel A.; ABASCAL, 2011). Para neutralizar
as cargas do sistema, a fungcdo gmx_genion foi utilizada para adicionar contra-

ions ao sistema. Na etapa seguinte, uma minimizacéo de energia foi realizada
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aplicando o método de descida mais ingreme com um critério de convergéncia
de 10 kJ molt nm-2.

A equilibracéo do sistema foi realizada em duas etapas. Primeiramente,
100 ps de simulagdo com o ensemble candnica (NVT) foi executada, onde o
namero de particulas, volume e temperatura sdo mantidos constantes. Em
seguida, uma simulacéo de 100 ps com o ensemble isotérmico-isobarico NPT
foi executada, onde foram mantidos constantes o numero de particulas, a
pressdo e a temperatura. Desta forma, os sistemas foram otimizados em
termos de energia e equilibrados na temperatura de aproximadamente 310K e
presséo de 1 bar.

A partir do sistema equilibrado, executou-se uma simulacdo de DM de
producdo de trajetérias de 200 ns com temperatura constante de 310 K e
pressdo de 1 bar, usando o termostato reescalomento de velocidade com
constante de acoplamento t de 0,1 ps (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO,
2007) e o barostato de Parrinello-Rahman com uma constante de acoplamento
tde 2,0 ps (PARRINELLO; RAHMAN, 1981). Todas as simula¢cdes usaram um
intervalo integracdo de tempo (dt) de 2 fs. Além disso, o algoritmo LINCS foi
aplicado como algoritmo de restricdo e as interacdes eletrostaticas de longo
alcance foram calculadas usando o método Particle-Mesh-Ewald (PME)
(PETERSEN, 1995).

As analises das trajetorias foram feitas utilizando as funcées gmx_rms
para gerar o grafico de raiz quadrada do desvio quadratico médio (RMSD) e a
raiz quadrada da flutuacdo quadratica média (RMSF). O célculo do RMSD
determina o quanto a posi¢ao dos atomos da estrutura estudada se desvia em
relacdo a uma estrutura de referéncia ao longo do tempo de simulacdo. Sendo
assim, os RMSDs para a cadeia principal do ligante e para espinha dorsal das
proteinas foram calculados em relag&o as suas estruturas iniciais de referéncia.
De forma semelhante ao RMSD, o calculo do RMSF determina o grau de
flutuacdo das posicbes de aminoacidos especificos. Entdo, o RMSF foi
calculado para as proteinas que mostraram RMSD acima de 3 A, com a
finalidade de visualizar quais regides contribuiram para o aumento do RMSD.

Além disso, o software Visual Molecular Dynamics (VMD) (HUMPHREY;
DALKE; SCHULTEN, 1996) foi utilizado para visualizar as trajetorias dos
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sistemas e o pacote UCSF Chimera (PETTERSEN et al., 2004) foi usado para
gerar os mapas de contato de interacdes importantes entre o ligante e os alvos
proteicos. Finalmente, a funcdo gmx_hbond foi utilizada para determinar a
quantidade de ligagbes de hidrogénio que sao formadas ao longo do tempo de

simulacéo para cada sistema.

5.4

Amostragem guarda-chuva

A amostragem guarda-chuva (KASTNER, 2011;TORRIE; VALLEAU,
1977) foi realizada com o pacote Gromacs para calcular a energia livre de
ligacdo entre o peptideo ATN-161 e os alvos proteicos. Os sistemas simulados
anteriormente foram usados para criar um sistema para simulacao de dinamica
molecular direcionada e amostragem guarda-chuva.

O solvente e os ions foram removidos para preparar 0 hovo sistema.
Uma nova caixa foi gerada com a geometria cubica, considerando a condicao
em que a distancia 5 nm entre a proteina e as bordas da caixa. No passo
seguinte, as dimensfes das caixas do sistema foram dobradas na direcédo de
arraste do ligante na dindmica molecular direcionada. Com isso, tem-se as
seguintes dimensdes das caixas de simulagéo para cada complexo ATN-161-
alvo: 18.8 x 20.1 x 34.2 nm?® para 4WK4, 23.4 x 18.9 x 44.7 nm? para 7NWL,
21.3x42.7 x 21.3 nm® para 7WPB e 30.8 x 11.9 x 12.5 nm? para 7BQY.

Com os as caixas geradas nas dimensdes adequadas para simulacéo
de DM direcionada, os sistemas foram novamente solvatados usando o modelo
de dgua TIP4P (GONZALEZ, Miguel A.; ABASCAL, 2011) e a carga do sistema
foi neutralizada pela adicdo de ions. Depois, foi necessario indicar a orientacédo
para a for¢a aplicada na simulacdo de dinamica molecular direcionada. Logo,
foi definido uma direcdo de arraste do ligante na dinamica molecular
direcionada para cada sistema considerando a melhor posicao para retirada do
ligante do sitio de ligagéo. As dire¢cfes para cada sistema 4WK4 e 7NWL foram
definidas no eixo Z, para o sistema 7WPB no eixo Y e para o sistema 7BQY no
eixo X. Sendo assim o centro de massa do ATN-161 foi puxado ao longo da

coordenada de reacao (¢) para fora do sitio de ligacao, utilizando um potencial

66


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112419/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N°2112419/CA

harmonico externo de 1000 kJ mol™ nm~2 e velocidade de arraste de 0,0075
nm ps~! na dinamica molecular direcionada.

As configuracdes iniciais para a simulacdo de amostragem guarda-
chuva foram obtidas por meio das trajetorias da simulacdo de DM direcionada.
Os quadros que foram amostrados foram gerados com um intervalo (ou janela)
de 0,1 nm de distancia entre si, ou seja, a configuracdo de um quadro foi
adquirida cada vez que o ligante se moveu 0,1 nm. Os sistemas obtidos foram
minimizados pelo método de descida mais ingreme com o critério de
convergéncia de 10 kJ mol* nm e equilibrados por simulacdo NVT de 100 ps
na temperatura de 310K e pressédo de 1 bar.

Finalmente, cada janela gerada foi equilibrada por uma simulacdo NVT
adicional de 500 ps. Em seguida, uma simulagéo de producao de trajetdrias de
1 ns foi realizada para cada janela usando uma constante de forca de 2000 kJ
mol? nm=2. Os resultados obtidos na amostragem foram analisados pelo
método de andlise de histograma ponderado (WHAM) (KUMAR, S. et al., 1992)
onde o PMF foi calculado para cada sistema (LEMKUL; BEVAN, 2010). Desta
forma, a energia livre de ligagdo de Gibbs (AGuing) foi calculada para cada
complexo usando a diferenca de energia livre entre os estados ligado (minimo)

e dissociado (maximo) no perfil de energia.

5.5

Dindmica molecular de aceleragdo randdémica (t-RAMD)

A simulacdo de t-RAMD calcula o tempo de residéncia relativo de um
ligante em um sitio de ligacdo de um alvo proteico. Esta etapa foi realizada
apenas para o complexo formado pelo ATN-161 com MPRC e um complexo
cristalografico de referéncia. O complexo de referéncia utilizado é formado pelo
ligante GC376 complexado na MPRC, Esta referéncia foi obtida no PDB ID
7CBT. O complexo do ATN-161 com a MPRO foi usado a partir das coordenadas
iniciais utilizadas no célculo de energia livre de ligacao.

Primeiramente, o ligante foi separado da proteina usando o programa
Pymol. Os atomos de hidrogénio foram adicionados ao ligante e as moléculas
de &gua cristalogréficas distantes em até 5 A foram mantidas e as demais

removidas. Posteriormente, o complexo foi novamente formado, adicionando o
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ligante e as moléculas de 4gua nas mesmas coordenadas cristalograficas
originais.

A ferramenta AmberTools 22 foi utilizada para gerar os parametros de
topologia para os complexos. O método de AM1 foi utilizado para determinar
as cargas parciais do ligante. O campo de forca para proteinas ff14SB (do termo
em inglés force field 14 Stony Brook) (MAIER, J. A. et al., 2015) e o campo de
forca GAFF (do termo em inglés Generalized Amber Force Field) (WANG, J. et
al., 2004) para moléculas ligantes foram utilizados, bem como o modelo de
agua TIP3P (PRICE; BROOKS, 2004).

A caixa de simulac¢éo foi construida com a proteina a uma distancia de 1
nm das bordas da caixa e o sistema foi solvatado com o modelo de agua TIP3P
(PRICE; BROOKS, 2004). Finalmente, ions foram adicionados para neutralizar
a carga liquida do sistema. Com o sistema preparado, uma simulacado de
minimizacdo de com 500 passos foi realizada pelo método de descida mais
ingreme, seguida por 1000 passos de minimizacdo pelo método de gradiente
conjugado.

O sistema foi gradualmente aquecido até a temperatura de 300K em 1
ns, utilizando restricbes harmdnicas nos atomos diferentes de hidrogénio com
uma constante de forca de 50 kcal molt A2 Em seguida, a etapa de
equilibragcdo do sistema foi realizada, onde as restricdes foram retiradas
gradualmente diminuindo a constante de forca em 50, 10, 5, 2 kcal molt A2,
Cada etapa foi simulada por 1ns. Posteriormente, uma simulacdo de DM de
equilibrio de 10 ns foi realizada sem restricbes. Durante a equilibracdo, o
termostato de Langevin foi utilizado para manter a temperatura em 300 K
(DAVIDCHACK; HANDEL; TRETYAKOQOV, 2009) e o barostato de Berendsen
(BERENDSEN et al., 1984) foi utilizado para manter a pressdo em 1 bar.

Um corte de 10 A foi definido para intera¢cbes Coulombianas e Lennard-
Jones. As condicdes de contorno periodicas foram aplicadas com um
tratamento para interacdes eletrostaticas de longo alcance usando o método
Particle Mesh Ewald (PME) (PETERSEN, 1995). Além disso, um intervalo de
tempo de 2 fs foi empregado com ligacbes a atomos de hidrogénio restritas
usando o algoritmo SHAKE (ANDERSEN, 1983). Com o sistema equilibrado,
as coordenadas iniciais geradas pelo AMBER foram empregadas para o calculo
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do tempo de residéncia do ligante no alvo proteico usando o -RAMD com o
GROMACS.

Para o célculo do tempo de residéncia do ligante no alvo proteico usando
o t-RAMD, o sistema foi inicialmente aquecido em ensemble NVT por 10 ns,
usando o termostato de Berendsen (1= 1 ps). Em seguida, uma equilibragéo foi
realizada por 10 ns utilizando o termostato Nose-Hoover (EVANS; HOLIAN,
1985) e barostato de Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1981) com
constante de acoplamento de 0,8 e 2 ps, respectivamente. Esta etapa consiste
em gerar a replica inicial para a simulacdo de t-RAMD. Logo, esta etapa foi
repetida para gerar 5 replicadas. Cabe dizer que foram geradas coordenadas
atdmicas com diferentes velocidades para serem utilizadas como ponto de
partida com o intuito de gerar simula¢cdes independentes e diferentes.

A simulacdo de t-RAMD foi constituida por 5 réplicas com um conjunto
de 15 trajetorias foram geradas para cada replica. Em cada sistema, foi
aplicada uma forga de 7 kcal mol* Al com a direcdo da forca definida
aleatoriamente, apos cada ponto de verificacdo no qual a saida do ligante fica
retida. Esta forca é redirecionada. As simulac¢des foram encerradas quando o
centro de massa do ligante moveu-se a uma distancia superior a 30 A da sua
posicao de referéncia. Por fim, o método bootstrap foi utilizado para estimar o
tempo de residéncia relativo, o desvio padrdo e a distribuicdo média de cada

réplica.

6
Resultados e Discussao
6.1

Ancoramento molecular

As simulagbes de ancoramento molecular tiveram como resultado a
geracdo de 100 configuracOes alvo-ligante para cada macromolécula. Para
realizar andlises posteriores, estas configuracdes foram delimitadas as 10
primeiras de acordo com o ranqueamento de energia de ligacdo. Na Tabela 1

as 10 poses e suas respectivas energias (Ebind) S&0 apresentadas.
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Tabela 1. Pontuagéo de energia de ligagéo (Ebind) para a ancoragem do ATN-
161 com as conformacdes fechada (codigo PDB: 4WK4) e aberta (cédigo PDB:
7NWL) da integrina a5B1, MPRO (cédigo PDB: 7BQY) e proteina S da variante
omicron complexada ao hACE2 (cédigo PDB: 7WPB) obtida por ancoragem

molecular.
Epind (kcal mol™)
Pose

4WK4 7NWL 7WPB 7BQY
1 -6.32 -6.33 -4.84 -1.27
2 -5.80 -5.71 -4.35 -7.20
3 -5.77 -5.36 -4.18 -7.03
4 -5.56 -5.21 -4.15 -6.99
5 -5.46 -5.18 -4.11 -6.79
6 -4.84 -5.12 -4.07 -6.75
7 -4.71 -5.01 -4.03 -6.60
8 -4.62 -4.84 -3.83 -6.22
9 -4.32 -4.76 -3.71 -6.19
10 -4.24 -4.60 -3.64 -6.18

A Tabela 1 mostra que a pontuacgao entre as 10 primeiras configuracdes
para cada sistema € bastante proxima. Logo, para selecionar apenas uma
configuracdo como estrutura de partida para as simulacdes de dinamica
molecular, fez-se necessario utilizar outros critérios. Os critérios adotados para
selecionar as poses para integrina consideraram a energia de liga¢ao (Ebind), @
regido que acomodou o maior numero de configuracdes entre as 10 primeiras
ja selecionadas, e em particular, os aminoacidos que interagiam no complexo
alvo-ligante. Os primeiros 10 complexos gerados pela simulacdo de ancoragem

molecular para cada alvo sdo mostrados na Figura 10.
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Figura 10. As primeiras 10 poses geradas pelo acoplamento molecular do ATN-
161 na (a) integrina conformacdo fechada (cédigo PDB: 4WK4) e na (b)
conformacao aberta (codigo PDB: 7NWL), na (c) proteina S da variante
dmicron/hACE2 (codigo PDB: 7WPB) e na (d) MPRC do SARS-CoV-2 (cédigo
PDB: 7BQY).

A Figura 10 mostra que h& uma regido de ocupacdo em que o ATN-161
se liga em cada sistema. Como em quase todos os sistemas, 0 maior nimero
de poses foi em apenas uma regido, como mostra a Figura 10b, c e d. A
configuracédo de menor Ebpind fOi selecionada. Para a Figura 10a, também foram

observados os aminoacidos que interagiam, e ao comparar com a integrina de
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conformacdo aberta, as poses de menor energia tinham interagbes
semelhantes. Logo, foi selecionada aquela configuracdo de menor energia no
ranqueamento. Portanto, as configuracdes selecionadas para o calculo de
dindmica molecular foram aquelas de menor energia em cada sistema.

Como validagdo do ancoramento molecular, a simulagdo de
reancoragem foi realizada. No entanto, as estruturas cristalograficas dos alvos
4WK4, TNWL e 7TWPB néo possuem ligantes cristalograficos nos respectivos
sitios de ligacédo estudados. Sendo assim, a reancoragem foi executada apenas
para 7BQY, pois o ligante N3 esta presente no sitio de ligacdo. O resultado para

sobreposicao € mostrado na Figura 11.

Figura 11. Reancoragem molecular do ligante N3 no sitio de ligacdo MPRC para
os dados cristalograficos encontrados no cédigo PDB: 7BQY. A pose
cristalografica de referéncia € mostrada em roxo e a pose do encaixe €&

mostrada em laranja.

Os resultados deste reancoragem molecular mostram uma grande
sobreposicdo das poses, onde foi calculado um RMSD de 1,388 A, que é
considerado dentro de uma margem de tolerancia (geralmente RMSD < 3 A).
Além disso, foi também calculado um Ebind igual a -8,95 kcal mol* para a melhor
pose da ancoragem molecular (ligante em laranja). Para os demais sistemas,
aminoacidos que interagem ja foram reportados em outros estudos de
modelagem molecular (LAN et al.,, 2020;SCHUMACHER et al., 2021;XIA;
SPRINGER, 2014;YIN et al., 2022).

6.2
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Dinamica molecular

As estruturas obtidas das simulacdes de ancoramento molecular foram
submetidas a solvatacéo, neutralizacdo da carga liquida por adicdo de ions,
minimizag&o de energia e equilibragdo do sistema. Por fim, foi realizada uma
simulacdo de producéo de trajetéria de 200 ns onde a estabilidade do sistema
foi analisada, avaliando a estabilidade de seus componentes ao longo do tempo
de simulacdo utilizando o RMSD das posi¢cdes atdbmicas. Os resultados da
analise de RMSD sao mostrados na Figura 12, onde a variacdo das posi¢cdes
atdmicas da cadeia principal das proteinas e do ligante em cada complexo, e

das proteinas ndo complexadas foram avaliados.
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Figura 12. Raiz quadrada do desvio quadratico médio (RMSD) da posicéo
atbmica da cadeia principal da proteina complexada com ligante, cadeia
principal da proteina sem ligante e atomos pesados de ATN-161 (azul). (a)
conformacao fechada e (b) conformacédo aberta da integrina a531, no qual a
cadeia A da proteina complexada estd em marrom e cadeia B em roxo, a cadeia
A da proteina sem ligante estd em vermelho e a cadeia B em verde. (c) proteina
S da variante dmicron/hACE2 e (d) complexo da MPRO do SARS-CoV-2,

proteina complexada em laranja e proteina sem ligante em cinza.

A Figura 12 mostra como o RMSD variou ao longo do tempo de
simulacdo de 200 ns. Em geral, nota-se que o ligante ATN-161 n&do apresenta
grande mobilidade no sitio de ligacdo, tendo assim apenas pequenas variacoes
de RMSD. Analises visuais da trajetéria de simulacdo pelo software VMD,
indicam que o ligante se acomoda em uma determinada posi¢cao no sitio de
ligacdo nos primeiros picosegundos da simulacdo. Entdo, apés 5 ns de

simulagdo ndo h& variagcbes acima de 0,1 nm para o ATN-161. Ja para as
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macromoléculas é notoriamente visivel que ha uma variagdo maior em relacao
ao ATN-161, o que é considerado normal, levando em conta que o numero de
atomos é muito maior nas proteinas em comparacao com o ligante.
Analisando individualmente cada sistema, sugere-se fortemente que ha
estabilidade dos ligantes nos sitios de ligacdo de cada alvo proteico. Apesar
disso, as maiores variagdes de RMSD nas proteinas (aproximadamente 0,3
nm) sdo mostradas nas Figuras 3a e 3b. Portanto, para esses casos em

particular, a RMSF foi calculada e os resultados sdo mostrados na Figura 13.
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Figura 13. Raiz quadrada da flutuacdo quadratica média (RMSF) da posicao

Residuo

atdbmica por residuo de aminoacido. As regibes que mostraram variacdo de
RMSF maior que 0,3 nm foram destacadas. (a) RMSF da integrina de
conformacao fechada, (b) representacéo das regides de maior variagdo na
integrina conformacéo fechada. (c) RMSF da integrina de conformacéo aberta,
(b) representacao das regides de maior variagdo na integrina conformacao
aberta. Em (a) e (c) as linhas sélidas referem-se a cadeia A e as linhas
pontilhadas referem-se a cadeia B, em (b) e (d) as marcacdes de cor verde

representam as maiores variacdes na cadeia A e em magenta na cadeia B.

75


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112419/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N°2112419/CA

A Figura 13 mostra que as regides as quais causam 0 aumento
significativo no RMSD, tendem a néo alterar a estabilidade do sitio de ligacao
em que o ATN-161 liga-se. Logo, € demonstrado que os aminoacidos que
participam do sitio de ligacdo e que interagem com o ATN-161 ndo apresentam
variacdes maiores que 0,3 nm, indicando que o sistema esta em equilibrio.
Além da variacdo das posicdes atdmicas, a formacdo das ligacbes de
hidrogénio é verificada durante a simulacdo em termos de ocupacéo relativa
conforme apresentado na Figura 14. A distribuicdo de ocupacéo de ligagOes de
hidrogénio indica o quanto o ligante permaneceu interagindo ao longo da
simulacdo com o respectivo residuo, assim sendo um dos indicadores de quao

forte o ligante esta interagindo sitio de ligacao.
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Figura 14. Distribuicdo de ligacbes de hidrogénio em termos de ocupancia
relativa entre o ATN-161 e os alvos. (a) integrina as1 de conformacao fechada
e (b) aberta, (c) proteina S da variante 6micron/hACE2. (d) MPRC® do SARS-

CoV-2. “Princ” refere-se a cadeia principal e “Lat” a cadeia lateral.

A andlise para os sistemas com a integrina asf1 mostrado nas Figuras
14a e 14b indicam que o ATN-161 interage fortemente com a cadeia lateral do

residuo ASP228, computando uma ocupacédo em torno de 60% no complexo
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com conformagéao fechada e quase 40% em sua conformacao aberta. Observa-
se gue os residuos SER224 para a conformacédo fechada e PHE262 para a
conformacao aberta apresentam ocupacédo significativa (em torno de 25% e
30%). O sistema com a proteina S da variante da 6émicron/hACE2 presente na
Figura 14c foi aquele que apresentou a menor ocupagéo, ndo computando
nenhuma ocupacdo acima de 10%, o pode indicar que ndo ha afinidade
suficiente entre o ligante e os residuos do sitio de ligacdo. O complexo com a
MPRO mostrado na Figura 14d e a conformacéo fechada de integrina Figura 4a
sdo aqueles que apresentaram a maior ocupacdo de ligacdo de hidrogénio
entre todos os sistemas. O sistema com MPRO apresentou a maior ocupacéo de
ligacbes de hidrogénio, sendo o valor em torno de 60% de ocupacao entre o
ATN-161 e GLN189.

Para ter uma visdo geral de como foram geradas as interagdes por
ligacdes de hidrogénio, o numero de liga¢des de hidrogénio formadas ao longo
do tempo de simulacdo (200 ns) foram computadas para cada sistema

estudado e estdo presentes na Figura 15.
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Figura 15. Numero de ligacdes de hidrogénio dos sistemas de ATN-161 e alvos
(a) integrina asB1 com conformacdo fechada e (b) aberta, (c) proteina S da
variante dmicron/hACE2. (d) MPRO do SARS-CoV-2.
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A Figura 15 mostra que o ATN-161 forma varias ligac6es de hidrogénio
no decorrer da simulacdo. Logo, isto indica que o ligante esta estavel no sitio
de ligacdo. De forma particular, a Figura 15b referente ao ATN-161 com a
conformacao aberta da integrina € aquela que apresenta um maior valor médio
de ligagbes de hidrogénio formadas. Comparando com a conformagéo fechada
(Figura 15a), a quantidade média de ligacdes de hidrogénio computadas €&
guase duas vezes menor, 0 que pode resultar em uma maior afinidade por esta
conformacéao. Os sistemas representados nas Figuras 15c e 15d apresentaram
praticamente o mesmo valor médio de ligacdes de hidrogénio formadas, e é
notavel que em alguns periodos ndo sdo computadas as ligacbes de
hidrogénio. Cabe ainda ressaltar que as ligacdes de hidrogénio tém uma
contribuicdo importante para afinidade de ligacédo, porém outros fatores podem
contribuir para uma maior ou menor afinidade de ligacéo.

ApoOs analisar as ligacdes de hidrogénio, uma configuracdo do sistema
foi escolhida para o célculo de energia livre de ligacdo. Esta configuracéo
também foi utilizada para calcular as demais interacdes. Estas interacfes
intermoleculares entre o ATN-161 e as proteinas sdo apresentadas na Figura
16.

.Y,
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%HE 262
-
X

(©) (d)
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Figura 16. Interacdes intermoleculares entre ATN-161 e alvos. (a) interacdes
da integrina aspBi1 com conformacdo fechada, (b) ligacbes de hidrogénio da
integrina asB1 com conformacgao fechada, (c) interagdes da integrina asf1 com
conformacao aberta, (d) interacdes da proteina S da variante 6micron/hACE2,
(d) interacdes da MPRO do SARS-CoV-2 e (e) ligacdes de hidrogénio da MPRO
do SARS-CoV-2.

A Figura 16a apresenta os residuos que interagem com o ligante no
sistema com a integrina com conformacédo fechada. Neste complexo, as
interagbes com residuos VAL324, PHE321, ALA260, THR258, LEU257,
ASP228, ASP227, SER227, ILE225 e SER224 foram computadas. A Figura
16b da um destaque as interacdes por ligacdes de hidrogénio, onde os residuos
ASP228 e SER224 foram mostrados. Pode-se notar que este resultado esta
acordo com os dados apresentados na Figura 14a. O sistema da conformacéo
aberta da integrina é apresentado na Figura 16c. Para este complexo, as
interacbes com os residuos GLU320, PRO323, PHE262, GLY261, THR258,
LEU257, LYS254, ASP228, ASP227 e ILE225 foram contabilizadas. Cabe
ainda comentar que, dentre as interagdes registradas, 4 foram por ligacoes de
hidrogénio, sendo interacdes com os residuos PHE262, LYS254 e ASP228. Em
particular, o residuo PHE262 possui duas interacdes por ligacdo de hidrogénio.

Uma busca foi realizada com a finalidade de encontrar trabalhos que
relatam o sitio de ligacdo do ATN-161 na integrina asf1. No entanto, ndo foram
encontrados estudos com esse dado, sendo apenas sugerido que este
peptideo se liga ao sitio de sinergia, devido este ser inspirado pelo fragmento
de fibronectina que interage neste sitio. Para analisar este fato primeiramente,

é importante notar que o ATN-161 tem sequéncia Ac-PHSCN-NH2, e a regiédo
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de sinergismo da fibronectina tem sequéncia PHSRN, no qual é possivel notar
semelhancas e diferencas entre as estruturas.

A sequéncia PHSRN interage exclusivamente com o sitio na regido N-
terminal da subunidade a5 integrina (KHALILI et al., 2006;SCHAFFNER; RAY;
DONTENWILL, 2013). Porém, a substituicao do residuo ARG (R) no fragmento
de fibronectina por CYS (C) no ATN-161 e insercao dos terminais acetil e amina
fornecem novas possibilidades de interacdo como é mostrado nas Figuras 16a,
16b e 16c. Os resultados obtidos para os sistemas com a integrina mostram
que o ATN-161 se liga entre o sitio de sinergismo e o bolso de ligacdo (RGD)
para ambas as conformacdes estudadas.

A andlise visual do sistema mostra as interacbes de ATN-161 com
GLU320 e ASP227 no complexo asB1/ATN-161 de conformacao aberta. Essas
interacdes sdo consideradas importantes, pois esses residuos fazem parte do
dominio de ligacdo RGD. Além disso, outros residuos ja citados anteriormente
ficam préximos dos sitios de sinergismo e RGD em ambos 0s sistemas com
integrinas (SCHUMACHER et al., 2021;XIA; SPRINGER, 2014). Cabe destacar
que o residuo ASP228 interage por ligacdo de hidrogénio e os residuos
TRH258, LEU257, ASP227 e ILE225 interagem por interacdes hidrofébicas em
ambos os complexos (conformacdes aberta e fechada).

O sistema formado pela proteina S da variante do 6micron/hACE2 é
apresentado na Figura 16d. A andlise deste complexo contabilizou as
interacBes com os residuos PHES55, GLN552, PRO321 e GLY319, sendo o
sistema que apresentou o menor nimero de interacdes. Além disso, ndo foram
computadas ligagcdes de hidrogénio neste complexo. O resultado para o
sistema com a MPRC é mostrado nas Figuras 16e e 16f, no qual foram
computadas as interagdes com os residuos GLN192, GLN189, ARG18S8,
ASP187, VAL186, PRO168, MET165, HIS164, MET49, SER46, HIS41 e
THR26. A Figura 16f destaca as ligacdes de hidrogénio formadas neste
complexo, onde é possivel notar que foram formadas 3 ligacdes, sendo todas
com o residuo GLN189.

Dentre as interacdes mostradas para o sistema com MPRC cabe destacar
a alta afinidade do ATN-161 pelo residuo GLN189, que € um aminoacido
importante para o dominio de ligacéo dessa proteina (ANTONOPOULOU et al.,
2022;JIN et al., 2020). Além dessa interacdo, existem as interagcdes com 0s
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residuos GLN192, ARG188, ASP187, VAL186, MET165, MET49 e HIS41 que
fazem parte do sitio de ligacdo S2. A interacdo com o residuo HIS41 é mais um
indicativo da acéo inibitéria do ATN-161, considerando que HIS41 & um
componente da diade catalitica dessa enzima (ANAND et al., 2003;NGUYEN
et al., 2020;0WEN et al., 2021).

Sobre a interacdo do ATN-161 com MPRO, a estabilidade do ligante é
mediada pela interagdo com aminoacidos importantes para o funcionamento
dessa enzima, indicando que o peptideo estudado tem grande potencial para
inibir esse alvo e consequentemente inibir a replicacdo viral decorrente do
SARS-CoV-2.

De forma geral, as Figuras 14, 15 e 16 apresentam dados que
concordam entre si. Comparando os dados da Figura 15, nota-se que o valor
médio do numero de ligagdes de hidrogénio estd proximo do apresentado para
cada sistema na Figura 16. Os residuos que interagem por ligacdo de
hidrogénio sdo aqueles que apresentaram maiores ocupacdes na Figura 14,

com excegédo da LYS254 na Figura 14c.

6.3

Método de Amostragem Guarda-Chuva

O método de amostragem guarda-chuva foi utilizado para calcular a
energia livre de ligacéo (AGyind) para cada sistema. A partir da AGyind € possivel
aferir o quao forte o ATN-161 liga-se a cada alvo, bem como calcular a
constante de inibicdo aproximada. O célculo da AGuina € feito através da
diferenca de energia (G) entre os estados ligado (minimo) e dissociado
(méximo). O potencial de forca média ao longo da coordenada de reagéo é
utilizado para calcular o AGbind cCOmo mostrados na Figuras 17a, 17c, 17e e 17g.
Os histogramas para cada sistema sdo mostrados na Figuras 17b, 17d, 17f e
17h.
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Figura 17. Perfis de energia livre de Gibbs e histogramas obtidos pelo método
de amostragem guarda-chuva e analise de histograma ponderado (WHAM)
para ATN-161/Alvos. (a) potencial de forca média e (b) histograma para

integrina asB1 conformacdo fechada, (c) potencial de forca média e (d)
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histograma para integrina aspB1 conformacéo aberta, (e) Potencial de forca
meédia e (f) histograma para a proteina S da variante de 6micron/hACE2, (g)

potencial de forca média e (h) histograma para a MPR® do SARS-CoV-2.

A Figura 17 apresenta os PMF’s e os respectivos histogramas para cada
sistema como citado anteriormente. A energia livre & determinada a partir da
andlise do potencial de forca média. Os histogramas servem para validar
estatisticamente os valores obtidos na simulacéo. E possivel notar que todos
0os histogramas apresentados na Figura 17 estdo dentro de uma margem
toleravel de sobreposicdo, conferindo confiabilidade as energias livres
calculada. Um resumo das AGping calculadas € mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Energia livre de ligagdo (AGbind) do ATN-161 com as conformagdes
fechada (cddigo PDB: 4WK4) e aberta (cdédigo PDB: 7NWL) da integrina aspa,
da proteina MPRO (cdédigo PDB: 7BQY) e da proteina S da variante do
omicron/hACE2 (codigo PDB: 7WPB), calculada por amostragem guarda-

chuva.

Proteina AGping
Alvo (kcal mol™?)
AWK4 -12.6+0.2
TNWL -14.4+0.5
TWPB -3.2+0.3
7BQY -17.7+0.2

Os resultados para AGuindg, de todos os ligantes mostram que o0s
complexos sdo formados espontaneamente, pois apresentam energia livre de
ligagdo negativas. Porém, é possivel notar que o ATN-161 apresenta maior
afinidade para o sistema 7BQY. Os resultados para a integrina em conformacao
aberta (7NWL) e fechada (4WK4) mostram afinidades de ligacdo
termodinamicamente semelhantes, ou seja, ndo ha uma diferencga significativa.
Entretanto, o sistema 7WPB apresenta uma baixa afinidade de ligagéo.

Os sistemas 4WK4 e 7NWL apresentam AGpind de -12,6 £ 0,2 e -14,4 +
0,5 kcal mol* respectivamente, com a conformacéo fechada tendo uma energia

ligeiramente inferior, conforme mostrado na Tabela 2. De forma geral, a energia
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livre de ligacdo indica que o ATN-161 se liga mais facilmente a conformacao
aberta da integrina aifs, possivelmente devido ao impedimento estérico na
conformacao fechada (NAGAE et al., 2012;TAKAGI et al., 2003). No entanto, &
muito provavel que o ATN-161 se ligue a essa proteina mesmo na forma inativa,
como ja foi demonstrado para a fibronectina (SCHUMACHER et al., 2021).

Os resultados para os alvos do SARS-CoV-2 indicam que 0 ATN-161 se
liga fortemente a proteina MPRC (7BQY), com uma AGbind de aproximadamente
-17,7 + 0,2 kcal mol? (Tabela 2), sendo o sistema que apresentou a maior
afinidade de ligacdo. No entanto, o ATN-161 se liga fracamente a proteina S da
variante émicron/hACE2 (7WPB), com um AGypina de -3,2 * 0,3 kcal mol*
(Tabela 2). A explicacédo para esse resultado pode estar relacionada a baixa
ocupacdo nas ligacbes de hidrogénio, bem como nas poucas interacdes
intermoleculares em geral (Figura 4).

A energia de livre de ligac&o pode ser comparada a dados experimentais
relatados na literatura se a energia livre de ligagao experimental (AGbind,exp) for
calculada a partir da concentracao inibitéria maxima (ICso, molar) ou constante

de inibicdo (Ki) pela seguinte féormula:
AGpingexp ® RTInICsy =~ RT InK; Eq. 52

onde R é a constante geral dos gases e T € a temperatura. Portanto, para efeito
de comparacédo, dados experimentais foram encontrados para cada sistema,
guando possivel, para alguns ligantes com atividade comprovada em cada alvo.

O ICso experimental para a inibicdo da integrina asfi1 com ATN-161 € de
15 nM segundo dados da literatura (YAO; VEINE; LIVANT, 2016). Logo, a sua
AGbind,exp € de -10,7 kcal mol?, onde pode-se considerar termodinamicamente
de acordo com os valores encontrados pelas simulacdes de dinamica
molecular, -12,6 + 0,2 e -14,4 + 0,5 kcal mol! para a integrina a5B1 nas
conformacdes fechada (4WK4) e aberta (7NWL), respectivamente. A ligacao
do ATN-161 com a integrina aifs na sua forma inativa € um resultado
importante. Logo, sugere-se que esse inibidor tem atividade contra a ativacao
de dentro para fora que ocorre por interagdo de elementos do citoesqueleto
(DHALIWAL; SHEPHERD, 2022;MAKOWSKI; OLSON-SIDFORD; WEISEL,
2021). A ativagéo de dentro pra fora ocasiona a vulnerabilidade do receptor a
ligacdo por proteinas virais e proteinas de adesdo. Portanto, a sua inibicdo
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também ird inibir a sinalizacdo de fora para dentro por ligantes extracelulares
como a fibronectina que ativam esse receptor (DHALIWAL; SHEPHERD,
2022;MAKOWSKI; OLSON-SIDFORD; WEISEL, 2021).

A busca realizada para o sistema 7WPB mostrou que até o momento,
ndo h& estudos experimentais de ATN-161 com a proteina S da variante
o6micron. Porém estudos in vitro e in vivo com o virus nativo comprovaram que
esse peptideo atua diminuindo a carga viral e a replicacdo do virus dentro das
células (AMRUTA et al., 2021; BEDDINGFIELD et al., 2021). O experimento de
inibicdo de Beddingfield et al (2021) obteve um ICso de 3,16 pM, o que resulta
em um AGpindexp de -7,50 kcal molt. No entanto, o resultado da simulacéo do
ATN-161 com a proteina S da variante do dmicron apresenta quase que a
metade do AGuind,exp para a proteina nativa do virus, o que pode ser explicado
pela mutacdo presente no dominio de ligacao.

Assim como para o sistema ATN-161/7WPB, o sistema com ATN-
161/7BQY também nédo apresenta dados experimentais, o que é compreensivel
dado que o SARS-CoV-2 é uma doenca recente. Portanto, foram pesquisadas
moléculas aprovadas para 0 uso contra o SARS-CoV-2 na literatura
(ANTONOPOULOU et al., 2022;FU, L. et al., 2020). Estas moléculas
apresentam estudos clinicos e in vivo comprovando a atividade inibitoria contra
a MPRO. Os ligantes Lufotrelvir, Nirmatrelvir, S-217622 e GC376 foram
selecionados como referéncia, que indicam ICso de 0,27, 77,9, 13 e 150 nM,
respectivamente. Estes valores resultam em AGpind,exp de -13,03, -9,70, -10,76
e -9,31 kcal mol? para Lufotrelvir, Nirmatrelvir, S-217622 e GC376,
respectivamente (ANTONOPOULOU et al., 2022;FU, L. et al., 2020). Assim
sugere-se que a energia de ligacdo no complexo ATN-161/MPRC encontrada
pela simulacdo de dindmica molecular apresenta afinidade de ligacao
comparavel com esses inibidores da MPRO,

A forte interagéo do ATN-161 com uma das enzimas mais importantes
para a replicacdo viral do SARS-CoV-2 é um resultado considerado promissor.
Além disso, esse sistema apresenta menor AGouind dO que 0S complexos
a5B1/ATN-161. Portanto, os resultados encontrados neste trabalho, indicam
que o ATN-161 apresenta grande potencial como candidato a inibidor da MPRO

do SARS-CoV-2. Também, a diminui¢cdo da carga viral apresentada em estudos

85


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112419/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N°2112419/CA

experimentais pode ser reflexo da inibicdo concomitante da entrada alternativa

por integrinas, bem como pela inibicdo da protease principal MPRO,

6.3

Dinamica molecular de aceleragdo randdémica (t-RAMD)

O tempo de residéncia relativo calculado por t-RAMD para cada sistema,
é estimado através de cada replica, sendo que uma Unica replica gera 15
trajetorias de dissociacdo do ligante. A validacdo da metodologia € feita através
do método bootstrap que gera graficos de funcéo de distribuicdo cumulativa
(CDF), funcdo de distribuicdo de tempo residéncia efetivo e de teste de
Kolmogorov-Smirnov (KS). Os resultados estatisticos para as simula¢gdes dos
complexos ATN-161/MPRO e GC376/MPRC sdo mostrados nas Figuras 18 e 19.
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Figura 18. Resultados estatisticos para o complexo (a) ATN-161 com MPRO e
(b) GC376 com MPRO: Funcdo de distribuicdo cumulativa (CDF), funcédo de
distribuicdo de tempo residéncia efetivo e teste de Kolmogorov-Smirnov (KS).

A funcéo de distribuicdo cumulativa (CDF) para os dois complexos
mostra que o tempo de residéncia dos ligantes no sitio de ligacdo da MPRO que
foi observado em metade das trajetorias € entre 1,5 e 3,5 ns, sendo indicado
pela linha sodlida vermelha. A segunda linha das Figuras 18a e 18b mostra a
distribuicdo gaussiana (linha solida preta) em relacdo aos tempos de
dissociacao e as linhas vermelhas indicam o tempo médio para cada replica,
indicando o mesmo tempo de dissociagéo ja observado. A terceira linha das
Figuras 18a e 18b mostra o teste de Kolmogorov-Smirnov (KS) que apresenta
a funcéo de distribuicdo cumulativa de Poisson (PCDF) na linha solida preta.
Esta funcdo € comparada com a funcdo de densidade cumulativa empirica
(ECDF) representada pelos simbolos azuis obtidos dos dados brutos da

simulacéo.
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O teste de KS indica que ha um comportamento semelhante entre as
distribuicdes. Estes dados sdo determinados pela distancia entre a distribuicdo
de Poisson e os CDFs empiricos. Portanto, os valores de KS indicam que as
quantidades de réplicas utilizadas sé@o suficientes para que tenha uma boa
amostragem do tempo de residéncia para tais sistemas. Sendo assim, 0s
tempos de residéncia relativos sdo apropriados. A variagcdo do tempo de

residéncia relativo para cada replica € mostrado na Figura 19.

Tempo de residéncia para 5 replicas, média: 2.8 desvio: 0.4
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Figura 19. Variacdo do tempo de residéncia médio para cada replica.
Complexo (a) ATN-161 — MPRO e (b) GC376 — MPRO_ A caixa representa o
intervalo dos valores médios entre as trajetérias e os valores discrepantes sao
representados por circulos. A barra mostra o desvio dos valores entre as
trajetérias de cada replica. A média é mostrada pelas linhas vermelhas
tracejadas e a mediana pela linha sélida laranja.

Os valores dos tempos de residéncia médios para cada réplica
apresentam variacdes aceitaveis considerando que o método bootstrap realiza
um tratamento de dados. O método bootstrap retornou valores de tempos de
residéncia relativos de 2,8 + 0,4 e 2,5 + 0,5 ns para os sistemas de MPRC com
ATN-161 e GC376, respectivamente. Apesar de ndo se tratar de um dado
absoluto, ou seja, ndo é um dado comparavel com dados experimentais, esta
metodologia mostrou-se eficaz na classificacdo de tempos de residéncias para

diversos farmacos (KOKH et al., 2018). Além disso, simulagdes com dados
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absolutos precisam de uma extensiva amostragem, considerando que esses
processos podem levar de segundos a horas em sistemas com moléculas
ativas, o que requer um alto custo computacional.

Os resultados para ATN-161 s&o promissores quando comparado ao
GC376, ja que apresenta um tempo de residéncia similar a esta molécula que
apresenta diversos estudos que comprovam a sua atividade inibitéria contra a
MPRO_Estudos recentes relatam que o tempo de residéncia e a afinidade de
ligacdo apresentam boas correlagdes com a eficacia de uma molécula ativa
(COPELAND, 2016; 2021;FOLMER, 2018). Portanto, estes dados sdo mais um
indicativo que o ATN-161 tem grande potencial para ser um farmaco inibidor da

replicacdo viral do SARS-CoV-2.
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7
ImplicacOes

As implicagdes deste trabalho estéo relacionadas ao entendimento do
mecanismo de agdo do ATN-161 em alguns alvos proteicos importantes do
SARS-CoV-2 e a possibilidade de aplicacdo do ATN-161 em um tratamento
terapéutico contra 0 SARS-CoV-2. Como este peptideo antiviral apresenta
estudos de atividade contra outras patogenicidades, como acidente vascular
cerebral isquémico (EDWARDS et al., 2020), colite (DANESE et al., 2007),
cancer de mama (KHALILI et al., 2006), metatese hepatica (STOELTZING et
al.,, 2003), encefalomielite hemaglutinante suina (LV et al., 2019) e
degeneracdo macular relacionada a idade (WANG, W. Q. et al., 2016), entre
outros, existe um amplo conhecimento da comunidade cientifica, o estudo
apresentado nesta dissertacédo € mais amplo do que a area de estudo do SARS-
CoV-2. Além disso, estudos comprovam que o ATN-161 apresenta baixa
toxicidade, e por ser um peptideo antimicrobiano tem baixa capacidade de
desenvolver resisténcia, o que potencializa a importancia e implicacdes desta

dissertacdo em uma area de grande ameaca e importancia para a humanidade.
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8

Conclusoes

Neste trabalho, foi demonstrado com sucesso que o pentapeptideo ATN-
161 forma complexos estaveis espontaneamente com os alvos da integrina
asB1 (conformacgdes aberta e fechada), da proteina S variante do 6micron com
complexo hACE2 e da protease principal (MPRO). As configuragGes iniciais
foram geradas por ancoramento molecular, e a estabilidade dos complexos foi
verificada por dindmica molecular. Os resultados obtidos por estudos de
dindmica molecular indicam que o ATN-161 se liga fortemente a integrina asp1
(tanto nas conformacdes abertas quanto nas fechadas) com AGpind de -14.4 £
0.5 e -12.6 + 0.2 kcal mol, respectivamente. Também, o ATN-161 se liga a
MPRO com AGyind de -17.7 + 0.2 kcal mol. Os residuos que contribuem para
ligacdo do ATN-161 com sitio de ligacdo de cada alvo também foram
apresentados. Além disso, descobriu-se que o ATN-161 se liga fracamente a
proteina S variante dmicron complexada a hACE2 com uma AGyind de -3.2 £
0.3 kcal mol.

Portanto, verifica-se que o ATN-161 interagiu com a integrina asB: em
uma regido que fica entre o dominio RGD e o local de sinergismo. De acordo
com a literatura, o ATN-161 atua ligando-se fora do bolso RGD. Os resultados
demonstram que o ATN-161 pode se ligar tanto a forma ativa como inativa da
integrina asPs, inibindo a ativagéo de fora para dentro e de dentro para fora,
sugerindo o grande potencial de inibicdo que € observado experimentalmente.
Os resultados para a interacdo de ATN-161 com a integrina asPBi1 sao
importantes porque podem contribuir para o desenvolvimento de novos
inibidores de integrinas ndo dependentes do sitio RGD, pois as integrinas sao
alvos de varias patogenicidades, incluindo SARS-CoV-2 gue foi recentemente
sugerido por ensaios in vitro e in vivo na literatura.

Os resultados para a ligacdo de ATN-161 com o complexo hACE2-
complexo de proteina S variante 6micron mostram baixa afinidade de ligagéo,
tendo poucas interacdes intermoleculares. Os resultados para ATN-161 com
MPRO destacam-se por apresentar a maior afinidade de ligacdo entre todos os
sistemas. Entre os resultados apresentados para este sistema pode-se também

salientar a interacdo com os aminoacidos que fazem parte do sitio de ligacao
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dessa enzima, como o residuo GLN189 que computou 3 pontes de hidrogénio
e o0 HIS41, que faz parte da diade catalitica. Os resultados de ATN-161 com
MPRO levaram a realizacdo de estudos da cinética de ligacdo deste complexo.
A simulacao da cinética de dissociagdo teve como resultado para ATN-161 um
tempo de residéncia relativo maior ou no minimo igual ao ligante de referéncia
utilizado, no qual foi computado um tempo de 2,8 + 0,4 para 0 ATN-161e 2,5+
0,5 ns GC376.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram que o ATN-161 é um
otimo candidato a novo farmaco contra SARS-CoV-2, tendo em vista o
surgimento de novas variantes e as opcfes limitadas de farmacos para o
tratamento desta doenca. Umas das principais vantagens do uso de peptideos
é o fato de que geralmente estes ndo desenvolvem resisténcia & agentes
microbianos. Portanto, os resultados deste trabalho contribuem para a
sociedade cientifica indicando uma molécula com grande potencial de inibicao
da replicacao viral da SARS-CoV-2. Além disso, ele contempla dados que
podem justificar resultados obtidos em in vivo e in vitro relatados na literatura,
como a diminui¢do da infec¢do viral quando aplicado concentragbes de ATN-
161, que segundo os resultados obtidos pode ser devido a inibicao
concomitante da MPRO e da via alternativa de entrada por integrinas. Além de
indicar o possivel sitio de ligagdo do ATN-161 com a integrina asf1, que é um
resultado que ndo foi encontrado na literatura. Porém, mesmo com esses
excelentes resultados preliminares, mais estudos experimentais sao

necessarios para uma melhor validacéo e descricao destes sistemas.
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9

Perspectivas Futuras

Para uma possivel continuacéo deste trabalho indica-se a realizac&o de
estudos experimentais como forma de validagdo dos resultados adquiridos por
simulacdes moleculares. Além de testar a afinidade de ligagdo do ATN-161 com
demais alvos do SARS-CoV-2. Atualmente um estudo experimental do sistema
ATN-161 com MPRO esta sendo desenvolvido em parceria com o Prof. Gregory
J. Bix da Tulane University em Nova Orleans nos EUA, o que motivou a
realizacdo de estudos da cinética de ligacdo para este mesmo complexo. E
importante também estudar a cinética de ligacdo do ATN-161 nos sitios de

ligacdo dos demais alvos proteicos do SARS-CoV-2.
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Anexos

Arquivos de entrada ancoramento molecular.

7

« Parémetros de grade (GPF)

npts 126 126 126 # num.grid points in xyz
gridfld 4wk4_Ca_Mg.maps.fld # grid_data_file
spacing 0.375 # spacing(A)

receptor_types A C Ca H HD Mg N NA OA SA # receptor atom types
ligand_types A C HD N NA OA SA # ligand atom types

receptor 4wk4_Ca_Mg.pdbqgt # macromolecule

gridcenter 22.286 11.004 -19.274  # xyz-coordinates or auto
smooth 0.5 # store minimum energy w/in rad(A)
map 4wk4 Ca_Mg.A.map # atom-specific affinity map
map 4wk4_Ca_Mg.C.map # atom-specific affinity map
map 4wk4_Ca_Mg.HD.map # atom-specific affinity map
map 4wk4_Ca_Mg.N.map # atom-specific affinity map
map 4wk4_Ca_Mg.NA.map # atom-specific affinity map
map 4wk4_Ca_Mg.OA.map # atom-specific affinity map
map 4wk4_Ca_Mg.SA.map # atom-specific affinity map
elecmap 4wk4 _Ca_Mg.e.map # electrostatic potential map
dsolvmap 4wk4 _Ca_Mg.d.map # desolvation potential map
dielectric -0.1465 # <0, AD4 distance-dep.diel;>0, constant

< Parametros de ancoragem (DPF)

autodock_parameter_version 4.2 # used by autodock to validate parameter set
parameter_file AD4.1_bound.dat # parameter library filename

intelec # calculate internal electrostatics

seed pid time # seeds for random generator

ligand_types A C NA OA N SA HD # atoms types in ligand

fld 4wk4_Ca_Mg.maps.fld # grid_data_file

map 4wk4_Ca_Mg.A.map # atom-specific affinity map

map 4wk4_Ca_Mg.C.map # atom-specific affinity map

map 4wk4_Ca_Mg.NA.map # atom-specific affinity map

map 4wk4_Ca_Mg.OA.map # atom-specific affinity map

map 4wk4_Ca_Mg.N.map # atom-specific affinity map

map 4wk4_Ca_Mg.SA.map # atom-specific affinity map

map 4wk4_Ca_Mg.HD.map # atom-specific affinity map
elecmap 4wk4_Ca_Mg.e.map # electrostatics map

desolvmap 4wk4_Ca_ Mg.d.map # desolvation map

move ATN.pdbqt # small molecule

about 1.4065 5.9535 6.4482 # small molecule center

tran0 random # initial coordinates/A or random
quaternion0 random # initial orientation

dihe0 random # initial dihedrals (relative) or random
torsdof 17 # torsional degrees of freedom

rmstol 2.0 # cluster_tolerance/A

extnrg 1000.0 # external grid energy

eOmax 0.0 10000 # max initial energy; max number of retries
ga_pop_size 150 # number of individuals in population
ga_num_evals 25000000 # maximum number of energy evaluations
ga_num_generations 27000 # maximum number of generations
ga_elitism 1 # number of top individuals to survive to next generation
ga_mutation_rate 0.02 # rate of gene mutation
ga_crossover_rate 0.8 # rate of crossover

ga_window_size 10 #
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ga_cauchy_alpha 0.0 # Alpha parameter of Cauchy distribution

ga_cauchy_beta 1.0 # Beta parameter Cauchy distribution
set_ga # set the above parameters for GA or LGA
sw_max_its 300 # iterations of Solis & Wets local search
SW_max_succ 4 # consecutive successes before changing rho
sw_max_fail 4 # consecutive failures before changing rho
sw_rho 1.0 # size of local search space to sample
sw_Ib_rho 0.01 # lower bound on rho

Is_search_freq 0.06 # probability of performing local search on individual
set_pswil # set the above pseudo-Solis & Wets parameters
unbound_model bound # state of unbound ligand

ga_run 100 # do this many hybrid GA-LS runs

analysis # perform a ranked cluster analysis

Arquivos de entrada dindmica molecular.

« Parémetros de dindmica molecular - NVT.mdp

title = Protein-ligand complex NVT equilibration

define = -DPOSRES ; position restrain the protein and ligand
; Run parameters

integrator =md ; leap-frog integrator

nsteps =50000 ;2*50000 =100 ps

dt =0.002 ;2fs

; Output control

nstenergy =500 ; save energies every 1.0 ps

nstlog =500 ; update log file every 1.0 ps
nstxout-compressed =500 ; save coordinates every 1.0 ps

; Bond parameters

continuation =no ; first dynamics run

constraint_algorithm =lincs ; holonomic constraints

constraints = h-bonds ; bonds to H are constrained

lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS

lincs_order =4 ; also related to accuracy

; Neighbor searching and vdwW

cutoff-scheme = Verlet

ns_type =grid ; search neighboring grid cells

nstlist =20 ; largely irrelevant with Verlet

rlist =1.2

vdwtype = cutoff

vdw-modifier = force-switch

rvdw-switch =1.0

rvdw =1.2 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics

coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
rcoulomb =1.2 ; short-range electrostatic cutoff (in nm)
pme_order =4 ; cubic interpolation

fourierspacing =0.16 ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling

tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat
tc-grps = Protein_ATN Water_and_ions ; two coupling groups - more accurate
tau_t =0.1 0.1 ; time constant, in ps

ref_t =310 310 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling

pcoupl =no ; no pressure coupling in NVT

; Periodic boundary conditions

pbc =Xyz ; 3-D PBC

; Dispersion correction is not used for proteins with the C36 additive FF
DispCorr =no

; Velocity generation
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gen_vel =vyes ; assign velocities from Maxwell distribution
gen_temp =310 ; temperature for Maxwell distribution
gen_seed =-1 ; generate a random seed

7

« Parémetros de dindmica molecular - NPT.mdp

title = Protein-ligand complex NPT equilibration

define = -DPOSRES ; position restrain the protein and ligand

; Run parameters

integrator =md ; leap-frog integrator

nsteps =50000 ;2*50000 =100 ps

dt =0.002 ;2fs

; Output control

nstenergy =500 ; save energies every 1.0 ps

nstlog =500 ; update log file every 1.0 ps

nstxout-compressed =500 ; save coordinates every 1.0 ps

; Bond parameters

continuation =vyes ; continuing from NVT

constraint_algorithm =lincs ; holonomic constraints

constraints = h-bonds ; bonds to H are constrained

lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS

lincs_order =4 ; also related to accuracy

; Neighbor searching and vdwW

cutoff-scheme = Verlet

ns_type =grid ; search neighboring grid cells

nstlist =20 ; largely irrelevant with Verlet

rlist =1.2

vdwtype = cutoff

vdw-modifier = force-switch

rvdw-switch =1.0

rvdw =1.2 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics

coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
rcoulomb =12

pme_order =4 ; cubic interpolation

fourierspacing =0.16 ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling

tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat
tc-grps = Protein_ATN Water_and_ions ; two coupling groups - more accurate
tau_t =0.1 0.1 ; time constant, in ps

ref_t =310 310 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling

pcoupl = Berendsen ; pressure coupling is on for NPT
pcoupltype = isotropic ; uniform scaling of box vectors
tau_p =2.0 ; time constant, in ps

ref p =1.0 ; reference pressure, in bar
compressibility =4.5e-5 ; isothermal compressibility of water, bar-1
refcoord_scaling =com

; Periodic boundary conditions

pbc =Xyz ; 3-D PBC

; Dispersion correction is not used for proteins with the C36 additive FF
DispCorr =no

; Velocity generation

gen_vel =no ; velocity generation off after NVT

«» Parametros de dindmica molecular MD_prod.mdp.

title = Protein-ligand complex MD simulation
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; Run parameters

integrator =md ; leap-frog integrator

nsteps = 100000000 ;2 * 100000000 = 200000 ps (200 ns)

dt =0.002 ;2fs

; Output control

nstenergy = 50000 ; save energies every 500.0 ps

nstlog =50000 ; update log file every 500 ps

nstxout-compressed  =100000 ; save coordinates every 100.0 ps

; Bond parameters

continuation =yes ; continuing from NPT

constraint_algorithm =lincs ; holonomic constraints

constraints = h-bonds ; bonds to H are constrained

lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS

lincs_order =4 ; also related to accuracy

; Neighbor searching and vdwW

cutoff-scheme = Verlet

ns_type =grid ; search neighboring grid cells

nstlist =20 ; largely irrelevant with Verlet

rlist =1.2

vdwtype = cutoff

vdw-modifier = force-switch

rvdw-switch =1.0

rvdw =1.2 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics

coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
rcoulomb =1.2

pme_order =4 ; cubic interpolation

fourierspacing =0.16 ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling

tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat
tc-grps = Protein_ATN Water_and_ions ; two coupling groups - more accurate
tau_t =0.1 0.1 ; time constant, in ps

ref t =310 310 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling

pcoupl = Parrinello-Rahman ; pressure coupling is on for NPT
pcoupltype = isotropic ; uniform scaling of box vectors
tau_p =20 ; time constant, in ps

ref p =1.0 ; reference pressure, in bar
compressibility =4.5e-5 ; isothermal compressibility of water, bar®-1
; Periodic boundary conditions

pbc =Xyz ; 3-D PBC

; Dispersion correction is not used for proteins with the C36 additive FF
DispCorr =no

; Velocity generation

gen_vel =no ; continuing from NPT equilibration

Arquivos de entrada Amostragem guarda chuva

< Parémetros de dindmica molecular- MD-pull.mdp

title = Umbrella pulling simulation
define =-DPOSRES_P

integrator = md

dt =0.002

tinit =0

nsteps =500000 ;1ns
nstcomm =10

; Output parameters
nstxout =5000 ;every 10 ps
;nstvout  =5000
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;nstfout =500

nstxtcout = 500 ;every 1 ps
;nstenergy =500

; Bond parameters

constraint_algorithm = lincs
constraints = h-bonds
continuation =yes ; continuing from NPT

; Single-range cutoff scheme
cutoff-scheme = Verlet

nstlist =20
ns_type =grid
rlist =14
rcoulomb =14
rvdw =1.4

; PME electrostatics parameters
coulombtype =PME
fourierspacing = 0.12

fourier_nx =0
fourierny =0
fourier nz =0
pme_order =4
ewald_rtol =1e-5

optimize_fft =yes
; Berendsen temperature coupling is on in two groups

Tcoupl  =V-rescale

tc_grps = Protein Non-Protein
tau_t =0.1 0.1

ref_t =310 310

; Pressure coupling is on

Pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = isotropic

tau_p =2.0

compressibility = 4.5e-5

ref p =1.0

refcoord_scaling = com

; Generate velocities is off

gen_vel =no

; Periodic boundary conditions are on in all directions
pbc =xyz

; Long-range dispersion correction

DispCorr = EnerPres

; Pull code

pull =yes

pull_ncoords =1 ; only one reaction coordinate
pull_ngroups =2 ; two groups defining one reaction coordinate
pull_groupl_name = K36

pull_group2_name = Protein

pull_coordl_type = umbrella ; harmonic potential
pull_coordl_geometry = distance ; simple distance increase
pull_coordl_dim =NNY

pull_coordl_groups =12

pull_coordl_start =vyes ; define initial COM distance > 0
pull_coordl_rate =0.0075 ;0.0075 nm per ps = 7.5 nm per ns
pull_coord1_k =1000 ; kJ mol*-1 nm»-2

7

« Parémetros de dindmica molecular - NPT- umbrella.mdp
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title = Umbrella pulling simulation
define =-DPOSRES_P

; Run parameters

integrator = md

dt =0.002

tinit =0

nsteps =250000 ;500 ps
nstcomm =10

; Output parameters

nstvout = 25000 ; every 50 ps
nstfout = 25000
nstxout-compressed = 25000
nstenergy = 25000

; Bond parameters
constraint_algorithm = lincs
constraints = h-bonds
continuation =no

; Single-range cutoff scheme
cutoff-scheme = Verlet

nstlist =20
ns_type = grid
rlist =14
rcoulomb =14
rvdw =14

; PME electrostatics parameters
coulombtype =PME
fourierspacing = 0.12

fourier_nx =0
fourier ny =0
fourier nz =0
pme_order =
ewald_rtol =1e-5

optimize_fft =yes
; Berendsen temperature coupling is on in two groups

Tcoupl = Berendsen
tc_grps = Protein Non-Protein
tau_t =05 0.5

ref_t =310 310
; Pressure coupling is on

Pcoupl = Berendsen
pcoupltype = isotropic
tau_p =1.0
compressibility = 4.5e-5
ref p =1.0

refcoord_scaling = com

; Generate velocities is on

gen_vel =yes

gen_temp =310

; Periodic boundary conditions are on in all directions
pbc =xyz

; Long-range dispersion correction

DispCorr = EnerPres

; Pull code

pull =yes

pull_ncoords =1 ; only one reaction coordinate

pull_ngroups =2 ; two groups defining one reaction coordinate
pull_groupl_name =ATN

pull_group2_name = Protein

pull_coordl_type = umbrella ; harmonic potential

pull_coord1l_geometry = distance ; simple distance increase
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pull_coordl_dim =NNY
pull_coordl groups =12

pull_coord1_start =vyes ; define initial COM distance > 0
pull_coordl_rate =0.0 ; restrain in place
pull_coordl_k =2000 ; kJ mol*-1 nm~-2

< Parametros de dinamica molecular - md-umbrella.mdp

title = Umbrella pulling simulation
define =-DPOSRES_P

; Run parameters

integrator = md

dt =0.002

tinit =0

nsteps =500000 ;1ns
nstcomm =10

; Output parameters

nstxout-compressed =500 ; every 1 ps
nstenergy =500

; Bond parameters

constraint_algorithm =lincs

constraints = h-bonds

continuation =yes

; Single-range cutoff scheme
cutoff-scheme = Verlet

nstlist =20
ns_type =grid
rlist =14
rcoulomb =14
rvdw =14

; PME electrostatics parameters
coulombtype =PME
fourierspacing = 0.12

fourier nx =0
fourier ny =0
fourier nz =0
pme_order =4
ewald_rtol =1e-5

optimize_fft =yes
; Berendsen temperature coupling is on in two groups

Tcoupl =V-Rescale

tc_grps = Protein Non-Protein
tau_t =0.1 0.1

ref_t =310 310

; Pressure coupling is on

Pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = isotropic

tau_p =2.0

compressibility = 4.5e-5

ref p =1.0

refcoord_scaling = com

; Generate velocities is off

gen_vel =no

; Periodic boundary conditions are on in all directions
pbc =xyz

; Long-range dispersion correction

DispCorr = EnerPres

; Pull code

pull =yes

pull_ncoords =1 ; only one reaction coordinate

pull_ngroups =2 ; two groups defining one reaction coordinate
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pull_groupl name =ATN

pull_group2_name = Protein

pull_coordl_type = umbrella ; harmonic potential
pull_coordl_geometry = distance ; simple distance increase
pull_coordl_dim =NNY

pull_coordl groups =12

pull_coordl_start =yes ; define initial COM distance > 0
pull_coordl_rate =0.0 ; restrain in place

pull_coordl k =2000 ; kJ mol*-1 nm~-2

Arquivos de Dinamica molecular de aceleracdo randdémica

< Parametros de dinamica molecular - RAMD.mdp

define =

integrator =md
comm-mode = Linear
nstcomm =100
comm_grps = System
dt =0.002

nsteps = 15000000 ;(30ns)
nstxout = 5000
nstvout = 5000

nstlog = 5000
nstenergy = 5000
nstxtcout = 5000
nstfout = 5000
compressed-x-precision = 1000
Xtc_grps = SYSTEM
pbc = Xyz

rlist =1.2
coulombtype =PME
rcoulomb =12
cutoff-scheme = Verlet
nstlist =20
fourierspacing =0.12
pme_order =4
ewald_geometry =3d
ewald-rtol =1le-5
ewald-rtol-lj =1le-5
optimize_fft =yes
vdw-type = Cut-off
vdw-modifier = none
rvdw =1.2

tcoupl = Nose-Hoover
tc_grps = Protein_K36 Water_and_ions
tau_t =1.0 1.0
ref_t =300 300
Pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = isotropic
tau_p = 2.0 ; 5 before
compressibility =4.5e-5

ref p =1.0
refcoord_scaling =com
gen_vel =no
gen_seed =-1
continuation =vyes
constraints = h-bonds
constraint_algorithm = lincs
lincs_order =4

lincs_iter =1
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lincs_warnangle =60

DispCorr = EnerPres

ramd =vyes

ramd-seed =98XX
ramd-ngroups =1
ramd-groupl-force =292.5 ; = 14kcal/mol A
ramd-eval-freq =50
ramd-groupl-r-min-dist = 0.0025 ;nm
ramd-force-out-freq =10
ramd-groupl-max-dist =4.0 ;nm
ramd-groupl-receptor = Protein
ramd-groupl-receptor-pbc-atom = 569
ramd-groupl-ligand = K36

ramd-groupl-ligand-pbc-atom = 0
ramd-pbc-ref-prev-step-com = yes
ramd-old-angle-dist =no
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