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RESUMO

Um dos principais componentes dos venenos botrdpicos sdo as fosfolipases A,
homologas (Lys49-PLA,s), pequenas moléculas estaveis com aproximadamente 14 kDa que
caracterizam-se por ndo apresentar atividade enzimatica e possuir como seu mais
pronunciado efeito biologico a capacidade de romper células musculares (miotoxicidade).
Neste trabalho foram realizados estudos estruturais da MjTX-II, uma Lys49-PLA;s
encontrada no veneno de Bothrops moojeni, através da realiza¢ao de simulagdes de dindmica
molecular. Para tanto, foram submetidas as simula¢des duas conformagdes oligoméricas
diméricas desta miotoxina complexadas ou ndao a moléculas de acido estedrico: a
convencional, tradicionalmente atribuida as Lys49-PLA,s de venenos de serpentes, ¢ a
alternativa, proposta por Murakami et al. (2005). O objetivo destes experimentos foi o de
avaliar-se a estabilidade estrutural destas conformagdes oligoméricas em solucao, levando-se
em conta, também, os efeitos da interacdo com o acido estearico, um ligante lipidico analogo
aos constituintes lipidicos de membranas de células musculares (sarcolema). A analise dos
resultados das simulagdes de dinamica molecular permitiram concluir que os modelos
teoricos da forma dimérica alternativa da miotoxina MjTX-II de Bothrops moojeni
complexada ou ndo a moléculas de 4cido sdo mais estaveis em solu¢do quando comparados a
seus correspondentes convencionais. Tais resultados confirmam que a forma dimérica
alternativa da MjTX-II possui uma maior probabilidade de corresponder a forma
biologicamente ativa desta miotoxina. Adicionalmente, foram realizados testes de
desempenho entre compiladores com o intuito de identificar aqueles mais indicados a

realizacdo de simulagdes de dinamica molecular com o programa GROMACS. Os dados



relativos a estes testes mostraram que o software Intel € mais vantajoso em comparagdo ao
GCC para a compilacdo do programa GROMACS, provavelmente em fun¢do do melhor uso
de instru¢des geradas durante a compilagao, que possibilitaram a otimizagdo dos processos

de calculo.



ABSTRACT

One of the main components of bothropic venoms are the phospholipases A2
homologues (Lys49-PLA2s), small stable molecules with approximately 14kDa which
characterize for not showing enzymatic activity and having as its most pronounced biological
effect the capacity of breaking muscular cells (miotoxicity). In this work were performed
structural studies of the MjTX-II, a Lys-PLA2s found in the venom of the Bothops moojeni,
by the realization of molecular dynamics simulations. Two dimeric oligomeric
conformations of this miotoxin complexed or not to stearic acids molecules were submitted
to the simulations: the conventional, traditionally attributed to the Lys-PLA2s of snake
venoms, and the alternative proposed by Murakami et al (2005). The objective of these
experiments was to evaluate the structural stability of these oligomeric conformations in
solution taking also into account the effects of the interaction with the stearic acid, an
analogue lipidic ligand to the lipidics constituents of the muscular cells membranes
(sarcolema). The analysis of the molecular dynamics simulations results allowed to conclude
the theoretical models of the alternative dimerical form of the miotoxin MjTX-II from the
Bothrops moojeni complexed and non-complexed to the stearic acids molecules are more
stable in solution when compared to their conventional correspondents. Such results confirm
the alternative dimeric form of the MjTX-II has a higher probability of corresponding to the
biologically active form of this miotoxin. In addition, benchmark tests between compilers
were performed to identify the more indicated to the realization of molecular dynamics

simulations with the GROMACS software. The data related to these tests show that the Intel



software has more advantages when compared to the GCC for compiling the software
GROMACS, probably due to the better use of instructions generated during the compiling

that allow the optimization of the processes.
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1. INTRODUCAO

Com o avango das tecnologias de informagdo nos ultimos anos, o uso de
computadores nas mais diversas tarefas tem se tornado comum. Por sua capacidade de
realizar processos de forma rapida, os computadores sempre foram empregados em diversas
tarefas diversas que demandam um grande numerdo de operagdes de calculo pesados tais
como quebra de criptografia e simulagcdes das mais diversas naturezas. Devido a
popularizagdo da informatica ¢ ao aumento da capacidade do hardware, as possibilidades se
expandiram ¢ calculos antes proibitivos devido a sua elevada complexidade e demanda de
tempo foram se tornando possiveis. Tal evolugao possibilitou também o desenvolvimento de
ferramentas de informatica especificamente voltadas para o estudo de problemas biologicos.
A primeira simula¢do computacional relacionada a este campo de estudos foi executada por
Metropolis et al. (1953), onde foi utilizado o método de Monte Carlo para o estudo do
comportamento de sistemas de fluido. Em 1959, Alder reconheceu a possibilidade de integrar
equagdes de movimento em um grupo relativamente pequeno de particulas e, assim, simular
o comportamento de um sistema real utilizando restri¢des de espago perioddico. Este trabalho
pioneiro foi o primeiro a realizar uma simulagdo de dindmica molecular utilizando modelos
de esferas solidas (Alder & Wainwright, 1959; Leach, 2001). Mais tarde, no inicio da década
de 1970, Rahman & Stillinger (1973) publicaram, com base nos estudos de Alder, os
resultados da primeira simulagdo de dindmica molecular de uma molécula polar (4gua) em
estado liquido. No final desta década, o desenvolvimento do conceito de campos de forca de

baseados em principios de mecanica molecular foi iniciado, assim como a elaboragdo de



16

algoritmos de minimizacdo de energia que viriam a ser utilizados no refinamento de
estruturas cristalograficas. Estas ferramentas permitiram a implementagdo de técnicas mais
modernas, como o algoritmo de refinamento do tipo simulated annealing (ainda realizado
num meio virtual preenchido por vacuo) e outros similares (Clore & Gronenborn, 1998;
Korostelev et al, 2002). Entre os anos de 1970 e 1980, Berensen et al. (1981) e Jorgensen et
al. (1983) estabeleceram as bases para a realizagdo de simulagdes biomoleculares em solugao
que sdo realizadas atualmente. Neste contexto, foram desenvolvidos programas exclusivos
para a simulagdo de mecanica molecular de moléculas protéicas, com base em sistemas de
dindmicas moleculares que utilizam métodos de mecanica molecular ou mesmo
aproximacoes semi-classicas implementadas a partir de leis da mecanica quantica. Neste
trabalho, foram realizados estudos estruturais da fosfolipase homologa MjTX-II, uma
miotoxina encontrada no veneno da serpente Bothrops moojeni, através da realizagdo de da
utilizag@o do pacote de softwares GROMACS (Lindhal et al, 2001), amplamente conhecido e
utilizado para a realizagdo de simulagdes de dindmica molecular e analise dos resultados
obtidos. Abaixo sdao encontrados topicos especificos que descervem de forma breve o
programa GROMACS e alguns fudamentos necessarios a compreensdo basica do
funcionamento deste software, como alguns principios de mecanica molecular e nogdes
relacionadas a algoritmos e compiladores. Em seguida a estes topicos, também encontra-se
uma descricao a respeito das caracteristicas e importancia da realizagao de estudos estruturais

das fosfolipases homodlogas encontradas nos venenos de serpentes.
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1.1. Principios de mecanica molecular

Os principios basicos de mecanica molecular sdo baseados sobre modelos simples de
interagdes, com contribuicdes de processos como alongamento de ligacdes, abertura e
fechamento de angulos, rotacdes sobre ligagdes simples e interagdes hidrofobicas e
eletrostaticas (Leach, 2001) (Figura 1). Adicionalmente, parametros desenvolvidos com base
em dados adquiridos a partir do estudo de pequenas moléculas podem ser utilizados para a
analise de moléculas muito maiores, como, por exemplo, polimeros. Campos de forca
utilizados em modelagem molecular, apesar de poderem predizer varias propriedades, sao
desenvolvidos primariamente para reproduzir propriedades estruturais, sendo, portanto,
parametrizados (Leach, 2001). A energia potencial dos sistemas estudados pode ser calculada
através da atribuicdo de penalidades conforme os angulos sao desviados de seus valores de
equilibrio. Assim, o seguinte termo pode ser aplicado para o calculo de sistemas moleculares

em geral:

Etotal = Eligados + Enéo ligados

aonde

Eligados = Eligagéo + Eéngulos + Etorcées

Enéo ligados = EVan der Waals-+ Eintera@ées eletrostaticas
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A seguinte equagao demonstra, por sua vez, o calculo de energia potencial geral dos

campos de for¢a para um determinado grupo de atomos ou moléculas:

T kf 2 kﬂ' 2 Vu
ey = 5 (i =lig)™+ > o (0 = 0i0)" + > (14 cos(nw — 7))

bonds angles torsions

N N oi 12 ;i\ d:4;
£ 5wl
2 ;;1 ( gANZ Fij dmegry

o k, . o e .
Onde o primeiro termo Z—’(li —1,,)" diz respeito as ligagdes entre pares de atomos
bonds

. Al k.
conforme o potencial harmoénico; o segundo termo Z —+(0,-0,, )* trata das curvaturas dos

angles

angulos atomicos dentro da molécula entre 3 atomos A - B - C, onde A e C sao ligados a B

. . . V . .
conforme ilustrado na Figura 1; o terceiro termo Z —(1+ cos(nw —7y)) indica o potencial

torsions

de tor¢cdo das ligagdes conforme a alteragdo desse angulo; o quarto termo

i i

12 6
0 0 49,49 ; . . . .
> > | 4e,| | -| 1| [+——L| determina a contribuigdo dos termos ndo ligados

7. r 4re, v

representados por interagdes de van der Waals e efeito dielétrico.
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Figura 1 - Representacio das contribuicdes para o calculo da energia potencial de um campo de
forca.

Um ponto importante a ser ressaltado ¢ que campos de forca sdo empiricos e sdo
escolhidos com base no tipo de simula¢do e componentes do sistema que se deseja estudar

(Leach, 2001).

1.2. Algoritmos e compiladores

Um algoritmo, ou codigo fonte, trata de passos ldgicos e seqiienciais que deverao ser
estabelecidos para a execugao e conclusdo de um problema, podendo esse ser interpretado ou
compilado. Uma linguagem de programacao interpretada, como a linguagem PEARL, ¢ mais
amplamente chamada de script e ndo € tao eficiente quanto as linguagens compiladas, pois

deve ser reinterpretada a cada execugdo, embora sejam mais faceis e flexiveis ja que seus
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comandos sdao avaliados de forma seqiiencial, com resultados claramente visiveis. Por sua
vez, linguagens compiladas como C e C++ possuem uma performance superior quando
comparadas a linguagens interpretadas. Uma grande prova disso ¢ que os interpretadores que
executardo os scripts sdo, em sua maioria, sendo todos, desenvolvidos com linguagens
compiladas.

Compiladores sdo tradutores de linguagens de alto nivel (mais proximas da linguagem
humana) para linguagens de baixo nivel (instrugdes equivalentes para o processador). Por ser
um conjunto de instrugdes que definird o correto funcionamento do software, a otimizagao do
algoritmo ¢ diretamente responsdvel pelo funcionamento eficiente do sistema a ser
executado.

Além do coédigo fonte, também sdo levados em conta o hardware sobre o qual o
algoritmo sera executado e o compilador, ou interpretador, que o transformard em um
software, para a obtencao de um melhor desempenho. A melhoria da performance do cédigo
fonte pode ser obtida utilizando um compilador que analise e otimize o c6digo conforme um
determinado conjunto de fatores podem ser alterados sem alteracdo na funcionalidade do
software final.

Ainda existe a possibilidade de haver cdodigos com instrugdes que diminuam o
desempenho, como comandos de lagos de repeticdo (loops) desnecessarios, ou seja,
instrucdes que ndo sdo mais utilizadas, mas foram esquecidas ou mantidas conforme o
codigo foi atualizado, além de sub-expressdes comuns redundantes, expressoes temporarias
excessivas e comandos que seriam mais rapidamente interpretados por meio de instru¢des do
processador. Além desses empecilhos existem ainda outros fatores que ndao podem ser

considerados erros, mas possuem a capacidade de alterar a performance do sofiware. Alguns
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compiladores modernos fazem a otimizacdo do codigo durante o processo de compilagao
removendo, alterando e ordenando blocos de codigo e traduzindo o cddigo em instrugdes

proprias e condizentes com tecnologias disponiveis nos processadores atuais.

1.3. GROMACS

Uma das diversas ferramentas capazes de realizar simulagdes de dinamicas
moleculares ¢ o software GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulations). Este
pacote de programas possui um conjunto de soffwares e bibliotecas para realizagdao de
dindmicas moleculares e analise de dados de trajetéria e ¢ primariamente voltado para a
realizacdo de simulagdes de dinamica molecular de moléculas biologicas complexadas ou
nao a ligantes (Berendsen et al, 1995).

Parte da flexibilidade e da grande performance do GROMACS advém do fato do
software ser distribuido através da licenca GNU GPL (General Public Licence) de software
livre. Desta forma, qualquer usuério pode estudar, alterar e distribuir livremente o codigo do
software, o que contribui potencialmente para a melhora de sua performance e de seus
recursos. O programa GROMACS também ¢ escrito em ANSI-C e Fortran, o que facilita a
sua compreensdo para usuarios versados em linguagem C e algoritmos de dindmicas
moleculares. Além destas caracteristicas altamente favoraveis, o pacote GROMACS
apresenta diversas ferramentas de andlise e sistemas simples de visualizacdo de dindmicas,

cujos outputs sao legiveis em diversos outros softwares (Lindhal et al, 2001).
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1.4. Fosfolipases A, e fosfolipases A, homologas de venenos de serpentes

O estudo dos venenos de serpentes do género Bothrops ¢ especialmente relevante,
uma vez que estes animais sdao responsaveis por mais de 70% dos acidentes ofidicos que
ocorrem no pais (Fundacdo Nacional de Saude, 2001). Além disso, devido a grande
variedade de efeitos farmacologicos e bioquimicos apresentados pelas proteinas que
compdem os venenos destes répteis, o estudo aprofundado destas toxinas pode ser grande
utilidade para o desenvolvimento de novos medicamentos e produtos de interesse
biotecnoldgico e na aquisi¢do de novos e importantes dados a respeito de processos
bioquimicos, fisiologicos e patolégicos que ocorrem nos seres vivos. Um caminho que vem
sendo utilizado para a obten¢ao de informagdes que possam permitir a concretizagao destes
objetivos ¢ o do estudo de complexos destas toxinas com inibidores, tanto naturais quanto
sintéticos.

Um dos principais componentes dos venenos botropicos sdo as fosfolipases A,
(PLA,s — E.C. 3.1.1.4). Pequenas enzimas estaveis e calcio-dependentes, com um peso
molecular de aproximadamente 14 kDa, que promovem a hidrélise da ligagdo éster sn-2 de
fosfolipidios, liberando lisofosfolipidios e acidos graxos (Dennis, 1994). A superfamilia das
PLA,s ¢ composta por um conjunto de quinze diferentes grupos que, caracterizam-se por
apresentar um alto grau de homologia seqliencial. A diferenciacdo entre estas moléculas
somente pode ser realizada com base na localizacdo de suas pontes dissulfeto ¢ no
comprimento de seus loops (Six & Dennis, 2000). Cinco dessas classes (I, II, III, V e X) sao

fartamente encontradas em uma grande variedade de fluidos bioldgicos, particularmente em
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secrecOes pancredticas, exudatos inflamatorios e venenos de répteis e artropodes (Rosenberg,
1990). As PLA,s dos grupos I e II também sdo os componentes principais dos venenos de
serpentes, sendo as do segundo grupo os compostos predominantes dos venenos das
serpentes pertencentes a familia Viperidae (entre as quais também se incluem as espécies do
género Bothrops) (Rosenberg, 1990). Apesar da pequena variagdo seqiiencial e estrutural
mencionada, as PLA,s destacam-se pelo seu grande escopo de atividades bioldgicas, entre as
quais podemos citar: miotoxicidade, cardiotoxicidade, efeitos na agregacdo de plaquetas,
acao anticoagulante, atividade convulsiva e hipotensiva, capacidade hemolitica e de indugdo
de edema, entre outros efeitos.

Entre as Lys49-PLA,s ja isoladas e caracterizadas tanto funcionalmente quanto
estruturalmente estdao a BthTX-1 de Bothrops jararacussu (da Silva-Giotto et al, 1998), a
PrTX-I e a Pr'TX-II de Bothrops pirajai (Lee et al, 2001; de Azevedo et al, 1998), a MjTX-I
e a MjTX-II de Bothrops moojeni (Soares et al, 2000; Marchi-Salvador et al, 2005; Watanabe
et al, 2005) e a BnSP-7 de Bothrops neuwiedi (Magro et al, 2004). Um aspecto relevante a
respeito destas toxinas e das Lys49-PLA,s em geral ¢ que todas as moléculas deste tipo ja
identificadas sdo basicas. Além disso, apesar da incapacidade das Lys49-PLA,s de realizar a
hidrolise de substratos lipidicos, estas moléculas apresentam um evidente efeito miotoxico
tanto in vivo quanto in vitro (Gutiérrez et al, 1997) e sdo capazes de romper membranas
biologicas e sintéticas. Estas atividades aparentemente nao sao dependentes da ligagdao do ion
Ca"" ao sitio ativo, ao contrario do verificado no processo normal de catéalise de lipidios
(Rufini et al, 1992; Diaz et al, 1992). Foi proposto, como forma de explicar estes fatos, que
as regides C-terminais das Lys49-PLA,s seriam as responsaveis pelos mecanismos em

questdo, por apresentarem uma grande quantidade de residuos hidrofobicos e bésicos
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(Lomonte et al, 1994; Gutiérrez et al, 1995). Aparentemente, tais regides poderiam se
insinuar através de membranas celulares ou artificiais, promovendo a desestabilizacdo das
camadas fosfolipidicas, ou atuariam como espécies de “ancoras”, possibilitando o contato de
sitios protéicos reativos desconhecidos.

A disparidade existente entre a uniformidade estrutural e o leque de agdes
farmacologicas e bioquimicas ¢ uma das bases do amplo interesse despertado pelas PLA,s e
PLA,s homologas na comunidade cientifica. As pequenas variagdes existentes entre estas
moléculas facilitam a identificacdo de provaveis relagdes estruturais e funcionais, o que pode
ser de extrema valia para o desenvolvimento de medicamentos e/ou derivados sintéticos com
as mais variadas aplicagdes. No caso das PLA,s, esta caracteristica ¢ especialmente
importante, j& que as moléculas desta classe encontradas em mamiferos atuam de maneira
bastante ativa no estabelecimento de processos inflamatérios através da sintese de
eicosanodides (Needleman et al, 1986) e estdo relacionadas a varios processos patologicos que
ocorrem em humanos, tais como doencas inflamatorias degenerativas, mal de Alzheimer, mal
de Parkinson e esquizofrenia (Noponem et al, 1993; Ross et al, 1997; Ross et al, 2001; Bazan
et al, 2002). Desta forma, estudos comparativos entre as Asp49-PLA,s e Lys49-PLA,s
provenientes de venenos de serpentes e suas moléculas homologas presentes em mamiferos
também podem fornecer informagdes valiosas para uma melhor compreensao e controle

destas doengas.
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho foi realizado o estudo estrutural da Lys49-PLA, MjTX-II do veneno
de Bothrops moojeni através da realizacdo de simulagdes de dindmica molecular. Para tanto,
foram submetidas as simulagdes duas conformagdes oligoméricas diméricas desta miotoxina
complexadas ou ndo a moléculas de acido estedrico: a convencional, tradicionalmente
atribuida as Lys49-PLA,s de venenos de serpentes, e a alternativa, proposta por Murakami et
al. (2005). O objetivo destes experimentos foi o de avaliar-se a estabilidade estrutural destas
conformagdes oligoméricas em solugdo, levando-se em conta, também, os efeitos da
interagdo com o acido estedrico, um ligante lipidico analogo aos constituintes lipidicos de
membranas de células musculares (sarcolema). Adicionalmente, foram realizados testes de
desempenho entre compiladores com o intuito de identificar aqueles mais indicados a

realizagdo de simulacdes de dindmica molecular com o programa GROMACS.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Comparacio de desempenho entre compiladores

Foram realizados testes de benchmark (desempenho) do programa GROMACS
v.3.3.1 com compiladores GCC v.4.0.1 (Gnu C Compiler) e ICC v.9.1 (Intel C Compiler)
para comparacdo e avaliagdo de ganho ou perda de desempenho durante a execucdo das
simulagdes de dinamica molecular. Os sistemas utilizados para os testes de benchmark sao
aqueles propostos no website do programa GROMACS

(http://www.gromacs.org/content/view/25/38/) e estao relacionados abaixo:

v d.villin: Estrutura de uma porg¢io de 35 residuos da proteina vilina determinada por NMR
(Nuclear Magnetic Resonance) (McKnight et al., 1997) submetida & uma simulagdo de
folding de peptideos com duracdo total de 1,0 microssegundo realizada por Duan &
Kollman (1998), com a utilizacdo do campo de forca GROMOS96 (Oostebrink et al,

2005) e do modelo TIP3P de moléculas de agua Jorgensen et al, 1983).

v d.lzm Cutoff: Lisozima (PDB 2LZM) submetida a simula¢3o utilizando o campo de for¢a
GROMOS96 em modelos de agua SPC (Simple point charge) (ref.). E utilizado um corte
pelo método twin-range, onde as interagdes delimitadas pelo corte de curta distancia sao

calculadas a cada passo e as interagdes delimitadas entre o corte de curta e de longa
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distancia sdo calculadas a cada 5 ou 10 passos e sdo consideradas constantes nesse

intervalo de tempo (Schlick, 2002).

v" d.lzm PME: Sistema de lisozima utilizando algoritmo PME (Particle Mesh Ewald) para

interagdes de Coulumb.

v' d.dppc: Modelo de membrana fosfolipidica constituida de 1024 lipidios dipalmitol
fosfatidilcolina (DPPC) em uma conformagao de bicamada com 23 moléculas de agua
por lipidio com um total de 121.856 4tomos. Nesta simulag@o foi utilizado um campo de
forga descrito por Berter et al (1997) para os lipideos, enquanto que as moléculas de agua

foram simuladas através do método SPC.

v d.polych2: Molécula de polietileno de 6000 unidades. Nesta simulagdo foi utilizado um

campo de forca elaborado por Pant et al. (1993), com ligagdes flexiveis.

Executaram-se seis simulagdes para cada um dos sistemas citados, cujas médias de
ps processados por dia de calculo (ps/d) foram utilizadas para a comparacao de desempenho

entre 0S mesmos.
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3.2. Simulacoes de diniAmica molecular

Todas as simulagdes de dinAmica molecular foram realizadas com a utilizagdo do
modelo cristalografico do complexo formado entre a fosfolipase A, homologa MjTX-II do
veneno de Bothrops moojeni e seis moléculas de acido estearico (PDB 1XXS) (Watanabe et
al., 2005) (Figura 2). Para tanto, utilizaram-se versdes do modelo com a presenga ou auséncia
dos ligantes sob duas conformagdes oligoméricas distintas: aquela apresentada
convencionalmente pelo modelo e uma versdo alternativa, semelhante a definida para a
molécula de suramina por Murakami et al. (2005). A determinagdo desta ultima foi
executada com base em operagdes de simetria realizadas com o emprego do programa on-
line PISA (Krissinel & Henrick, 2007), disponibilizado pelo European Bioinformatics
Institute (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html). Os processos de dinamica
molecular foram calculados com a utilizagdo do pacote de softwares GROMACS v.3.3.1 e
v.3.3.2 (http://www.gromacs.org) e computadores de arquitetura X86 64 bits, equipados com

um sistema operacional Gnu/Linux (distribui¢des Ubuntu, Debian, Gentoo e OpenSuse).
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Figura 2 — Representacdo em cartoon do modelo dimérico original da MjTX-II complexado a seis
moléculas de acido estearico (sticks em azul) (PDB 1XXS) (Watanabe et al., 2005).

O modelo da MjTX-II complexada com moléculas de acido estearico foi
introduzido em uma caixa cubica preenchida por moléculas de dgua explicitas (Berendsen et
al, 2005). O estado de protonacdo dos grupos carregados de cada modelo foi ajustado para
pH 7.0, através da adi¢do de ions Na" e CI', de forma a simular uma concentra¢io de 100
mM de NaCl no volume da caixa de moléculas de 4gua da simulagdo. Todas as simulagdes
foram feitas em temperatura (310 K) e pressao (1,0 bar) constantes. A distancia minima entre
qualquer atomo do modelo e a parede da caixa de solvente foi fixada em 1,0 nm e o campo
de forca escolhido foi o ff53a6 (Oostebrink et al, 2005). A topologia das moléculas de acido
estearico foi criada a partir do software on-line PRODRG 2.5 Beta

(http://davapc].bioch.dundee.ac.uk/cgi-bin/prodrg_beta).
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Para gerar a configuragdo inicial do sistema foram executados dois processos de
minimizagdo de energia utilizando um algoritmo do tipo steepest descent, sendo o primeiro
deles realizado com todos os atomos da proteina congelados e o segundo com restricao de
posicionamento dos atomos do backbone através do método PRMD (position restrained
molecular dynamics). Na etapa seguinte, 200 picossegundos (ps) de dindmica molecular
foram calculados, com restricdo de posicionamento dos atomos da cadeia principal da
proteina, também com o emprego do método PRMD. Em seguida, outros cinco mil
picossegundos (ps) de calculo foram executados para possibilitar a estabilizagdo estrutural
dos modelos. Todos os passos deste protocolo foram executados com o intuito de promover o
relaxamento gradual do sistema. O tempo de calculo médio de cada simulagdo foi,
aproximadamente, de 168 horas. As analises dos resultados obtidos a partir da execugdo

deste protocolo foram realizadas com o emprego do pacote de softwares GROMACS v.3.3.1.

3.3. Analise da qualidade dos modelos obtidos apos as simulacées de dinamica

molecular

Os modelos finais obtidos ap6s o calculo dos processos de dindmica molecular

foram analisados com o programa e PROCHECK v.3.5.4 (Laskowski et al., 1995).
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4.1. Comparacio de desempenho entre compiladores
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Os resultados referentes as seis simulagdes executadas para cada um dos benchmarks

testados estdo apresentados na Tabela 1. De acordo com os dados obtidos nestas simulagdes,

o programa GROMACS v.3.3.1 apresenta um desempenho 5,11% mais eficiente quando ¢

utilizado o compilador ICC v.9.1.

Tabela 1 — Desempenho do softwvare GROMACS v.3.3.1 por compilador (picossegundos
processados por dia de calculo (ps/d)).

Compilador ICC

Sistema (1) ps/d (2) ps/d (3) ps/d (4) ps/d (5) ps/d (6) ps/d | Média ps/d
d.dppc 205 202 203 202 200 201 202,17
d.lzm PME 2003 2020 2003 2013 2007 2014 2010,00
d.lzm Cutoff 2954 2968 2913 2982 2984 3012 2968,83
d.polych?2 4419 4402 4405 4417 4419 4400 4410,33
d.villin 10097 9452 10144 10095 10102 10150 10006,67
Compilador GCC
Sistema (1) ps/d (2) ps/d (3) ps/d (4) ps/d (5) ps/d (6) ps/d | Média ps/d
d.dppc 191 188 193 189 191 189 190,17
d.lzm PME 1886 1886 1883 1886 1901 1879 1886,83
d.lzm Cutoff 2860 2839 2842 2699 2856 2850 2824,33
d.polych?2 4296 4293 4305 4314 4311 4314 4305,50
d.villin 9726 9137 9784 9071 9666 9708 9515,33
Ganho de performance do compilador Intel sobre GCC em % de ps por dia
Dppc Izm PME Izm Cutoff Poly-Ch2 | villin
6,31 6,53 5,12 2,43 5,16
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4.2. Simulacdes de dinimica molecular das conformacoes oligoméricas convencional

e alternativa da MjTX-II na auséncia ou presenca de ligantes (dcido estearico)

Como demonstrado na Figuras 3 e 4, os modelos finais com conformagdo oligomérica
convencional da fosfolipase A, homologa MjTX-II com e sem a presenga de ligantes
(moléculas de acido estearico) obtidos a partir das simulagdes de dinamica molecular ndo
foram estabilizados dentro do intervalo de tempo de 5000 picossegundos (ps) calculado para
cada processo. A andlise da Figura 3 mostra de modo claro que, ao longo do tempo de
simula¢do, ndo ocorreu € nem foi observada uma tendéncia de estabilizagdo dos valores de
r.m.s.d. (root mean square deviation — desvio quadratico médio) dos atomos dos dois
modelos. O mesmo ocorreu quanto a variacdo de distancia entre os centros de massa dos
mondémeros que compdem cada um dos modelos diméricos convencionais (Figura 4),

tomando-se como base o mesmo periodo de tempo calculado.



33

R_M-S.D- — MjTX-1l com ligantes

—— MjTX-II sem ligantes
0.7 T T T T T T I ;

R.M.S.D. (nm)

0 : I : | : | . | l
0 1000 2000 3000 4000 5000

Tempo (ps)

Figura 3 — Grafico da variacdo dos valores de r.m.s.d. dos modelos finais com conformacao
oligomérica convencional da MjTX-II com presenca e auséncia de ligantes (acido estearico) ao
longo do tempo calculado pelos processos de simulacio de dinimica molecular. Grafico gerado pelo
programa XMgrace (Turner, 2004).
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Figura 4 — Grafico da variacdo da distincia entre os centros de massa dos mondmeros que
compodem os modelos finais com conformacgao oligomérica convencional da MjTX-II com presenca
e auséncia de ligantes (acido estearico) ao longo do tempo calculado pelos processos de simulagao de
diniamica molecular. Grafico gerado pelo programa XMgrace (Turner, 2004).
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J& os modelos da MjTX-II com conformacdo oligomérica alternativa tanto na
auséncia quanto na presenca dos ligantes mostraram uma tendéncia de estabilizacdo a partir
de aproximadamente 2500 picossegundos de simulagdo de dindmica molecular (Figura 5). E
possivel concluir-se esta afirmacdo com base no fato de que os valores de r.m.s.d. dos
4tomos destes modelos apresentaram uma variacdo aproximada de apenas 0,1 A deste ponto
do calculo até o final dos processos (Figura 5). Por sua vez, a distancia entre os centros de
massa de cada monomero dos modelos diméricos alternativos com ou sem ligantes também
se estabilizaram ao longo das simulagdes de dindmica molecular (Figura 6). Também ¢
possivel observar-se na Figura 6 que a separagio inicial de aproximadamente 25 A entre os
centros de massa dos modelos com conformacdo alternativa ¢ mantida durante toda a
simulacdo. Tal fato ndo ¢é verificado nos modelos com conformagdo convencional, onde a
distancia inicial entre os centros de massa de seus monomeros (cerca de 32,5 A) sofre fortes

alteracdes ao longo dos processos de célculo (Figura 4).

R 2 M E s - D . — MjTX-1I Dimero alternativo ¢f ligantes
—— MjTX-1I Dimero alternativo s/ ligantes

0.7 ; - . | . ' | '

0 Il | 1 | 1 | 1 | 1

0 1000 2000 3000 4000 5000
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Figura 5 — Grafico da variacdo dos valores de r.m.s.d. dos modelos finais com conformacao
oligomérica alternativa da MjTX-II na presenca ou auséncia de ligantes (acido estearico) ao longo
do tempo calculado pelos processos de simulacio de dinimica molecular. Grafico gerado pelo
programa XMgrace (Turner, 2004).
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Figura 6 — Grafico da variacdo da distincia entre os centros de massa dos mondémeros que
compbéem os modelos finais com conformacao oligomérica alternativa da MjTX-II na presenca ou
auséncia de ligantes (acido estearico) ao longo do tempo calculado pelos processos de simulacio de
dinimica molecular. Grifico gerado pelo programa XMgrace (Turner, 2004).

O célculo das areas de superficie com acesso ao solvente (SAS — solvent accessible
surface) dos modelos da MjTX-II sob as conformagdes oligomérica convencional e
alternativa e na auséncia ou presenga de ligantes também apresentaram alteragdes. Pela
analise da Figura 7, nota-se que a area de superficie com acesso ao solvente dos modelos
convencionais da MjTX-II tanto na presenca como na auséncia de moléculas de acido
estearico foi mantida ao redor de 100 nm® durante as simulagdes. Este padrio ndo foi
verificado na configuragdo alternativa da MjTX-II, uma vez que o modelo final com a
presenca dos ligantes apresentou uma pequena diminui¢do em sua area de superficie com

acesso ao solvente em comparacao ao modelo complexado (Figura 8).
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Figura 7 — Variacdo das areas de superficie com acesso ao solvente (SAS) dos modelos com
conformacao oligomérica convencional da MjTX-II na presenca ou auséncia de ligantes (acido
estearico) durante as simulacdes de dinimica molecular. Grafico gerado pelo programa XMgrace
(Turner, 2004).
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Figura 8 — Variacdo das areas de superficie com acesso ao solvente (SAS) dos modelos com
conformacdo oligomérica alternativa da MjTX-II na presenca ou auséncia de ligantes (acido
estearico) durante as simulacdes de dinimica molecular. Grafico gerado pelo programa XMgrace
(Turner, 2004).

As comparacdes entre os modelos com conformagao convencional e alternativa na
presenca e auséncia de ligantes também confirmaram os dados apresentados acima. Nas
Figuras 9 e 10, pode-se observar claramente que os modelos alternativos com e sem ligantes
apresentaram uma tendéncia maior de estabilizagdo do que os modelos convencionais. Por
sua vez, os dados referentes as areas com acesso ao solvente (SAS) exibidos nas Figuras 7 e

8 mostraram que o modelo alternativo da MjTX-II desprovido de moléculas de &acido
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estearico ¢ mais compacto em relacao as demais estruturas, o que reforca a maior tendéncia a

estabilizacao da forma oligomérica alternativa.

R_M-S.D- — MjTX-II dimero convencional s/ ligantes
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Figura 9 — Grafico de comparacao entre os valores de r.m.s.d. dos modelos finais com conformacao
oligomérica convencional e alternativa da MjTX-II na auséncia de ligantes (acido estearico).
Grifico gerado pelo programa XMgrace (Turner, 2004).
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Figura 10 — Grafico de comparacio entre os valores de r.m.s.d. dos modelos finais com
conformacao oligomérica convencional e alternativa da MjTX-II na presenca de ligantes (acido
estearico). Grafico gerado pelo programa XMgrace (Turner, 2004)

Os graficos de r.m.s.f. (root mean square fluctuation — flutuacdo quadratica média)
dos residuos dos modelos convencionais e alternativos da MjTX-II na auséncia e presenga de
ligantes apresentaram resultados distintos. Como € visivel nos graficos das Figuras 11 e 12, a
regido dos residuos 100 a 120 do mondmero A do modelo convencional com e sem ligantes
apresentou uma flutuacdo mais alta em relacdao aos seus correspondentes alternativos. Estes
dados indicam que as por¢des C-terminais dos dimeros convencionais desprovidos de
ligantes possuem um grau de flexibilidade superior a média geral dos residuos dos modelos

alternativos.
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Figura 11 — Grafico de comparacio entre os valores de r.m.s.f. dos residuos dos modelos finais com
conformacio oligomérica convencional e alternativa da MjTX-II na auséncia de ligantes (acido
estearico). Grafico gerado pelo programa XMgrace (Turner, 2004)
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Figura 12 — Grafico de comparacio entre os valores de r.m.s.f. dos residuos dos modelos finais com
conformacao oligomérica convencional e alternativa da MjTX-II na presenca de ligantes (acido
estearico). Grafico gerado pelo programa XMgrace (Turner, 2004).

4.3. Analise da qualidade estereoquimica dos modelos gerados pelas simulacoes

de dinamica molecular

A andlise da qualidade estereoquimica dos modelos diméricos alternativos e
convencionais da MjTX-II na presenca e auséncia de ligantes mostrou que a porcentagem
minima de residuos com angula¢des phi/psi energeticamente aceitaveis foi de 97,6% (Figuras
13 a 16). Tais valores indicam que os modelos gerados pelas simulagdes de dindmica
molecular possuem uma boa qualidade estereoquimica, o que valida as observagdes e

analises realizadas neste trabalho.
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Figura 13 — Grafico de Ramachandran do modelo convencional da MjTX-II complexado com
moléculas de acido estearico apos cinco nanossegundos de simulacido de dinimica molecular.
Gerado pelo programa PROCHECK v.3.5.4 (Laskowski et al., 1993).
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Figura 14 — Grafico de Ramachandran do modelo convencional da MjTX-II desprovido de
moléculas de acido estearico apos cinco nanossegundos de simulacido de dinimica molecular.
Gerado pelo programa PROCHECK v.3.5.4 (Laskowski et al., 1993).



44

PROCHECK

_ Ramachandran Plot
Dimero alternativo com ligantes

180+ : " ]
= Il
= 3 & —
| L
| ., |J ] “
45 4 s * = | ’—,
N L
5 | —
g 0] | |
E ] " |_iII | ALA11S
a5 |
" N2
904+ . l_l—| * ||
ol Lys Yos
-1354° ] I_I | “P l.\'.t;_ltsJ
b | ,,|
| M I
T T || T T T T
-1800  -135 90 -45 { 45 a0 135 150

Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in most faveured peglons [AJRL] 161 T6. 7%
Hezidues i sklivenal allowed regions Jabdpl] 42 L%
Hezidues in generously alkvwed regions [-a,-b-L-p] 2 1.0¢%
Hezidues in disallowed regions 5 2 4%
Number of non-glycine and non-proline residoes g )] 1K
Mumber af end-residues (excl. Gly and Pro) 4

Mumbser of gl:n,:in,- residues (shown as riangles) b )]

Mumbser of proline residues 4]

I'ctal mamber of resicdises 244

Baed of an shalyiis of 118 sruotides of reclitlon of & leaan 20 Asgaroms
and B-Tactod &0 greabed than 2095, & gossd gaalaty’ e ] wodildl B capsiod
1ix have aver MFE in the mast Tavouned rogsons.

Figura 15 — Grafico de Ramachandran do modelo alternativo da MjTX-II complexado com
moléculas de acido estearico apos cinco nanossegundos de simulacido de dinimica molecular.

Gerado pelo programa PROCHECK v.3.5.4 (Laskowski et al., 1993).
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Figura 16 — Grafico de Ramachandran do modelo alternativo da MjTX-II desprovido de moléculas
de acido estearico apds cinco nanossegundos de simulacdo de dinimica molecular. Gerado pelo
programa PROCHECK v.3.5.4 (Laskowski et al., 1993).
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5. DISCUSSAO

5.1. Desempenho dos compiladores

O software Intel mostrou-se mais vantajoso em comparacao ao software GCC para a
compilacdo do programa GROMACS, levando-se em considera¢do o fato de que ambos sao
de distribui¢do académica gratuita. A possivel razdo deste resultado foi o melhor uso de
instrugdes geradas durante a compilagdo, as quais possibilitaram um melhor uso das
tecnologias presentes nos processadores e, conseqiientemente, otimizaram os processos de

calculo.

5.2. Analise dos modelos diméricos com conformacao oligomérica e convencional na

auséncia e presenca de moléculas de acido estearico

Como ja demonstrado anteriormente, a conformagao oligomérica de muitas estruturas
jé elucidadas de PLA;s de venenos de serpentes em geral ¢ um importante dado a ser levado
em consideragdo para a compreensao das atividades e fungdes destas proteinas (Snijder et al.,
1999; Dekker, 2000; Oliveira et al., 2001; Pan et al., 2001; Sanchez et al., 2001; Magro et al.,
2003). Assim, ¢ bastante provavel que a conformacdo quaternaria das Lys49-PLA,s de
venenos de serpentes também exerca um papel fundamental em suas propriedades
miotoxicas. Por mais de dez anos tem se acreditado que as Lys49-PLA,s miotdxicas

assumem uma conformacdo quaternaria dimérica convencional onde o contato entre os
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monomeros se da através de residuos localizados predominantemente nas regioes de B-wing
(Figura 17). Entretanto, Murakami et al. (2005) propuseram uma conformagdo alternativa
para o modelo cristalografico dimérico de uma Lys49-PLA, isolada do veneno da serpente
Bothrops asper, a BaspTX-II complexada com uma molécula de suramina (um composto
simétrico polissulfonado). Nesta nova conformagdo oligomérica, o ligante (um inibidor)
encontra-se inserido dentro dos canais hidrofobicos dos monomeros, de modo que grande
parte da molécula ndo estabelece contatos com as camadas de solvatagao (Figura 17). Tal
arranjo, de acordo com os autores, ¢ mais entropicamente adequado do que a conformagao
oligomérica convencional, visto que o ligante interage com uma por¢do maior da estrutura

protéica e evita contatos energéticos desfavoraveis com as moléculas de solvente.

Dimero convencional

OAT}EUI3][E OI3WI(]

Figura 17 — Conformacao oligomérica convencional (em azul ciano) das Lys49-PLA,s a forma
alternativa (em roxo) proposta por Murakami et al. (2005). A molécula de suramina (em amarelo)
demonstra que o dimero alternativo ¢ a mais apropriada para a complexacio com este inibidor.
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Com base nestas informacoes, as simulagdes de dinamica molecular dos modelos com
conformacgdo oligomérica convencional ou alternativa da MjTX-II foram executadas para
fornecer possiveis pistas acerca da estrutura biologicamente ativa desta proteina, ja que os
dados experimentais até agora obtidos ndo permitiram nenhuma conclusdo definitiva a
respeito desta questdo. Para tanto, ambas as formas oligoméricas foram também submetidas a
simulacdes de dindmica molecular na presenca ou auséncia dos ligantes (moléculas de acido
estedrico) presentes no modelo cristalografico original (PDB 1XXS). Estas ultimas
simulagdes foram realizadas com o intuito de se analisar as possiveis influéncias das
moléculas de acido estearico e outros ligantes andlogos na estabilidade energética das
conformagdes oligoméricas testadas. Como demonstrado na Tabela 2, os valores de energia
livre e as areas de interface dos modelos obtidos apos as simulagdes de dinamica molecular
jé& indicaram de antemao uma maior coeréncia estrutural dos dimeros alternativos em relagao
aos convencionais (Krissinel & Henrick, 2007). A varia¢ao de energia livre foi bem menor
nos dimeros alternativos complexados ou ndo aos ligantes em comparagdo com 0s mesmos
dimeros convencionais (-8,1 e -14,2 Kcal/M nos alternativos com e sem ligantes e 0,1 e -1,3
Kcal/M nos convencionais correspondentes). Do mesmo modo, os valores das areas totais de
interface dos modelos finais sdo outros fortes indicios da maior probabilidade de ocorréncia
da forma quaternaria alternativa em solucdo (485,6 A% e 708,3 A” nos alternativos com e sem

ligantes e 331,1 A% ¢ 375,2 A? nos respectivos modelos convencionais).
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Tabela 2 - Andlise da drea de interface e variacio de energia livre (A'G) dos modelos diméricos
alternativos e convencionais da MjTX-II na presenca ou auséncia de ligantes (acido estearico) apoés
um periodo calculado de cinco mil picossegundos nas simulacdes de dinAmica molecular. Os dados
de A'G (em Kcal/M) indicam o ganho de energia livre de solvatacio apés a formacio da interface
dimérica (valores negativos correspondem a interfaces hidrofobicas ou afinidade protéica positiva).
Calculos realizados com o programa PISA (Krissinel & Henrick, 2007)

Dimeros Convencionais Dimeros Alternativos
Interface (A”) | A'G (Kcal/M) | Interface (A% A'G (Kcal/M)
MTX-II ¢/
moléculas de ac. 331,1 0,1 485,6 -8,1
estearico
MjTX-II s/
moléculas de ac. 375,2 -1,3 708,3 -14,2
estearico

Da mesma forma, a andlise dos graficos de variagcdo de r.m.s.d (root mean square
deviation — desvio quadratico médio) referentes aos resultados obtidos apds as simulacdes de
dindmica molecular indicaram que os modelos alternativos com ou sem ligantes mostraram
uma tendéncia maior de estabilizagdo em comparagcdo aos seus modelos convencionais
correspondentes (Figuras 3, 4, 9 e 10). Estes dados foram também corroborados pelas
distancias observadas entre os centros de massa dos monomeros dos modelos obtidos. Nos
dimeros alternativos o distanciamento entre 0os mondmeros mostrou-se menor € mais
uniforme (em torno de 25 A), ao passo que nos dimeros convencionais este parametro
apresentou um valor inicial superior (aproximadamente 32,5 A) e sofreu oscilagdes de maior
amplitude durante as simulagdes (Figuras 4 € 6).

Os graficos de r.m.s.f. (root mean square fluctuation — flutuacdo quadratica média)
dos residuos dos modelos forneceram outra informagdo interessante a respeito da

estabilidade das estruturas oligoméricas. De acordo com esta analise, as regides C-terminais
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dos mondmeros A (residuos 100 a 133) dos dimeros convencionais mostram uma
instabilidade maior em relagdo aos mesmos mondmeros em seus modelos alternativos
correspondentes (Figuras 11 e 12). Este desvio ¢ especialmente interessante no caso dos
modelos desprovidos de ligantes, nos quais nota-se um desvio extremamente pronunciado
cujo pico chega a ultrapassar 0,5 nm (5,0 A). Uma possivel explicagdo para este fato pode
estar relacionada a localizacdo das regides C-terminais dos mondmeros A nos modelos
convencionais ¢ alternativos. Nos primeiros esta por¢do da estrutura encontra-se mais
exposta ao solvente do que nos modelos alternativos, onde a regido C-terminal dos
mondmeros A correspondentes estd mais proxima da interface dimérica (Figura 18). A
analise da composi¢do dos aminodcidos terminais da MjTX-II mostra uma relativa
predominancia de residuos hidrofobicos, o que explica em parte a alta instabilidade desta
regido quando exposta diretamente ao solvente e reforca a baixa coeréncia estrutural dos
modelos convencionais em relacdo aos alternativos. Curiosamente, as moléculas de acido
estedrico parecem diminuir a instabilidade das regides C-terminais dos mondmeros A nos
modelos convencionais, porém, como ja demonstrado pelos demais dados, ndo sdo capazes
por si sO de manter a estabilidade destas estruturas. Por outro lado, ndao foi possivel
estabelecer-se 0 motivo pelo qual as regides C-terminais dos mondmeros B dos modelos
estudados nao apresentam o mesmo padrdo de flutuacdo de suas porc¢des correspondentes
localizadas nos monomeros A. Provavelmente, interacdes nao identificadas afetem a
estrutura terciaria dos monomeros de maneira desigual, explicando assim nao s6 a flutuacao
desigual das regides terminais como também a assimetria geral verificada entre os

mondmeros de todos os modelos.
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Figura 18 — Disposicio relativa das regioes C-terminais dos monomeros A dos modelos oligoméricos
alternativos (em azul) e convencionais (em vermelho) obtidos apés as simulacées de dinimica
molecular. Nos modelos alternativos estas regides estdo mais voltadas para a interface dimérica em
comparacao com os modelos convencionais, onde se encontram mais expostas ao solvente.
Ilustragdo gerada pelo programa PyMol (Delano, 2002)

Por fim, todos os dados de dindmica molecular obtidos neste trabalho indicaram que
os modelos diméricos alternativos da MjTX-II complexados ou ndo a moléculas de acido sao
mais estdveis que seus correspondentes alternativos e, portanto, possuem uma probabilidade
maior de corresponderem a forma biologicamente ativa desta toxina. Contudo, novos estudos
cristalograficos e espectroscopicos devem ser realizados para comprovacdao das hipdteses

teodricas aqui levantadas.
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6. CONCLUSOES

A anélise dos resultados das simulagdes de dindmica molecular permitiram concluir
que os modelos teodricos da forma dimérica alternativa da miotoxina MjTX-1I de Bothrops
moojeni complexada ou ndo a moléculas de 4cido sdo mais estaveis em solucdo quando
comparados a seus correspondentes convencionais. Conseqiientemente, ¢ possivel afirmar
que a forma dimérica alternativa da MjTX-II possui uma maior probabilidade de
corresponder a forma biologicamente ativa desta miotoxina. Contudo, novos estudos
cristalograficos e espectroscopicos devem ser realizados para comprovacdo das hipoteses
tedricas aqui levantadas.

Também concluimos que o software Intel mostrou-se mais vantajoso em comparacao
ao GCC para a compilagdo do programa GROMACS, provavelmente em fung¢ao do melhor
uso de instrucdes geradas durante a compilacdo, que possibilitaram a otimiza¢ao dos

processos de calculo.
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