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RESUMO

O citomegalovirus humano (HCMV), que pretence a familia Herpesviridae, é o
principal agente patogé€nico oportunista responsavel por diversos problemas de satude e
até a morte de individuos com o sistema imunoldgico suprimido ou comprometido.
Todos os herpesvirus codificam uma serina protease essencial para a produgdo de
particulas infecciosas. Estudos bioquimicos mostram que a forma dimérica desta enzima
¢ a espécie cataliticamente ativa. Além disto, sua triade catalitica ¢ singular, sendo
composta pelos residuos Ser132, His63 e His157 no HCMV; nas serinas proteases
classicas, o terceiro membro da triade ¢ Asp ou Glu. O objetivo central deste trabalho ¢
investigar os requisitos estruturais ¢ energéticos que governam a ativacdo do dimero
através de simulacdes de dinamica molecular (DM) e métodos hibridos que combinam
calculos quantomecanicos (QM) e de mecanica molecular (MM). As simula¢des de DM
mostraram que tanto a forma dimérica quanto a monomérica da serina protease do
HCMV operam via mecanismo de encaixe induzido. Os célculos QM/MM para a reacao
de formacdo do complexo tetraédrico inibidor-enzima revelaram que a barreira de
energia no dimero ¢ 7,3 kcal/mol menor que no mondmero, fruto de uma estabilizagdo
eletrostatica mais eficiente do estado de transi¢do. Os calculos QM/MM indicam
também que o terceiro membro da triade catalitica (His157) contribui para a catalise
através de uma interagdo eletrostatica mais favoravel com o cation imidazoélio incipiente
do residuo His63 no estado de transi¢do. Isto explica a cinética lenta das proteases dos
herpesvirus frente as serinas proteases cldssicas, que possuem um residuo com carga

negativa (Glu e Asp) como terceiro membro da triade catalitica.
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ABSTRACT

Human cytomegalovirus from the Herpesviridae family is a pathogenic agent
responsible for severe morbidity and mortality in immunocompromised and
immunosuppressed individuals. All hespesviruses encode a serine protease that is
essential for the production of infectious virions. Experimental studies show that the
dimer is the catalytically active form of this enzyme. In addition, this protease has a
unique catalytic triad in which the third member is a histidine residue (Ser132, His63,
and His157), whereas classical serine proteases have an Asp or Glu. The central
objective of this work is to investigate the structural and energetic factors that are
responsible for the catalytic activity of the enzyme dimer through molecular dynamics
(MD) simulations and quantum mechanics/molecular mechanics (QM/MM)
calculations. The MD simulations showed that both the dimeric and monomeric forms
of the protease operate by an induced-fit mechanism. The QM/MM calculations for the
formation of the covalent complex between the peptidyl-activated carbonyl inhibitor
and the protease revealed an energy barrier for the dimer that is 7.3 kcal/mol lower than
for the monomer; this is derived from more favorable electrostatic interactions between
the dimer and the transition state. Also, the QM/MM calculations indicated that the third
member of the catalytic triad (His157) stabilizes the transition state through stronger
electrostatic interactions with the incipient His63 imidazolium cation. Since classical
serine proteases have a negatively charged residue (Glu or Asp) as the third member of
the catalytic triad, the weaker electrostatic interactions for the herpesvirus proteases

may be the basis for their slower catalysis.
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Introducdo

I. INTRODUCAO
1. Aspectos Gerais dos Virus.

Os virus sdo organismos subcelulares que possuem um ciclo de replicacio
exclusivamente intracelular. Uma entidade viral completa e infecciosa (virion) ¢é
composta basicamente por uma molécula de acido nucléico envolvida por um capsidio,
ou capa de proteina (Figura 1). O conjunto capsidio e acido nucléico constitui o
denominado nucleocapsideo, que em alguns virus é empacotado por um envelope
lipidico. A matriz protéica existente entre o envelope e o capsidio, o tegumento, consiste
de um grupo de proteinas nao glicosiladas que tem como principal finalidade sinalizar a
montagem de alguns virus e conferir maior rigidez a estrutura [Voet, 1995; Oliveira,

1994; Fields, 1990].

Glicoproteinas

Envelope

Capsidio .
Nucleocapsidia

Acido nucléico

Figura 1: Diagrama esquematico dos componentes de uma particula viral ou virion.

[http://www.medicine.uiowa.edu/groselab/virion.htm]

21



Introducdo

A fungdo basica do virion ¢ carrear o genoma viral para dentro da célula a fim de ser
replicado e amplificado. A maior parte dos genomas virais ¢ composta de uma Unica
copia de acido nucléico e pode ser em fita dupla ou fita simples, circular ou linear, com
excegdo dos genomas dos retrovirus que possuem duas copias idénticas. Os genomas
compostos de moléculas de acido desoxiribonucléico (DNA) podem se apresentar em
fitas duplas ou simples. Os genomas compostos de moléculas de 4cido ribonucléico
(RNA) que se apresentam na forma de uma fita simples podem ser de polaridade
positiva, isto ¢é, apresentam a seqiiéncia gendmica semelhante a do RNAm (RNA
mensageiro), ou podem ser de polaridade negativa, anticomplementar ao RNAm. Além
disto, os genomas do tipo RNA também podem se apresentar na forma de fita dupla.
Quanto maior for o genoma, maior sera a quantidade de proteinas codificadas por ele.
Entretanto, quando o genoma ¢ pequeno, normalmente uma Unica proteina adquire
muitas funcgdes. Apesar desta diversidade, todos os genomas virais contém basicamente
trés tipos de proteinas: proteinas de replicacdo do genoma, proteinas de empacotamento
do genoma e direcionamento da infec¢do em novas células e proteinas que modificam a
estrutura ou a fun¢do da célula hospedeira visando a adequacdo as necessidades virais

[Collier, 2003; Howley, 2001; Oliveira, 1994].

2. Biossintese Viral.

Para que uma particula viral dé origem a outras particulas é necessario que pelo
menos uma célula seja infectada. Apos a entrada do virus na célula, o genoma (RNA ou
DNA) ¢ liberado no citoplasma e a sintese de proteinas se inicia. As primeiras proteinas
a serem traduzidas sdo as de essencial importancia para a replicacdo do genoma. As

proteinas responsaveis pelo empacotamento do genoma em novos capsideos e as
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responsaveis pela alteracdo da estrutura e funcao da célula hospedeira sdo sintetizadas
em seguida [Santos, 2002; Dimmock, 1994; White, 1994]. O ciclo reprodutivo de todos

0s virus tem em comum as seguintes fases:

° Adsorgao.

O primeiro passo no ciclo reprodutivo de qualquer patégeno intracelular ¢ a adesdo a
superficie da célula hospedeira-alvo. No caso dos virus, a adesdo ¢ realizada pela
associa¢do de uma proteina da superficie viral a um receptor especifico na superficie da
célula hospedeira. Os virus que infectam animais geralmente utilizam moléculas
receptoras da superficie celular que sdo extremamente abundantes, como
oligassacarideos, ou sdo encontradas exclusivamente nas células pelas quais os virus
tem tropismo. Os receptores ndo sdo necessariamente proteinas. O virus do herpes
simples, por exemplo, liga-se a proteoglicanas de heparan sulfato por meio de proteinas

especificas de sua membrana viral.

. Penetracao.

Apos o reconhecimento e a ligagdo a superficie da célula hospedeira, o virus deve
penetrar na célula e liberar seu genoma. O processo de penetragdo ocorre imediatamente
apods a adsor¢do do virus a parede celular e envolve um dos seguintes mecanismos: 1)
translocag@o de todo o virus através da membrana citoplasmatica (penetragao direta); ii)
endocitose mediada por receptores ou; iii) fusdo direta do envelope do virus com a

membrana.
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° Desnudamento.

Corresponde a fase posterior a penetracao e nela ocorre a liberagdo do genoma viral.

o Estratégias de replicagao.

No processo de replicagdo, algumas estratégias sao utilizadas pelos virus. Essas
estratégias envolvem a codificagdo e organizacdo dos genes virais para a completa
expressao e replicacao do genoma, com posterior montagem e maturacao das particulas.
Os retrovirus, que contém uma fita simples de polaridade positiva, podem ser traduzidos
diretamente ja que seu RNA age como RNA mensageiro. Apos a penetragao na célula
hospedeira, o genoma viral se liga aos ribossomos levando a tradugdo das proteinas. A
molécula de RNA ¢ utilizada como molde para a geragdo de uma fita negativa
complementar, que sera novamente transcrita através da polimerase viral. Durante esse
processo, a molécula de RNA ¢ copiada muitas vezes assim como sdo sintetizadas as
proteinas utilizadas na montagem das particulas virais. Os virus de RNA de fita simples
com polaridade negativa nao podem ser traduzidos diretamente. Portanto, seu genoma
por si s6 nao ¢ considerado infeccioso. Desta forma, existe a necessidade do genoma
associar-se a uma transcriptase viral. A transcriptase viral converte o RNA com
polaridade negativa em uma fita com polaridade positiva, permitindo o inicio do
processo de traducdo. Os virus de RNA de fita dupla sdo transcritos em capsideos
parcialmente abertos através de uma polimerase empacotada no seu interior. Os virus de
DNA de fita dupla sdo transportados para o nticleo e sdo infecciosos. O genoma desses

virus ¢ imediatamente transcrito em RNAm por enzimas celulares, ¢ posteriormente
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traduzido em proteinas virais regulatorias. Os virus de DNA de fita simples sdo

replicados no nucleo celular por polimerases celulares.

. Montagem, maturagdo e liberagdo das particulas virais.

Apos a sintese de proteinas iniciais, transcri¢do do acido nucléico e sintese de proteinas
estruturais, o virus passa por uma fase de montagem ou empacotamento antes de sair da
célula. Os virus ndo envelopados podem ser montados no citoplasma ou no nucleo.
Todos os virus ndo envelopados dependem da lise da célula para sua liberagdo. Os virus
envelopados adquirem o envelope nas membranas celulares, citoplasmaticas, nucleares
ou das vesiculas intracelulares. Estes saem por brotamento das membranas celulares ou

por exocitose através de vesiculas sem a necessidade de lise celular.

As etapas descritas acima estdo exemplificadas na Figura 2 [Santos, 2002; Flint, 1999;

Harper, 1999; Jawetz, 1998; Homa, 1997; Collier, 1993; David, 1990; Fields, 1990].
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Figura 2: Ciclo replicativo de um virus de DNA de fita dupla.
[http://www.uccs.edu/~rmelamed/MicroFall2002/Chapter%2010/DNA%20Virus%20Replication.jpg]

3. Os Herpesvirus Humanos.

Os herpesvirus infectam a maioria das espécies no reino animal e sdo responsaveis
por diversas doengas em seres humanos. [Fields, 1990]. Os herpesvirus sdo membros de
uma unica familia, Herpesviridae, e possuem como caracteristica comum a capacidade
de estabelecer infec¢do latente/persistente por toda a vida do hospedeiro [Roizman,

1992; Roizman 1990]. Dentre todos os tipos conhecidos atualmente, podemos
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identificar oito capazes de infectar humanos [Collier, 1993]. Estes, denominados
herpesvirus humanos, foram classificados segundo o International Committée on
Taxonomy of Viruses (ICTV) de acordo com suas propriedades fisicas, quimicas e
biologicas em trés subfamilias:  Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e
Gamaherpesvirinae [Knipe, 2001]. Os herpesvirus humanos s3o responsaveis por
diversas doencas, que vado desde manifestacdes subclinicas a infec¢des fatais em
pacientes imunocomprometidos ¢ imunossuprimidos [Ben, 1999; Veronesi, 1991].

A subfamilia Alphaherpesvirinae inclui o virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1 ou
HHV-1), o virus herpes simplex tipo 2 (HSV-2 ou HHV-2) e o herpesvirus humano 3
(HHV-3) ou virus da varicela-zéster (VZV). Membros da subfamilia
Alphaherpesvirinae, ou o-herpesvirus, possuem caracteristicas morfologicas e ciclo
replicativo semelhantes aos de outros membros da familia Herpesviridae. Um a-
herpesvirus pode produzir infecgdes liticas, possui um ciclo replicativo curto podendo
infectar uma grande variedade de hospedeiros e estabelece infeccdes latentes e/ou
persistentes em células neuronais sensoriais [Jones, 1998]. As duas cepas do HSV,
HSV-1 e HSV-2, além de causarem diferentes manifestagdes clinicas e sintomas,
também diferem segundo o local de ocorréncia das lesdes. O HSV-1 ¢é responsavel
principalmente pelo herpes labial e 0 HSV-2 pelo herpes genital [Whitley, 1998; Corey,
1986]. Dentre as manifetagdes clinicas, a encefalite por HSV-1 e 2 é uma das infecg¢des
mais devastadoras dentre todas as causadas pelos herpesvirus. O virus da varicela-zoster
causa varicela ou catapora como infec¢do primdria. Apos a infeccdo primaria, o virus
VZV ascende para o nucleo dos ganglios sensoriais onde permanece na forma latente,
causando o herpes-zoster [Arvin, 1996]. A complicagcdo mais comum do herpes-zoster
consiste na neuralgia poés-herpética, que causa dores intensas e cronicas, até mesmo

debilitantes.

27



Introducdo

A subfamilia Betaherpesvirinae, ou B-herpesvirus, inclui o citomegalovirus humano
(HCMV ou HHV-5) e o herpesvirus humano do tipo 6 ¢ 7 (HHV-6 and HHV-7). Cada
um dos B-herpesvirus possui um longo ciclo reprodutivo e um nimero restrito de
hospedeiros. A laténcia ¢ mantida nos glébulos brancos, nos rins, nas glandulas de
secrecdo, nas células linforeticulares e em outros tecidos [Ben, 1999]. Apesar da
infeccdo por HCMV em criangas e adultos sauddveis ser normalmente assintomatica,
esta ¢ a principal causa de anormalidades congénitas em recém nascidos e a maior causa
de morbidez e mortalidade em individuos imunocomprometidos [Jong, 1998a]. O HHV-
6 infecta preferencialmente linfocitos do tipo T. Recentemente, duas variantes do virus
foram identificadas como HHV-6A ¢ HHV-6B. A infec¢do primaria por HHV-6B ¢
responsavel pelo surgimento de roseola infantum em criangas. Em individuos
imunocompetentes, a infec¢do por HHV-6B pode estar associada a varias patologias,
incluindo a hepatite fulminante, as desordens auto-imunes, a fadiga cronica, a esclerose
multipla e a sindrome semelhante & mononucleose. E importante ressaltar que acima de
95% da populagdo mundial possui anticorpos para a variagio HHV-6B deste [3-
herpesvirus [Dockrell, 2003; Schirmer, 1991]. O HHV-7 causa infec¢do em células T
gerando um efeito citopatogénico semelhante ao de outros membros da familia. A
infec¢do primaria pelo HHV-7 pode levar ao desenvolvimento de roseola infantum e de
doengas febris de origem inespecificas. Visto que a replicagdo do HHV-7 pode ocorrer
na mesma célula infectada por HHV-6, a patogénese do HHV-7 pode estar
intrinsicamente correlacionada com o HHV-6 [Veronesi, 1991; Fields, 1990].

A subfamilia Gamaherpesvirinae, a qual ¢ especifica para linfocitos B ou T, inclui o
virus Epstein-Bar (EBV ou HHV-4) e o herpesvirus associado ao sarcoma de Karposi
(KS), também conhecido como herpesvirus humano 8§ (HHV-8) [Ben, 1999]. A infec¢do

causada pelo virus EBV normalmente ocorre na adolescéncia ou no inicio da fase adulta
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e ¢ manifestada na forma de mononucleose [Young, 2004]. Atualmente a causa mais
comum para a manifestacdo do sarcoma de Karposi ¢ a infec¢ao pelo HIV (virus da

imunodeficiéncia humana) [Sanders, 2004].

4. Biossintese Viral dos Herpesvirus Humano.

Inicialmente, as particulas virais se adsorvem na superficie da célula através de
interagdes com receptores celulares. Apods entrar na célula, o nucleocapsideo ¢
transportado pelo citoesqueleto até as proximidades do nucleo; o capsidio ¢ deixado no
citoplasma. Em seguida, o DNA e a proteina do tegumento a-TIF, apds se complexarem
com as proteinas citoplasmaticas do hospedeiro, penetram no nucleo. No nucleo, onde
corre a transcri¢do do acido nucléico, a replicagdo e a montagem de novos capsideos, o
DNA viral ¢ transcrito em RNAm pela RNA polimerase II da célula hospedeira. Na
expressdo génica viral, ativada pelo complexo a-TIF e proteinas celulares, 0 RNAm do
tipo a ¢ traduzido nos ribossomos em proteinas o. As proteinas o acumuladas no
citoplasma retornam ao nucleo para ativar a transcricdo dos genes 3, responsaveis pela
replicagao do acido nucléico viral. As proteinas 3, traduzidas do RNAm do tipo f3,
retornam ao nucleo para promover a ativacdo dos genes y. Os genes y sdo regulados
pelas proteinas o e B e codificam as proteinas virais estruturais, como as proteinas do
tegumento e do capsidio, necessarias para a montagen da particula viral. As proteinas
traduzidas do RNAm do tipo y retornam ao nticleo para se integrarem as estruturas dos
virions. O DNA sintetizado pelas enzimas codificadas pelo gene B sdo empacotados em

capsideos que se encontram em diferentes estagios de maturagao.
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Figura 3 : Biossintese dos HSV. 1) Adsor¢do do virion a membrana plasmatica da célula

hospedeira. 2) Penetracdo do virion. 3) Libera¢do do nucleocapsideo e das proteinas
virais (A- o-TIF e B- VHS) no citoplasma. 4) Migracdo do nucleocapsideo para o
nucleo da célula. 5) Liberagdo do acido nucléico no interior do ntcleo celular. 6)
Circularizagao do DNA viral. 7) Transcrig¢ao e traducao dos genes a em RNAma,  em
RNAmP e y em RNAmy. 8) Replicacdo do genoma viral pela DNA polimerase viral. 9)
Montagem dos capsideos. 10) Saida do virus, a) o virus adquire o envelope na
membrana nuclear e ¢ conduzido at¢ a membrana citoplasmatica onde ¢ liberado da
célula por exocitose. b) o nuclecapsideo perde o envelope parcialmente adquirido ao
atravessar a membrana nuclear. O virion € liberado por brotamento apos aquisi¢ao do

envelope na membrana citoplamatica.
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Atualmente, duas hipdteses sdo aceitas para a aquisicdo do envelope viral. Na
primeira, o virion completo atravessaria a lamela interna da membrana nuclear e se
acumularia em um sistema de canais tubulares formados a partir do reticulo
endoplasmatico ou derivado da lamela externa do nucleo. Posteriormente, os virions
seriam transferidos para o complexo de Golgi para em seguida serem conduzidos a
membrana citoplasmatica e eliminados por exocitose. Na segunda hipdtese, o virion
perderia o envelope inicialmente adquirido ao atravessar a membrana nuclear. Os

capsideos presentes no citoplasma adquiririam seus envelopes ao atravessarem o

complexo de Golgi [Santos, 2002; Collier, 1993; Fields, 1990; Homa, 1997].

5. Farmacos Anti-Herpesvirus.

A maior parte dos farmacos anti-herpesvirus consiste em analogos de nucleotideos
com ag¢do inibitéria contra polimerases virais, impedindo, assim, a transcri¢do do
genoma viral. De um modo geral, as moléculas sdo pro-farmacos que precisam passar a
forma nucleotidica ativa através da acdo de quinases virais ou celulares. As quinases
adicionam grupamentos fosfato ao nucleosideo, transformando-o em nucleotideo. O
mecanismo de agdo baseia-se na interacdo preferencial do farmaco com a DNA
polimerase viral, em detrimento a interagdo com a polimerase celular (Figuras 4 e 5)
[Boivin, 2005; De Clercq, 2004; De Clercq, 2003; Eizuru, 2003; De Clercq, 2002;
Griffiths, 2002; De Clercq, 2001; Emery, 2001; Nichols, 2000; Snoeck, 2000; Jong,

1998a; Jong, 1998b; Weber, 1996].
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5.1. Inibidores do HSV e VZV.

. Aciclovir  (ACV): 9-(2-hidroxietoximetil)guanina, acicloguanosina (ACG),

Zovirax®.

Espectro de atividade: HSV-1 e 2 e VZV.

Mecanismo de agao: O aciclovir ¢ um derivado de guanosina que atua na inibicdo da
DNA polimerase viral agindo como um “terminador” de cadeia na sintese do DNA
viral. Inicialmente, o aciclovir converte-se em monofosfato (ACV-MP) por intermédio
de uma timidina quinase codificada pelo herpesvirus. Apds esta primeira fosforilagao,
que € crucial para a seletividade do aciclovir, o ACV-MP ¢ fosforilado a aciclovir
difosfato (ACV-DP) e trifosfato (ACV-TP) por quinases celulares. O derivado
trifosfatado, a forma ativa do aciclovir, compete com a guanosina-TP pela DNA
polimerase viral, que o incorpora a cadeia do DNA viral que esta sendo sintetizada.
Como o aciclovir ndo possui a hidroxila na posi¢do 3’, necessaria para a ligacdo de
outros nucleotideos, a sintese de DNA ¢ interrompida.

Indicagoes principais: infecgdes cutaneas, em mucosas e sistémicas causadas pelo
HSV-1 e HSV-2 (incluindo herpes labial e genital, herpes em neonatos e encefalite
herpértica), e infecgdes causadas pelo VZV.

Administragdo: Oral.
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Figura 4: Mecanismo de acao do aciclovir (ACV). Fosforilagdes intracelulares sao
necessarias para que o ACV possa interferir na sintese viral. No caso do HSV-1, a
primeira fosforilagdo € catalisada pela timidina quinase viral (TK), garantindo assim que

o0 ACV atue somente nas células infectadas.

° Valaciclovir: éster de valina do aciclovir (VACYV), Zelitrex®, Valtrex®.

Espectro de atividade: O mesmo do aciclovir.

Mecanismo de agdo: Atua como um proé-farmaco do aciclovir. Possui o mesmo

mecanismo de agao do aciclovir.

33



Introducdo

Indicagoes principais: Infecgdes causadas por HSV e VZV que podem ser tratadas por
terapia oral (herpes genital e herpes zoster).
Administracdo: Oral.

. Penciclovir:  9-(4-hidroxi-3-hidroximetil-buta-1-il)guanina (PCV), Denavir®,

Vectavir®.

Espectro de atividade: 1déntico ao aciclovir
Mecanismo de acdo: Similar ao aciclovir.
Indicagoes principais:herpes labial

Administragdo: Uso topico, creme.

. Famciclovir:  diacetil  éster de  9-(4-hidroxi-3-hidroximetil-buta-1-il)-6-

deoxyguanina (FCV), Famvir®.

Espectro de atividade: 1déntico ao aciclovir

Mecanismo de agdo: Atua como um pro-farmaco do Penciclovir. FCV ¢ convertido em
PCV apés hidroélise de dois grupos acetila e oxidagao da posigao 6.

Indicagoes principais: Infec¢des causadas por HSV-1, HSV-2 e VZV.

Administracdo: Oral.

° Idoxuridina: 5-iodo-2’-deoxiuridina (IDU, IUdR), Herpid®, Stoxil®, Idoxene®,

Virudox®.

Espectro de atividade: O mesmo do aciclovir
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Mecanismo de ag¢do: Incorporado ao DNA viral e/ou celular apos fosforilagao
intracelular a IDU 5’ -trifosfato.
Indicagoes principais: Ceratitis causada por HSV.

Administragdo: Uso topico, creme oftalmico.

. Trifluoridina: 5-trifluometil-2"-deoxiuridina, trifluorotimidina (TFT), Viroptic®.

Espectro de atividade: O mesmo do aciclovir.

Mecanismo de agdo: Inibe a conversio do dUMP (monofosfato de desoxiuridina) em
dTMP (monofosfato desoxitimidina) pela timidilato sintase, apos fosforilagdo
intracelular a TFT 5"-monofosfato.

Indicagoes principais: Ceratitis causada por HSV.

Administragdo: Uso topico, creme oftalmico.

. Brivudina: (E)  5-(2-bromovinil)-2'-deoxiuridina,  bromovinildesoxiuridina

(BVDU), Zostex”, Zonavir® e Zerpex".

Espectro de atividade: HSV-1 e VZV.

Mecanismo de a¢do: Atua na inibicao da DNA polimerase, competindo com o substrato
natural dTTP (desoxitimidina trifosfato), apos fosforilagdo intracelular a BVDU 5'-
trifosfato. A primeira e segunda fosforilagdes sdo catalisadas pelas timidina quinases
virais (HSV-1 e VZV), o que explica a grande especificidade do BVDU por estes virus.
Indicagoes principais: Infecgdes causadas por HSV-1 e VZV, especialmente herpes
zoster.

Administracdo: Oral.
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5.2. Inibidores do HCMV.

. Ganciclovir: 9-(1,3-dihidroxi-2-propoximetil)guanina (DHPQG), (GCV),

Cymevene®, Cytovene®.

Espectro de atividade: infec¢des causada por HSV-1, HSV-2, HCMV e alguns outros
herpesvirus.

Mecanismo de ag¢do: Como no caso do aciclovir, o ganciclovir precisa ser ativado a
trifosfato para competir com a guanosina trifosfato pela incorporagdo ao DNA viral. O
farmaco suprime a replicagdo do DNA viral, mas diferentemente do aciclovir ndo atua
como elemento “terminador” de cadeia. A especificidade do GCV pelos HSV e HCMV
se deve a primeira fosforilagdo catalisada pelas enzimas codificadas pelo HSV e
HCMV.

Indicagées principais: Infeccdes causadas por HCMV, especialmente retinite em
pacientes imunocomprometidos.

Administracdo: Intravenosa.

. Valganciclovir: éster de valina do ganciclovir (VGACYV), Valcyte®.

Espectro de atividade: O mesmo do ganciclovir

Mecanismo de agdo: Atua como um pré-farmaco do ganciclovir, possuindo o mesmo
mecanismo de agao.

Indicagoes principais. Infecgdes causadas por HCMV.

Administracdo: Oral
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o Foscarnet: ¢ um antisense oligodeoxinucleoditio composto uma sequéncia de

nucleosidios ligados por 21 fosforotioatos, Foscavir®.

Espectro de atividade: Herpesvirus e HIV.

Mecanismo de agdo: O foscarnet ¢ um analogo ndo nucleosidico sintético de pirofosfato
que inibe acdo da DNA polimerase viral em virtude da interacdo com o sitio de ligacao
do pirofosfato.

Indicagoes principais: Retinite causada por infeccdes do HCMV em pacientes com
AIDS.

Administracdo: Intravenosa.

. Cidofovir: (S)-1-(3-hidréxi-2-fosfonilmetoxipropil)citosina (HPMPC), (CDV),

Vistide®, Forvade®.

Espectro de atividade: Herpesvirus.

Mecanismo de ac¢do: Inicialmente, o cidifovir sofre uma fosforilagao através de uma
quinase celular para se converter na forma difosfato (forma ativa). O cidofovir difosfato
inibe a sintese do DNA viral competindo com incorporacdo da deoxicitidina-TP a
cadeia de DNA.

Indicagoes principais: Retinite causada por infeccdes do HCMV em pacientes com
AIDS.

Administracdo: Intravenosa.
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o Fermivirsen: consiste em um fosforotioato oligonucleodidico que inibe a

replicagio do HCMV por um mecanismo antisense. Vistide®, Forvade®.

Espectro de atividade: Infeccdo por HCMV.

Mecanismo de agdo: A seqiiéncia nucleoditica do formivirsen ¢ complementar ao gene
imediatamente inicial 2 (IE2) no RNAm do HCMV. Essa regido do genoma codifica
varias proteinas responsaveis pela regulacao da expressdo génica. O formivirsen inibe a
tradu¢cdo do RNAm referente ao gene IE2, e conseqiientemente a replicagdo viral.
Indicagoes principais: Retinite causada por infeccdes do HCMV em pacientes com
AIDS.

Administracdo: Intraocular.
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6. O Citomegalovirus Humano.

O HCMYV ¢ um virus de DNA altamente espécie-especifico que infecta mais de 90%
da populagdo mundial. Entretanto, a maior parte dessas infecgdes sdo clinicamente
assintomaticas [Jong, 1998a; Fields, 1990]. O HCMYV ¢ o principal agente patogénico
oportunista responsavel por diversos problemas de satide como pneumonia e retinite, e
pela morte de individuos com o sistema imunoldgico suprimido ou comprometido
[Nichols, 2000; Jong, 1998a]. Como o niumero de transplantes de 6rgaos e de individuos
infectados com o HIV tem crescido consideravelmente nas ultimas décadas, a busca por
tratamentos antivirais tornou-se de vital importancia [Griffiths, 2002; Nichols, 2000;
Bruggeman, 1999]. Antes da utilizagdo da terapia HAART' (highly active antiretroviral
therapy), as doengas causadas pelo HCMV eram extremamente comuns em pacientes
com AIDS. Mais de 85% de pacientes com AIDS que apresentam infec¢do por HCMV
desenvolvem retinites, infecgdes gastrointestinais e sindromes neuroldgicas [Nichols,
2000; Ogilvie, 1997]. O HCMV também ¢ muito comum em neonatos, infectando 1%
dos recém nascidos. Estima-se que 10% destes sejam sintomaticos e apresentem severas
seqiielas como retardamento mental e distirbios auditivos [Jong, 1998a; Jong, 1998b].

Como visto, as abordagens terapéuticas disponiveis para o tratamento clinico da
infec¢do por HCMV incluem o uso do ganciclovir, valganciclovir, foscarnet, cidofovir e
do formivirsen [Nichols, 2000]. Administragdo intravenosa do ganciclovir é o
tratamento utilizado apenas para infecgdes potencialmente fatais ou com risco de
cegueira em pacientes imunocomprometidos. Apesar da formulacao oral do aciclovir ser
utilizada em regime profilatico para manutencdo de pacientes com AIDS ou de
individuos transplantados, sua biodisponibilidade ainda ¢ muito baixa. O Foscarnet,

administrado na forma de infus@o intravenosa, ¢ um farmaco de segunda linha para o

" HAART: Tratamento utilizado na infec¢do causada pelo virus da imunudeficiéncia humana (HIV). Consiste
na combinagdo de inibidores nucleosideos e/ou ndo nucleosideos da transcriptase reversa e de inibidores da
protease viral.
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tratamento de infec¢des oculares por HCMV em pacientes imunocomprometidos. O
cidofovir foi o primeiro andlogo de nucleotideos a ser licenciado e, como tem tempo de
meia-vida relativamente longo, pode ser administrado em doses menos freqiientes sem a
necessidade de implantacdo por via venosa. A administracdo do cidovofir retarda a

progessao da retinite casada pelo HCMV.

Apesar dos inibidores da DNA polimerase, ganciclovir, foscarnet e cidofovir,
inibirem potencialmente a replicagdo do HCMYV, estes compostos requerem
administracdo intravenosa para alcangarem niveis terapéuticos, além de exibirem alta
toxicidade. Além disto, o desenvolvimento de resisténcia do virus a esses compostos €
um dos mais sérios e preocupantes problemas relacionados as terapias com analogos de
nucleosideos [De Clercq, 2004; De Clercq, 2003; Eizuru, 2003; De Clercq, 2002; De

Clercq, 2001].

7. O Papel da Protease no Ciclo de Vida dos Herpesvirus.

Todos os membros da familia Herpesvidae codificam uma protease que participa do
processo de maturacdo dos capsideos virais, cuja atividade € essencial para a producao
de particulas infecciosas [Holwerda, 1997; Gibson, 1995; Matusick-Kumar, 1995; Gao,
1994]. Apesar do papel exercido por esta protease ter sido reconhecido inicialmente
para o virus HSV-1 [Gao, 1994], assume-se que esta ¢ essencial para a produgdo dos
virions em todos os outros herpesvirus. Portanto, torna-se um alvo atrativo para o
desenvolvimento de agentes anti-herpes. [Batra, 2001a; Waxman, 2000; Patrick, 1998;
Flynn, 1997; Gibson, 1995]. Isto pode ser visto pelo extenso numero de artigos

publicados visando o desenvolvimento de inibidores para esta enzima [Gopalsamy,
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2004; Borthwick, 2002; Reefschlaegera, 2001; Borthwick, 2000; Dhanak, 2000; Guo,
2000; Chan, 1999; Smith, 1999; Déziel, 1998; Dhanak, 1998; Jong, 1998a; Jong, 1998b;
Yoakim, 1998; Pinto, 1996].

O genoma viral do citomegalovirus contém uma sequéncia de leitura aberta UL8S0
(Open Reading Frames — ORFs) responsavel pela codificagdo da protease completa de
80 kDA e de seu substrato [Gibson, 1995] (Figura 6). A protease completa do HCMV ¢
composta por um dominio proteolitico de 256 residuos em sua por¢do N-terminal, uma
regido de elo e um dominio estrutural na por¢do C-terminal denominado “dominio do

arcabouco” [Gibson, 2001].

Protease Completa do HCMV

sitio | sitio R sitio M
L] a
UL80 | Dominio Proteolitico | Elo Dominio do Arcabougo

Protease do HCMV

UL80.5 Proteina Precursora

Proteina do HCMV

Cauda

Figura 6: Processo de maturacdo da protease do HCMV e da proteina precursora. A
proteina precursora ¢ idéntica a por¢cdo C-terminal da protease codificada pelo gene

ULSO. Os sitios de clivagem M (maturagdo), R (liberag@o) e I (interno) estao indicados.

No HCMYV, a proteina precursora, produto do gene ULS80.5, interage com a principal
proteina de capsidio e age como um arcabougo ao redor do qual as proteinas do capsidio

serdo agrupadas [Gibson, 2001, LaFemina, 1996]. Para permitir o empacotamento do
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DNA viral, a protease, produto do gene UL80, sofre clivagem autoproteolitica em dois
sitios distintos, no sitio de maturagdo (sitio M) e no sitio de liberagdo (sitio R) do
dominio do arcabougo [Holwerda, 1997; Baum, 1993]. A clivagem no primeiro sitio
(sitio M), localizado proximo a regido C-terminal, ¢ responsavel pela remocdo do
término carboxilado do dominio do arcabougo e da proteina precursora. A clivagem no
sitio R por sua vez, libera um fragmento contendo a por¢do N-terminal (dominio
proteolitico) da protease completa que retém toda a atividade catalitica da protease
codificada pelo gene UL80. Este fragmento esta presente no processo de maturagao das
particulas virais em todos os herpesvirus humanos ¢ ¢é referido como a protease dos
virus herpes [Tong, 2002; Ben, 1999]. Além dos sitios M ¢ R no caso do HCMV, a
protease catalisa uma clivagem adicional no sitio I [O’Boyle, 1995; Holwerda, 1994].
Entretanto, a nova forma da protease produzida por esta clivagem (formada por duas
cadeias polipepditicas) ainda permanece cataliticamente ativa [O’Boyle, 1995;

Holwerda, 1994].

8. Estrutura da Protease do Citomegalovirus.

Estudos bioquimicos ¢ de mutagénese identificaram a protease dos herpesvirus
humanos como uma serina protease [Gibson, 1995; Welch, 1993]. Entretanto, sua
seqiiéncia ndo possui homologia com qualquer outra serina protease ou outras proteinas
em geral. Sua peculiar seqiiéncia de amino acidos e suas propriedades bioquimicas
tornam a protease dos herpesvirus humanos um exemplo de uma nova classe de serinas
proteases [Reling, 2000; Hoog, 1997; Qiu, 1997; Chen, 1996; Qiu, 1996; Shich, 1996;
Tong, 1996]. No presente trabalho, serd empregada a nomenclatura de Schecther e

Berger [Schecther, 1967] na denominagdo dos sitios de interacdo das serina proteases,
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assim como dos respectivos residuos nos substratos e inibidores. A partir da ligacao
peptidica do substrato clivada, os residuos de aminoacidos presentes na por¢do N-
terminal do substrato sdo denominados P1-P2-P3-..., enquanto que os residuos presentes
na por¢do C-terminal sdo P1'-P2°-P3" e assim por diante. Os respectivos sitios de

interagdo sdo denominados, S1, S2, S3, ..., S17, S2", S3” ... (Figura 7).

S, S, S, s,

/\/\/\/\

oo o LA AL DAL T

\/\/\/\/

Enzima 34

Enzima

S, Sy Sy

Figura 7: Nomenclatura utilizada na denominacdo dos sitios de interacdo das serina

proteases e dos respectivos residuos no substrato ou inibidor

Estudos de cristalografia de raios-X [Qui, 1996; Shieh, 1996; Tong, 1996] revelaram
que a protease do HCMV possui um enovelamento Unico dentre todas as serina
proteases conhecidas. A estrutura cristalografica (cédigo do PDB, Protein Data Bank,
2WPO) revela uma molécula homodimérica com dois sitios ativos separados por cerca
de 30 A e localizados em faces opostas do dimero. Somente a forma dimérica é
cataliticamente ativa. Cada mondmero ¢ formado por sete fitas 3, predominantemente
antiparalelas (exceto pelas fitas f2 e 6). Essas sete fitas  compdem o motivo barril 3
(B1-B7), que ¢ rodeado por sete a-hélices (aA-aG) (Figura 8). Alternativamente, o

barril B pode ser descrito em termos de duas folhas betas, com as fitas 3, 4, Bl e B7
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compondo uma folha e as fitas B3, B2, 6 e BS compondo a segunda folha. A fita B3
participa da formag¢do das duas folhas § em um dos lados do barril. Uma fita adicional,
de trés residuos, B8, interage por intermédio de uma ligagao de hidrogénio com a fita
B3. Entretanto, esta fita ndo faz parte do motivo barril B. O arranjo adotado pelas duas
folhas B ¢ responsavel pela presenga de duas aberturas no motivo barril 3, uma muito
estreita e outra larga. Todos os aminodcidos cujas cadeias laterais apontam para dentro
do barril B s3o hidrofobicos e altamente conservados [Gibson, 1995]. Com relagdo as o
hélices, duas (aB e aC) estdo localizadas proximas a abertura estreita do barril, e quatro
(aD, aoE, aF, e aG) estdo dispostas ao redor das duas folhas 3. A hélice aA representa
os poucos residuos da proteina situados proximos a abertura larga do barril . Um outro
nucleo hidrofébico ¢ formado pelo empacotamento das fitas B3, 4, Bl e f7 com as
hélices aD, aE, e aG. Os residuos envolvidos neste niucleo hidrofébico também sido
conservados entre as proteases dos herpesvirus. Cinco regides conservadas foram
identificadas na comparacao entre as seqii€ncias das proteases dos herpesvirus humanos
[Gibson, 1995; Holwerda, 1994]. Estas regides, em sua grande maioria, fazem parte das
fitas B que compdem o barril . Portanto, o padrdo de conservacdo obtido pode ser
entendido como uma exigéncia estrutural para a manutencao da estrutura terciaria destas

proteases [Holwerda, 1994].
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Figura 8: Estrutura tridimensional da protease do HCMV. a) Monomero. a) Dimero.

9. Uma Nova Triade Catalitica.

Ao contrario de todas as serinas proteases conhecidas, em que a triade catalitica ¢
composta por uma serina, uma histidina e um 4cido aspartico ou glutdmico [Kraut,
1977; Derewenda, 1994; Neurath, 1983], na protease dos herpesvirus a triade catalitica

¢ constituida por uma serina e duas histidinas. No caso do HCMYV, esta triade catalitica
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¢ composta pelos residuos Ser132, His63 e Hisl57. Estudos de mutagénese
identificaram os residuos cataliticos serina e histidina na protease do citomegalovirus
[Welch, 1993], mas falharam na identificacdo do terceiro membro da triade catalitica.
Nenhum dos residuos Asp/Glu inicialmente propostos como terceiro membro da triade
catalitica foi encontrado proximo a His63. Somente apés a determinagdo da estrutura
cristalografica da protease do HCMV [Chen, 1996; Qiu, 1996; Shieh, 1996; Tong,
1996] foi possivel a identificacdo da nova triade catalitica, com o residuo His157 como
o terceiro membro. Os residuos da triade sdo absolutamente conservados entre todas as
proteases dos herpesvirus humanos [Holwerda, 1997]. A presenga de uma segunda His
na triade catalitica ¢ um fato sem precedentes entre as serina proteases [Tong, 2002].

Na estrutura cristalografica do HCMV, o residuo catalitico Ser132 esta localizado na
fita B5 no lado externo do barril B e o residuo His63, situado no loop L4, esta localizado
proximo da Serl132. A His157 (situado no loop L6), identificada por estudos de
mutagénese como um residuo importante mas ndo essencial para catalise [Gibson,
1995], estd localizada proxima ao residuo His63. As posicdes relativas das cadeias
laterais dos residuos Ser132, His63 e His157 sao muito semelhantes as encontradas em
outras serina/cisteina proteases [Perona, 1995; Yamamoto, 1992], especialmente na
familia da quimotripsina. A superposi¢do da Serl32 e His63 com os residuos
equivalentes na quimotripsina resultou na sobreposicdo da His157 da protease do
HCMYV com o Asp 102 da quimotripsina. O sitio catalitico da protease do HCMV esta
situado na unica regido do motivo barril B que ndo estd rodeada por hélices e alcas.

Além disto, o sitio ativo € raso com os residuos cataliticos expostos ao solvente.
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10. Mecanismo de Catalise

Assume-se que o mecanismo de clivagem de ligagdes peptidicas das proteases dos
herpesvirus ¢ muito semelhante ao mecanismo aceito atualmente para as serinas
proteases cldssicas como a quimiotripsina, tripsina e elastase. Dados estruturais e
cinéticos sugerem que a clivagem da ligacdo peptidica ocorre em duas etapas principais
(Figura 9) [Hedstrom 2002]. A primeira etapa ¢ a formagao da acil-enzima e a segunda
sua hidroélise para restaurar o sitio ativo [Goldblum, 1997]. Na etapa de acilacao, apds a
formag¢do do complexo ndo covalente enzima-substrato, a Ser132 ataca o grupo
carbonila da ligacdo peptidica do substrato a ser clivado. Esse ataque ¢ assistido pela
His63 (catalise basica geral), gerando um intermedidrio tetraédrico. O ion imidazol
resultante, His63-H+, ¢ entdo estabilizado por uma ligagcdo hidrogénio com o residuo
His157. O residuo Ser132 possui um pK, relativamente alto, e portanto, é improvavel
que o ataque da Ser132 e a transferéncia do proton da Ser132 para o anel de imidazol da
His63 ocorram em duas etapas distintas [Goldblum, 1997]. Acredita-se que o ataque
nucleofilico a carbonila da ligacdo peptidica ocorra de forma concertada a transferéncia
do proton [Hedstrom, 2002; Goldblum, 1997]. Especula-se que a medida que a
carbonila da ligacdo peptidica a ser clivada se aproxima da Ser132, o carbono (com
carga parcial positiva) da carbonila promoveria um aumento da acidez da Serl32.
Assim, concomitante com a aproxima¢do do carbono da carbonila do substrato a
Ser132, o proton comegaria ser transferido para a His63 e o nucledfilo ativado iniciaria
a reagdo. Na proxima etapa, o intermedidrio tetraédrico colapsa com a expulsido do
grupo de saida, assistido pelo ion His63-H+, gerando o intermediario acil-enzima.

Na etapa de deacilagdo, uma molécula de agua passa exercer o papel desempenhado

pelo residuo Ser132 na primeira etapa da reagdo. A medida que a agua se aproxima da
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carbonila do grupo acila, um de seus protons ¢ transferido para a His63 ativando o
nucleofilo, que, por sua vez, ataca de forma concertada a carbonila do intermediario
acil-enzima para formar outro intermedidrio tetraédrico. Este intermediério se decompde
regenerando a triade catalitica e expulsando o produto carboxilado da reacdo [Hedstrom,
2002; Goldblum, 1997].

Todas as serina proteases possuem um sitio de interagdo, denominado cavidade do
oxianion, que estabiliza o intermediario tetraédrico formado durante a catalise. [Fersht,
1999]. Na familia da tripsina, a cavidade do oxidnion é formada pelo grupo N-H da
cadeia principal dos residuos 193 e 195 [Sobel, 1995], enquanto que na da subtilisina ¢
composto pela cadeia lateral da asparagina 157 e pelo grupo N-H da cadeia principal da
serina nucleofilica [Candau, 1996]. A sobreposicao da triade catalitica de qualquer uma
das proteases dos herpesvirus com os respectivos residuos da tripsina sugere que os
residuos absolutamente conservados arginina 165 e 166 (Argl65 e Argl66) estdo
envolvidos na estabilizagdo do oxidnion e que exercem um papel semelhante aos
residuos Gly193 e Serl95 da tripsina. Na catélise, a tripsina utiliza o grupo N-H da
cadeia principal dos residuos Gly193 e Ser195 para estabilizar o oxianion formado via
interagdes por ligagcdes de hidrogénio. Entretanto, a estrutura cristalografica da protease
do HCMV revelou que somente o residuo Argl65 utiliza sua cadeia principal na
cavidade do oxidnion. Liang et al. [Liang, 1998] verificaram em estudos cinéticos dos
mutantes Argl65Ala e Argl66Ala que, diferentemente da Argl65, é a cadeia lateral da
Argl66 que cumpre um papel essencial na catdlise. Estudos de mutagénese e analise
estrutural [Liang, 1998; Hoog, 1997; Qiu 1997; Qiu, 1996] sugerem que o residuo Arg
166 utiliza uma ou duas molécula de agua para mediar a interagdo do grupo guanidino

da sua cadeia lateral com o oxianion do intermediéario.
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Figura 9: O mecanismo de catalise envolve na primeira etapa o ataque nucleofilico da

Ser132 ao atomo de carbono da carbonila da ligagao peptidica a ser clivada para formar

um intermedidrio tetraédrico. Na segunda etapa ocorre a decomposi¢ao do intermediario

tetraédrico no intermedidrio acil-enzima, seguido da perda do produto amina e sua

substituicdo por uma molécula de agua. Por fim, ocorre o ataque nucleofilico da

molécula de 4gua ao carbono da carbonila do intermediério acil-enzima para formar um

novo intermedidrio tetraédrico que serd decomposto no produto carboxilado da reacdo e

na enzima ativa.
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II. OBJETIVO

A elucidagdo das estruturas cristalograficas da protease do HCMYV livre em solucao
e complexada covalentemente com o inibidor peptidomimético BILC821 possibilitou o
reconhecimento de grandes altera¢des estruturais induzidas pela formagdo do complexo.
Estas observacdes sdo consistentes com estudos cinéticos ¢ de fluorescéncia que
indicam que uma porg¢ao consideravel da energia livre de complexacdo ¢é utilizada para
promover a reorganizagdo conformacional da protease. Ja foi sugerido que a protease do
HCMV seria um novo exemplo de serina protease que opera via mecanismo de encaixe
induzido, ao contrdrio das serinas proteases classicas em que a complexacdo do
substrato tem pouca influéncia na conformac¢ao da enzima [Guimaraes, 2004; Oliveira,
2003; LaPlante 1999, Tong, 1998; Bonneau, 1997]. Além disto, apesar da estrutura
cristalografica da protease do HCMV revelar um sitio ativo bem definido em cada
unidade monomérica e a principio independentes, estudos bioquimicos mostraram que
as proteases dos herpesvirus existem em solu¢do em um equilibrio monémero-dimero e
que a forma dimérica é a espécie cataliticamente ativa da enzima [Batra, 2001b;
Waxman, 2000; LaPlante, 1999; Darke, 1996; Margosiak, 1996]. Assim, os objetivos do

presente trabalho sdo:

1 — Estudar através de simulagdes de Dindmica Molecular (DM) a estabilidade ¢ o
comportamento dindmico das formas dimérica e monomérica da protease do HCMV,
livre em solugdo e complexada, antes e ap6s a formacdo do aduto covalente com o

inibidor peptidil de carbonila ativada, muito semelhante ao BILC 821 (Figura 10).
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Figura 10: Estrutura quimica do inibidor peptidomimético BILC821

2 — Estudar através de simulacdes de DM o mecanismo de encaixe induzido, as
mudangas conformacionais ocorridas na formagao dos complexos e interagcdes enzima-
inibidor. Diferentes mudangas conformacionais e interagcdes enzima-inibidor observadas

para as formas monomérica e dimérica da enzima serdo analisadas e discutidas.

3 — Determinar os requisitos estruturais e energéticos que governam a ativa¢ao do
dimero da protease através de métodos hibridos que combinam calculos quanto-
mecanicos (QM) e de mecanica molecular (MM). Métodos QM/MM estendem o
dominio dos calculos QM a macromoléculas e permitem que reagdes quimicas sejam
simuladas diretamente no ambiente enzimatico. Neste caso, uma pequena regido
(geralmente o sitio ativo) que participa diretamente da quebra e formacgao de ligacdes €
tratada pelos métodos QM enquanto o resto do sistema ¢ descrito por métodos MM
[Field, 1990; Singh, 1986]. Tais métodos serdo utilizados na obtengdo do perfil
energético da reacdo de formagdo do complexo tetraédrico entre o inibidor utilizado
neste trabalho e as formas dimérica e monomérica da protease. Uma analise da interagao
por residuo entre as regides QM e MM ao longo da coordenada de reacdo sera realizada
para identificar os residuos que mais contribuem para a eficiéncia catalitica do dimero

da protease.
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4 — Identificar através de calculos QM/MM o papel do terceiro membro (His157) da
triade catalitica Ser132-His63-His157. Apesar da diade funcional (presente em todas as
serinas proteases) participar diretamente do mecanismo proposto de hidrélise de
ligagdes peptidicas, o terceiro residuo da triade catalitica ¢ importante para a atividade
catalitica e seu papel permanece uma questao a ser respondida [Hedstrom, 2002; Fersht,
1999]. Esta questdo ¢ particularmente interessante para as serinas proteases dos
herpesvirus ja que elas sdo as Unicas que possuem uma histidina como terceiro membro
da triade catalitica, enquanto que as serinas proteases classicas possuem um residuo de

acido aspartico ou acido glutdmico nesta posigao.
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III. DETALHES COMPUTACIONAIS

1. Construgdo dos Modelos.

A estrutura cristalografica da protease do HVMC complexada com o inibidor
peptidomimético BILC 821 (cédigo do PDB: 2WPO) [Tong, 1998] foi utilizada como
ponto de partida para a construgdo dos modelos. A estrutura contém os residuos 4-46,
53-143, 152-200 e 210-256 para cada um dos mondémeros da protease, ambos
complexados covalentemente a uma molécula de inibidor. Nenhuma molécula de
solvente foi incluida no modelo atdmico. O moédulo protonate do pacote AMBER7
[Case, 2002] foi utilizado para adi¢do dos atomos de hidrogénio aos residuos da
protease, considerando-se o pH fisiologico (ca. 7.0) como referéncia. Assim, os residuos
arginina e lisina estdo protonados, enquanto que os acidos aspartico e glutdmico estdo
desprotonados. Devido ao seu pK,, os residuos de histidina foram considerados neutros
nestas condigoes.

Como estamos interessados em determinar os (i) requisitos estruturais e energéticos
que governam a ativacdo do dimero da protease do HCMV e (ii) as mudancas
conformacionais que ocorrem na proteina antes e apds a formagao do aduto covalente
entre a enzima e o inibidor peptidil de carbonila ativada utilizado neste trabalho, muito
semelhante estruturalmente ao BILC 821 [Tong, 1998], seis modelos foram
considerados: as formas dimérica (DI) e monomérica (MI) complexadas nao
covalentemente ao inibidor, as formas dimérica (D-I) e monomérica (M-I) complexadas
covalentemente e as formas dimérica (D) e monomérica (M) livres em solucio.

O modelo D-I foi construido diretamente do cristal do dimero da protease do

HCMV. Os 26 residuos ndo observados em cada mondmero da estrutura cristalografica
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correspondem as seguintes regioes: residuos 1-3 na regido N-terminal da enzima, a qual
forma uma pequena hélice denominada aN, residuos 47-52 na al¢a L3, residuos 144-
151 na alga L9 e os residuos 201-209 na alga L13 [Tong, 1998]. No intuito de obter o
conjunto completo de coordenadas atdmicas, os residuos 1-3 foram construidos
manualmente em conformagdo a-hélice e adicionados a cada um dos mondmeros do
modelo D-I. As alcas ausentes foram construidas utilizando-se o modulo Build do
programa Swiss PDB Viewer [Guex, 1997]. Neste programa, os modelos de algas sdo
construidos usando-se como molde fragmentos da cadeia principal de varias proteinas,
armazenados em um banco de dados de alcas conhecidas. Utilizando-se dois
aminoacidos como pontos de ancoragem, o programa percorre o banco de dados na
busca por fragmentos compativeis. Diversos fragmentos s3o apresentados como
possiveis candidatos para as algas. As algas com energia de interagdo alga-proteina mais
favoravel, e com um nimero minimo de contatos desfavoraveis e minimos desvios com
relacdo aos termos angular e de ligacdo foram selecionados e adicionados a cada
mondmero do modelo D-I. A Figura 11 mostra o modelo completo de um dos

mondmeros da protease do HCMV apo6s da inser¢do das algas e aN (em azul).
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Figura 11: Em vermelho: Residuos presentes na estrutura cristalografica de um dos

mondmeros da protease do HCMV. Em azul: aN e alcas adicionadas.

O modelo DI foi construido a partir do modelo D-I através da quebra da ligacao
covalente existente entre o nucleofilo (Ser132) e o carbono da carbonila do inibidor. Um
atomo de hidrogénio foi utilizado para completar a valéncia do atomo de oxigénio da
Ser132 e a hibridizagdo do atomo de carbono foi corrigida manualmente para sp2. O
modelo D, que corresponde ao dimero da protease livre em solucdo, foi obtido
removendo-se os inibidores do modelo DI. Analogamente, os modelos M, MI ¢ M-I
foram obtidos considerando-se apenas as coordenadas atomicas referentes ao primeiro

mondmero dos modelos D, DI e D-I, respectivamente.
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2. Otimizagao, Solvatacao e Relaxacao dos Modelos.

Inicialmente, as geometrias dos modelos DI e MI foram otimizadas energeticamente
permitindo-se somente a movimentagdo dos atomos da Ser132 e do inibidor. 50 passos
do algoritmo conjugate gradient foram utilizados nesta etapa sem raio de corte para as
interagdes ndo-ligadas. Em seguida, mantendo-se todas as demais coordenadas fixas,
somente as alcas adicionadas aos modelos M, D, MI, DI, M-I, ¢ D-I foram otimizadas
energeticamente. Nesta etapa, a minimiza¢do da energia potencial do sistema foi
realizada empregando-se 200 passos do algoritmo steepest descent e 2800 passos do
algoritmo conjugate gradient para cada modelo. No intuito de aliviar contatos
indesejaveis, as coordenadas de todos os sistemas foram entdo otimizadas empregando-
se novamente 200 passos do algoritmo steepest descent e 2800 passos do algoritmo
conjugate gradient. Para reduzir o custo computacional, um raio de corte de 22 A para
as interagcdes ndo-ligadas foi utilizado nesta etapa. Todos os procedimentos de
otimizacao descritos acima foram realizados no vacuo.

As estruturas finais foram entdo utilizadas como ponto de partida para a construcao
dos modelos com solvente explicito utilizando-se uma caixa retangular com moléculas
de agua pré-equilibradas (Figura 12). Os lados da caixa retangular adicionada estdo a 8
A do 4tomo mais externo da proteina. Para neutralizar os sistemas, foram adicionados 5
e 10 contra-ions de sodio (Na") aos estados monomérico ¢ dimérico da protease,
respectivamente. O moédulo Leap do programa AMBER?7 [Case, 2002] foi empregado

na inser¢ao das moléculas de dgua e contra-ions.
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Figura 12: Modelo do dimero da protease (em amarelo) em solugio.

A etapa inicial de preparacdo dos modelos solvatados consistiu na minimizagao
extensiva da energia potencial do sistema por 1000 passos do algoritmo steepest descent
e por 4000 passos do algoritmo conjugate gradient, seguido de uma simulacdo de 10 ps
de DM, na qual foi empregado o ensemble NVT (T = 298 K). Todos os atomos da
proteina e do(s) inibidor(es) e contra-ions foram mantidos fixos durante o processo de
preparagdo com o objetivo de relaxar as moléculas de 4gua ao potencial do soluto. Em
seguida, todo o sistema foi submetido a processos de minimizagdo da energia potencial
empregando-se os algoritmos steepest descent e conjugate gradient por 500 e 1500
passos, respectivamente. Para permitir a difusdo dos contra-ions em solucgdo e ajustar a
densidade do sistema, foi realizada uma etapa adicional de simulacdo de DM por 10 ps
em ensemble NPT (T =298 K, P = 1 bar) mantendo-se os dtomos da proteina e do(s)

inibidor(es) restritos as suas posi¢des iniciais através de um potencial harmonico
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(constante de forcas de 200 kcal/mol.A?). Para relaxar progressivamente os atomos da
proteina e do(s) inibidor(es), seis simulagcdes de DM de 10 ps em ensemble NPT (T =
298 K, P =1 bar) foram realizadas com a redu¢do gradativa do potencial harmonico;
valores de constante de forgas de 200, 100, 50, 10, 2 ¢ 0 kcal/mol A2 foram empregados.
Ap0s isto, os sistemas solvatados foram extensivamente relaxados por simulacdes de

DM de 3 ns em ensemble NPT (T =298 K, P =1 bar).

3. Condigdes de Simulagao.

Todas as simulagdes de DM foram realizadas no moédulo Sander do programa
AMBER?7 [Case, 2002]. O algoritmo SHAKE [Ryckaert, 1977] foi usado para fixar as
ligacdes que envolvem atomos de hidrogénio. Desta forma, as equagdes de movimento
foram integradas a cada 2,0 fs usando o algoritmo Verlet Leapfrog [Hockney, 1970].
Para analises posteriores, configuragdes selecionadas a cada 1,0 ps foram reservadas.
Nas simula¢des de DM, um banho externo foi aplicado para controle de temperatura e
pressdo. As constantes de acoplamento usadas foram de 0,2 ps para o banho de
temperatura ¢ 1,0 ps para o banho de pressdo [Berendsen, 1984]. O movimento do
centro de massa foi removido em intervalos regulares de 500 fs. O método Particle
Mesh Ewald (PME) [Essmann, 1995; Ding, 1992] foi empregado no computo das
interagdes eletrostaticas de longo alcance nas etapas de minimizacdo e simulagdo dos
sistemas solvatados. Um raio de corte de 8 A foi empregado no computo da parte real
do somatoério de Ewald. A lista de atomos vizinhos foi atualizada em intervalos

regulares de 25 fs.
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4. Calculos QM/MM.

Devido ao grande nimero de &tomos em proteinas e ao fato de reagdes envolverem a
quebra e formacgao de ligagde quimicas, a catalise enzimatica ainda é um grande desafio
para a quimica computacional [Borman, 2004]. Métodos quantomecanicos de alto nivel
teorico sdo limitados a aplicagdo em sistemas com numero relativamente pequeno de
atomos. A combina¢do dos métodos quantomecanicos e de mecanica molecular
(QM/MM) extende o dominio dos calculos QM a macromoléculas. Neste caso, uma
pequena regido (geralmente o sitio ativo) que participa diretamente da quebra e
formagao de ligagodes ¢ tratada pelos métodos QM enquanto o resto do sistema, com um
namero muito maior de atomos (da ordem de 10%), é descrito por métodos de mecanica

molecular [Field, 1990; Singh, 1986].

4.1.  Preparacao do Sistema.

Como um dos principais objetivos desta tese é verificar os fatores estruturais e
energéticos relevantes que sdo responsaveis pela atividade do dimero da protease, a
ultima configuragdo das trajetorias de 3 ns dos modelos solvatados DI e MI foram
utilizadas como ponto de partida nos calculos QM/MM.

Os sistemas QM/MM foram construidos mantendo-se a enzima, os contra-ions ¢ as
moléculas de 4gua situadas em uma esfera 22 A de raio, centrada no oxigénio
nucleofilico da Ser132 (Figura 13). O modelo esférico de solvatacdo foi empregado ja
que seria invidvel a realizacdo de célculos QM/MM em condigdes periddicas de

contorno devido ao altissimo custo computacional.
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Figura 13: Visdo superior (esquerda) e lateral (direita) do modelo do complexo ndo

covalente inibidor-dimero da protease utilizado nos calculos QM/MM. Somente as
moléculas de dgua situadas a uma distancia inferior a 22 A do oxigénio do residuo de

serina 132 foram mantidas no modelo.

Como proximo passo, foram realizados procedimentos de minimizagdo e relaxagao
do solvente no intuito de adequar as moléculas de 4gua as novas condi¢des de contorno
impostas. Inicialmente, a energia potencial do sistema foi minimizada por 500 passos do
algoritmo steepest descent seguido por 5000 passos do algoritmo conjugate gradient. A
estrutura otimizada foi entdo submetida a simulagdes de DM por um tempo total de 20

ps. Nestas etapas, somente as coordenadas referentes aos 4tomos das moléculas de dgua
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foram variadas. Para manter as moléculas de 4gua no interior da esfera de solvatagao,

foi aplicado um potencial semi-harmdnico a cada molécula de solvente.
1 N
V= Ek[Max(O, R-R,, )]2 Equagdo 1

Na equagdo 1, & corresponde a constante de forca do potencial, R ¢ a distancia entre o
centro de massa da molécula de solvente e o centro da esfera de solvatagdo, que tem R
como seu raio. A fungdo Max (a,b) retorna o maior valor entre dois nimeros reais a ¢ b.
Quando R ¢é menor que R.y, a diferenca (R - R.y) resultard em um valor negativo e a
fun¢do Max retornara um valor nulo ao potencial V. Por outro lado, para moléculas de
solvente cujas distdncias em rela¢do ao centro da esfera sdo superiores a R,y a fungdo
Max retornara o valor da diferenca (R-R.y). Neste caso, a parte harmonica do potencial
V passard a ser aplicada a estas moléculas, o que as encoraja permanecer no interior ou

na superficie da esfera de solvatagao.
4.2.  Parti¢do do Sistema nas Regides QM e MM.

A proxima etapa consistiu na parti¢do do sistema nas regides QM e MM. Como um
dos nossos objetivos ¢ investigar o papel do segundo residuo de histidina (His157) da
triade catalitica da protease, dois esquemas de particdo foram considerados. No
primeiro, denominado ESQ1 e mostrado em azul na Figura 14, a regido QM ¢ composta
pelas cadeias laterais dos residuos Ser132 e His63 e pelos atomos do inibidor que
incluem o residuo de alanina presente na posi¢ao P; ¢ a amida e metileno do residuo P;".

A regido QM em ESQI possui um total de 33 atomos. No segundo, denominado ESQ?2,
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a cadeia lateral do terceiro membro da triade catalitica (His157) foi adicionada a regiao
QM, totalizando 44 &atomos. A fronteira entre as regides QM e MM foi tratada

utilizando-se o método dos atomos Link (ver topico 111.6.2).

0
\
OI His63
. / N
His157 ! N N\ 0
HN—/ \
N Ser132
H—-O N

Inibidor
Figura 14: Regido QM utilizada nos esquemas de particdo ESQ1 ¢ ESQ2. Em ESQI, a
regido QM ¢é composta pelos atomos indicados em azul. Em ESQ2, a regido QM ¢
composta pelos atomos indicados em azul e a cadeia lateral do residuo His157 (em

vermelho).

O esquema de particdo ESQ1 foi aplicado aos modelos MI e DI, enquanto ESQ2
somente a DI, gerando os sistemas QM/MM Mlgsqi, DIgsqi € Dlgsg2. Os sistemas
QM/MM foram entdo submetidos a procedimento de otimizagdo de energia potencial na

superficie AM1/AMBER.
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4.3. Defini¢ao da Coordenada de Reacao.

Para a reagdo de formacao do intermediario tetraédrico entre o inibidor peptidico ¢ a
protease, a coordenada de reagdo (RC) escolhida inclui a distanica entre o oxigénio da
cadeial lateral da Ser132 e o carbono da carbonila ativada do inibidor e as distincias

envolvidas na transferéncia de proton da Ser132 para a His63, como mostrado na Figura

15.
N---- HN R1=
HN— \\ WN
N
N JSer,s, O
dyn = "H=O
/ I\ \N/
dou™ R2 LRI dog o
(')' H 9 |
, R2 = N\)J\ N
H o |'4 I
| :
N TS
Ar9165/

Figura 15: Ilustracdo da coordenada de reacdo (RC) escolhida para a reacdo de

formacgdo do intermediario tetraédrico, RC =d,_,, —d._, —dy_,.

Para o calculo do caminho de reacdo de minimo de energia, o método RESD
(Restrained Distances, ver topico I11.6.3) [Eurenius, 1996] foi aplicado nas otimizagdes
de geometria em diferentes pontos ao longo de RC. Isto resulta em um caminho 6timo
para reacdo no ambiente enzimatico e na correspondente superficie de energia potencial

dos modelos DIESQI, DIEst (§] MIESQI.
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4.4,  Condi¢des Empregadas nos Procedimentos de Otimizagdo QM/MM.

Os calculos do caminho minimo de reagdo foram realizados no moédulo ROAR2.1
[Cheng, 2002] do programa AMBER?7 [Case, 2002]. O m6dulo ROAR atua como uma
interface entre as versdes modificadas do programa MOPAC7 e do modulo Sander
contido no pacote AMBER?7. Para a parte QM, foi utilizado um critério de convergéncia
de 10 kcal mol™ A para o céalculo SCF (self consistent field). Para a parte MM, foi
utilizado um critério de convergéncia de 0,1 kcal mol™ A™ para o raiz quadratica média
(RMS, root-mean-square) do gradiente de energia. Nas etapas de otimiza¢do, somente
os atomos situados no interior de uma esfera de 22 A de raio, centrada no oxigénio
hidroxilico da Serl32, sofreram alteragdes em suas coordenadas. Nos calculos
QM/MM, nao foi empregado raio de corte para as interagdes nao-ligadas.

O Hamiltoniano semiempirico AM1 [Dewar, 1985] foi empregado nos calculos QM.
Para o computo das contribuicdes MM para a energia potencial, foram utilizados o
campo de forcas de Cornell et al. [Cornell, 1995] para os atomos da proteina e o0 modelo

TIP3P [Jorgensen, 1983] para as moléculas de agua.

5. Dinamica Molecular (DM).

No método de DM, configuracdes sucessivas do sistema sdo geradas pela integracado
das leis de movimento de Newton. O resultado ¢ uma trajetoria que revela a
dependéncia temporal das posi¢cdes e velocidades das particulas do sistema [Haile,
1997, Leach, 1996; Allen, 1987]. A trajetéria é obtida resolvendo-se as equagdes

diferenciais incorporadas na segunda lei de Newton:
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o’r, GU(rN)

F =m, P =— o Equagdo 2

1

em que F; corresponde a for¢a aplicada na particula i causada pelas N-/ demais
particulas do sistema, m; corresponde a sua massa e a segunda derivada parcial de sua
posicdo ; em relagdo ao tempo corresponde a aceleragdo. U(r") ¢ a funcio de energia
potencial do sistema cuja derivada parcial em relagdo a posicdo r; ¢ a forca aplicada
resultante na particula i.

% r . ;. . ~ .
U(") normalmente ¢ descrita como um somatorio de termos ligados e ndo-ligados:

+U,

angulo

U(rN ): U + Udiedro + Uvdw +U Equa(;ao 3

ligagdo elet
em que Uligucaos Udinguio € Udiearo, correspondem as fungdes de energia potencial de
deformacao axial de ligacdo, deformacdo angular e de rotacdo torcional (interagdes
ligadas), enquanto que U4, € U, correspondem as fungdes de energia potencial de van
der Waals e eletrostatica (interacdes nao-ligadas). Uma fun¢do de energia potencial,
normalmente usada para os termos ligados, consiste em termos harmonicos para a
deformacao axial de ligacdo e de deformacgdo angular, e dois termos para a rotagao
torsional (equagdes 4, 5 e 6). O primeiro termo da equacdo 6 ¢ um termo harmdnico
para os angulos diedros & com transi¢des proibidas, como por exemplo angulos diedros
em anéis aromaticos ou angulos diedros utilizados para manter a quiralidade. O segundo
termo da equacdo 6 corresponde a uma funcdo que se aplica aos angulos diedros ¢, que

podem fazer rotagdes de até 360°.
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Uligaq:ﬁ() = zl%(r[ - rol )2 Equagéo 4
K, ) i

Udngulo = 217(0’ - Hoi) Equa(;ao 5
K i 2 2 -

Udiedro = Zi 7(51 - goi) + zi K(pi [1 + COS((/’:‘ - 5) ] Equa(}ao 6

Nas equagdes 4 e 5, K,; e r,; correspondem a constante de for¢a e comprimento de
equilibrio para a ligacdo r;, K4 € 6, correspondem a constante de for¢a e angulo de
equilibrio para o angulo 6. Na equacdo 6, K e &,; correspondem a constante de forca e
angulo diedro de equilibrio, respectivamente, para o angulo diedro & e K,; corresponde
a barreira de energia para tor¢ao do angulo diedro ¢,

Os termos nao-ligados U, € U,a, sdo representados tipicamente por interagoes de

Coulomb e de Lennard-Jones, respectivamente, como na equagao 7.

12 6
q . o.. o..
U *Ui = 2.2, L +4s; (_/J _[_jJ Fusao T
i j

T

Nesta equacdo, g; corresponde a carga parcial atomica do atomo i, o e &; correspondem
aos diametros de colisdo e a profundidade do pogo de energia para a interacdo entre os
atomos i e j segundo um potencial de Lennard-Jones.

Com a obtencdo da trajetoria da simulacio de DM, o valor médio de uma

determinada propriedade termodindmica mecanica (M) pode ser obtido (Equagao 8).
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<M >= lim L WIM (¢ )dt Equagéo 8

t—>owo f J0

Nestas simulagdes, ¢ necessario um periodo de equilibragdo para relaxar o sistema e um
de coleta de dados para o céalculo de valor médio. O tempo do periodo de equilibragao
em simulacdes de DM deve ser tdo longo quanto o mais longo tempo de relaxagdo
intrinseco do sistema (Tequil. ~ Tsistema) [Beutler, 1994; van Gusteren, 1992]. O tamanho
dos sistemas biomoleculares torna este procedimento inviavel e, nestes casos, ¢
desejavel que pelo menos o sistema tenha atingido um equilibrio metaestavel [van
Gunsteren, 1992]. Para que o célculo do valor médio seja acurado, o periodo de coleta
de dados deve ser suficiente grande para que todas as configuracdes relevantes,
representativas do espago de fase do sistema, sejam amostradas [Severance, 1995;
Beutler, 1994; van Gusteren, 1992]. Ou seja, o tempo de coleta de dados em DM deve

ser superior ao tempo de relaxacgdo da propriedade de interesse (Tcoleta >> Tpropriedade)-
6. O Método Hibrido QM/MM.
6.1. Formulagao.

A estratégia basica dessa metodologia foi primeiramente introduzida por Levitt e
Warshel [Warshel, 1976], visando o desenvolvimento de uma estratégia que
possibilitasse o estudo de processos reativos em enzimas e em solu¢do. Formalmente, o
método hibrido QM/MM pode ser descrito da seguinte forma [Field, 2002; Gogonea,

2001, Buice, 2000; Field, 1990; Singh, 1986]: assume-se que o sistema molecular pode
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ser divido em dois subsistemas, regidoes QM e MM (Figura 16). As regidoes QM e MM
contém todos os atomos que sdo tratados explicitamente no calculo. Na regido QM, os
atomos sdo representados por nucleos e elétrons e a superficie potencial é construida
dentro da aproximac¢ao Born-Oppenheimer [Szabo, 1996]. A regido MM compreende o
restante dos atomos do sistema. Ao contrario de regido QM, os dtomos pertencentes a
esta regido sdo como esferas que interagem segundo uma fun¢do de energia potencial

empirico.

Regiao QM

Figura 16: Parti¢do do sistema nas regides quantomecanica (QM) e de mecanica

molecular (MM).

O Hamiltoniano usado na formulagdo QM/MM passa a ser considerado um
Hamiltoniano efetivo (H.;) o qual opera na fun¢do de onda () do sistema. A fungdo de
onda ¢ dependente das posi¢cdes dos nucleos das particulas quantomecanicas, Roy, das
posicdes dos nucleos das particulas pertencentes a regido MM, Ry, € das posi¢des dos

elétrons, r.
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Hy(r, Ry Ry ) = E(r, Ry, Ry )W (1, Ry, Ry ) Equagdo 9

O Hamiltoniano efetivo pode ser dividido em trés termos (Equacdo 10). Os termos
considerados incluem uma contribui¢do puramente quantomecanica para a regidao QM,
Hoy, uma contribuigdo devido as interagdes entre as particulas na regido MM, Hyny, €

uma contribuicdo referente as interagdes entre estas regiodes, Hommm-

H oy =Hyy +Hyp +H oy g Equagéo 10

Assim, a energia total do sistema ¢ dada através do valor esperado da fun¢do de onda

operada pelo Hamiltoniano H.ye pode ser dividida em trés componentes.
Ly = (<V"HQM +H o 0m ‘W> +Ey )/<‘// ’ l//> =Eou + Eve + Eprr s Equagdo 11

O termo MM pode ser removido da integral visto que a funcdo de onda depende
somente parametricamente de Ry. Ejns corresponde a energia obtida por campo de
forgas classicos [Cornell, 1995; Jorgensen, 1988; Brooks, 1983]. Na Equagdo 11, Hoy
corresponde ao Hamiltoniano eletronico ndo relativistico dado por métodos
semiempiricos [Dewar, 1985; People, 1970], ab initio [Hehre, 1986] ou teoria de
funcional de densidade (DFT) [Parr, 1983]. O termo Hyy pode ser escrito em unidades

atdbmicas como,
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———ZV Z——ZA: y ;ZZ Equacao 12
1 ij L

) L

onde 7, j e A, B indicam as coordenadas eletronicas e nucleares respectivamente, r;
corresponde a distincia entre os elétrons i e j, 74 corresponde a distincia entre o elétron
i e o nucleo 4, R corresponde a distdncia nuclear e Z4 a carga nuclear. No caso dos
métodos semiempiricos, algumas simplificagdes sdo introduzidas no Hamiltoniano Hoy,.
A contribuicdo Hounns representa a interacdo entre as regioes QM e MM e pode ser
expressa como a contribuicdo de trés termos: interacdo entre as cargas parciais dos
atomos MM com a nuvem eletronica dos atomos QM, interagao eletrostatica entre os
nucleos dos atomos QM e as cargas parciais dos atomos MM e um termo referente a

interacoes do tipo van der Waals.

H oy nn = Z| | Gu’s +Z A Bau Equacao 13

12 6
|RAM| o\ Ry Ry

Na equacao 13, gy ¢ a carga parcial atdmica de um atomo MM, r;, € a distancia entre
entre o elétron e o &tomo MM, Ry, € distancia entre o nicleo 4 da regido QM e o dtomo
M da regido MM, e A € By sdo parametros de Lennard-Jones. O primeiro termo da
equagao 13 ¢ um termo importante que permite a regido QM “sentir” a vizinhanga MM.
Em outras palavras, ¢ o termo que permite a polarizagao da regido QM devido as
interagdes com a regido MM. Os tltimos dois termos da equagdo 13 sdo adicionados a
energia total apds o computo da energia QM e, desta forma, afetam a distribui¢ao

eletronica do sistema QM apenas indiretamente.
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6.2. O Uso de Atomos Link.

Para o caso de reagoes realizadas em solugdo, a interface entre soluto e solvente é
bem definida. Portanto, é possivel definir as regides QM e MM sem a introducio de
uma fronteira QM/MM entre atomos que estdo ligados covalentemente. Entretanto,
quando a reagdo a ser estuda ¢ catalisada por uma enzima, a defini¢cdo das regides QM e
MM, na grande maioria dos casos, envolve a presenga de uma ligagdo covalente
conectando as duas regides. Neste caso, como os elétrons dos atomos MM nido sdo
tratados explicitamente, ocorre uma interrupg¢ao brusca na densidade eletronica ao longo
da ligacdo entre os atomos da fronteira. Assim, torna-se necessario o desenvolvimento
de um esquema onde os efeitos dos &tomos MM sobre a densidade eletronica da regido
QM sejam o mais proximo possivel dos resultados obtidos de um calculo QM sobre
todo o sistema. Como nao ha uma forma tUnica de se resolver este problema, varias
solugdes t€m sido propostas ultimamente [Liu, 2000; Reuter, 2000; Zang, 2000; Zang,
1999; Gao, 1998; Harrison, 1997; Assfeld, 1996; Eurenius, 1996; Monard, 1996; Théry,
1994; Vasilyev, 1994].

Um método que tem sido bastante utilizado ¢ o esquema do atomo /link (LA). A
idéia foi introduzida originalmente em céalculos puramente quantomecanicos onde parte
da molécula era descartada e as valéncias corrigidas com atomos de hidrogénio [Allen,
1981; Davis, 1974; Christoffersen, 1969]. A primeira formulagio QM/MM deste
esquema foi introduzida por Singh e Kollman [Singh, 1986]. No esquema LA, um
atomo de hidrogénio (HLA) ¢ introduzido no 4&tomo QM presente na fronteira QM/MM.
O atomo HLA adicionado ¢ tratado exatamente como um atomo QM e invisivel aos
atomos MM. HLA ¢ introduzido no sistema ao longo da ligacdo na fronteira QM/MM a

1 A do 4tomo QM (Figura 17). Para manter a orientacdo de HLA ao longo da ligacdo,
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um termo angular HLA-atomo QM-iatomo MM ¢ adicionado ao campo de forcas com
valor de equilibrio de 0°. Interagdes intramoleculares definidas classicamente entre a
parte QM e MM sdo consideradas e adicionadas a energia total do sistema quando pelo

menos um atomo MM ¢ envolvido.

Regido MM Regido QM
N H
/ o
H Lo \ /
Cy

Figura 17: Regides QM e MM definidas na mesma molécula. A figura mostra a cadeia
lateral do ion glutamato em uma proteina. HLA corresponde ao dtomo de hidrogénio

adicionado para completar a valéncia do &tomo Cf nos calculos quantomecanicos.

O esquema descrito acima permite a particido de uma molécula em duas regides
distintas, QM e MM. O célculo quantomecéanico permite determinar a energia € a
distribuicdo dos elétrons nos adtomos da regido QM, sujeita as pertubacdes causadas
pelas interacdes com a regido MM. Esta, por sua vez, preserva a integridade do resto do
sistema e garante que os atomos QM matenham a orientagdo correta em relacdo aos

atomos MM.
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6.3.  Determinagao do Caminho de Reagao.

Um namero razoavel de métodos para a obtengdo do caminho de reagdo baseado na
Hessiana da energia potencial foi desenvolvido para moléculas pequenas. Entretanto,
estes métodos tornam-se inviaveis para sistemas com mais de algumas dezenas de
atomos devido ao alto custo computacional [Schlegel, 2003]. Um método util para o
mapeamento da superficie de energia potencial envolve o uso de restrigdes gerais, o
qual segue uma coordenada de reacdo pela aplicagdo de restrigdes fortes sobre os
principais graus de liberdade envolvidos no mecanismo proposto. Por exemplo, para
uma reagdo de transferéncia de proton do atomo A para o atomo B, um potencial

harmoénico na forma abaixo ¢ aplicado sobre a coordenada de reacdo R, , — R, ,.

%K(RHB -R,_,—d)’ Equagdo 14

Na Equacao 14, K ¢ a constante de for¢a do potencial harménico, Ry 5 € a distancia
entre o proton e o atomo B, Ry 4 € a distancia entre o proton e o atomo A, e d ¢ um
pardmetro geométrico que ¢ alterado sistematicamente ao longo da coordenada de
reacdo. Mais especificamente, o caminho ¢ mapeado alterando-se d em pequenos
incrementos a partir de seu valor inicial e realizando-se minimizagdes de energia
potencial em cada passo.

Varios mecanismos propostos para a reagdo podem ser tratados simultaneamente
pela generalizagao deste método, denominado RESD (REStrained Distances) [Eurenius,

1996] e incorporado por nosso grupo no modulo ROAR do programa AMBER7. O

método consiste em aplicar um potencial harmonico sobre a coordenada de reagdo de
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\

cada mecanismo proposto e adicionar a energia potencial total o termo referente a

energia de restri¢ao total. Este termo possui a seguinte forma,

Eresp = i%K i [Wi (Rci -d, )]2 Equacgao 15

i

onde R, ¢ a coordenada de reagdo do mecanismo i proposto, w; ¢ o peso dado a este
mecanismo, N ¢ o nimero de mecanismos considerados, K; ¢ a constante de for¢a do
potencial harmdnico aplicado ao mecanismo i, e d; ¢ o parametro geométrico aplicado a
coordenada de reacdo R.. Para cada mecanismo sera obtido um perfil de energia
potencial ao longo da coordenada de reacao, onde o ponto de maximo localiza o estado
de transicdo da reagdo. Vale ressaltar que esta metodologia ndo leva em consideracao
nenhuma contribuicao entrdpica e que apenas determina um caminho minimo de reagao

baseando—se unicamente na energia potencial do sistema.
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IV.RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Analise da Estabilidade ¢ do Comportamento Dinamico da Protease do HCMV

Para verificar a estabilidade das simulag¢des o valor calculado para o RMSD (root-
mean-squared deviation) ao longo da trajetoria foi analisado. A Figura 18 mostra a
dependéncia temporal do RMSD calculado para os atomos Co. de todos os modelos em
relagdo a estrutura inicial. Os resultados revelam que trajetorias estaveis foram obtidas
em todos os casos. Os valores de RMSD para as simulagdes da forma monomérica da
protease convergiram aproximadamente apos 1 ns. Para o dimero da protease, os valores
de RMSD convergiram em aproximadamente 700 ns. Para garantir que os sistemas
estdo equilibrados, as andlises realizadas neste trabalho foram feitas para os 1,5 ns finais

de simulagao.
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0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Tmpo (ps)
Figura 18: Valores de RMSD calculados em relacao a estrutura inicial para os modelos

a) D, b) DI, C) D-I, d) M, ) MI e f) M-I

O fator Debye-Waller ou fator isotropico de temperatura (fator-B), obtido a partir da
raiz quadratica média das flutuacdes atomicas, foi calculado para os ultimos 1,5 ns das
trajetorias geradas pelas simulagdes de DM. O valor final do fator-B para cada residuo,
gerado pela equacdo 16 [McCammon, 1987], foi calculado pela média dos valores

obtidos em trés blocos consecutivos de 500 ps.

ey Equagdo 16
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Na equagdo 16, <Arl.2> ¢ a flutuacdo quadratica média para os dtomos de carbono Ca do

residuo i. A Figura 19a compara os fatores-B calculados para o modelo D com os
fatores-B experimentais da forma dimérica ndo complexada da protease, obtido a partir
dos estudos de cristalografia de raio X realizados por Tong e colaboradores (cédigo
PDB: 1WPO) [Tong, 1996]. Devido a auséncia de valores experimentais para o0s
fatores-B do complexo ndo covalente formado entre a enzima e o inibidor, a Figura 19b
compara os fatores-B calculados para DI com os fatores-B experimentais da forma
dimérica da protease complexada covalentemente ao inibidor BILC 821, utilizados
também como referéncia para comparacdo com os os fatores-B calculados para D-I
(Figura 19c).

Os resultados exibidos nas Figuras 19a, 19b e 19¢ mostram boa concordancia entre
os valores experimentais e calculados, apresentando picos e vales coincidentes. Regides
que apresentam flexibilidade no cristal da protease foram bem reproduzidas nas
trajetorias de MD. Por exemplo, as regides nao definidas no cristal, as quais
correpondem as alcas ausentes na estrutura, possuem os maiores valores para os fatores-
B. Como discutido por Halle [Halle, 2002], isto ocorre provavelmente devido ao fato de
que estas regides além de serem expostas ao solvente, corresponderem a estruturas
secundarias ndo regulares. Vale ressaltar, entretando, que as flutuagdes atomicas
calculadas das simulagdes de DM sdo maiores que os valores experimentais. Este
resultado pode ser atribuido ao fato de que os atomos da proteina em solugdo possuem
uma maior mobilidade quando comparados aos atomos da estrutura mais rigida do
cristal, como discutido por Stocker e colaboradores [Stocker, 2000]. Forcas de
empacotamento no cristal restringem os movimentos na proteina, especialmente no caso
de regides de superficie como algas, e regides N e C terminal. Outra explicagdo ¢ que o

fator-B da cristalografia ndo corresponde a uma completa medida dos movimentos
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moleculares. Enquanto que os fatores-B simulados correspondem as verdadeiras
flutuagdes das posi¢des atdmicas € podem em principio aumentar infinitamente com a
mobilidade dos atomos, os fatores-B experimentais estdo restritos a regides de maximo
no mapa de densidade eletronica durante o refinamento da estrutura [Hunenberger,
1995]. Contudo, este comportamento ndo ¢ normalmente observado na literatura, onde
os valores calculados de fator-B s3o geralmente menores do que os valores
experimentais [Madrid, 2001; Norberto, 1999; Philippopoulos, 1995; Saito, 1995].
Neste caso, propde-se que o espago configuracional explorado no experimento seja
amostrado de forma incompleta nas simulagdes de DM [Levitt, 1998; Komeiji, 1994].
Em outras palavras, o curto intervalo de tempo normalmente utilizado na literatura para
o calculo dos fatores-B provavelmente subestima a grande mobilidade apresentada pelos
atomos das proteinas em solugdo. Finalmente, ¢ possivel que a desordem estatica
incluida nos fatores-B cristalograficos derivados do raio X [Frauenfelder, 1979] e as
oscilagdes restritas de toda a molécula ao redor de suas posi¢des na rede do cristal ndao
sejam levados em consideragao nos estudos de DM devido aos procedimentos de ajustes

usados no calculo das flutuagdes atomicas [Edwards, 1990].
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Figura 19: a) Fator-B calculado para D,

— Fator-B calculado para DI, Fator B experimental para D-BILC 821; c)

— Fator-B calculado para D-I, Fator B experimental para D-BILC 821; d)

—_ Fator-B calculado para M, Fator-B calculado para o monomero A de D; e)

— Fator-B calculado para MI, Fator-B calculado para o mondmero A de DI;

f) — Fator-B calculado para M-I, Fator-B calculado para o mondmero A de

D-I; gg — Fator-B calculado para DI, Fator-B calculado para D; h)

Fator-B calculado para MI, Fator-B calculado para M.

Para analisar as alteragdes nas flutuagoes atomicas entre as formas monomérica ¢

dimérica da protease, os valores calculados para os fatores-B de M e o mondmero A de
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D, MI ¢ o mondmero A de DI, ¢ M-I e o monomero A de D-I foram comparados nas
Figuras 19d, 19¢ e 19f, respectivamente. Enquanto algumas regides se tornam mais
ordenadas devido a dimerizacio, outras se tornam menos ordenadas. E importante notar
que as regides mais ordenadas no estado dimérico da protease caracterizadas pelas
simulagoes de DM correspondem as regides envolvidas nas interagdes proteina-
proteina, mediadas pelas hélices aB (91-109), aC (119-127), e aF (217-230).

Para analise das alteragdes das flutuagdes dos atomos entre as formas livres em
solugdo e complexadas ndo-covalentemente ao inibidor, os fatores-B calculados para D
e DI, e M e MI foram plotados nas Figuras 19g e 19h, respectivamente. Em nossos
modelos, a formag¢do do complexo ndo covalente entre o dimero e o inibidor aumenta a
mobilidade dos 4tomos em diferentes regides da proteina. Residuos 35-90 nas regides
aA, L3, B2, L4, B3, L5 e B4, e os residuos 130-160 nas regides 5, L9, 6, o qual estdo
localizados proximos ao sitio ativo, estdo mais ordenados na enzima livre em solucdo do
que no complexo ndo-covalente. Interessantemente, estes resultados concordam com as
diferencas entre o complexo covalente dimero-BILC 821 e dimero livre observadas nos
estudos de cristalografia de raio-X, o que sugere que as mudangas na estrutura ocorrem
antes da formacao do aduto covalente e que a protease do HCMV opera segundo um
mecanismo de encaixe induzido [Guimaraes, 2004; Oliveira, 2003; LaPlante, 1999].

As alteragdes estruturais ocorridas na formagdo do complexo inibidor-dimero
podem aumentar a flutuagao nas regides mencionadas acima devido a perda de ligagdes
de hidrogénio nestes segmentos. Para verificar esta hipotese, a ocorréncia de todas as
ligacdes de hidrogénio ao longo dos 1,5 ns finais da trajetéria de D e DI foi analisada. A
Figura 20 mostra em representacdo cartoon os residuos 35-90 e 130-160 e as ligagdes
de hidrogénio (linhas tracejadas) com ocupancia maior que 50%, presentes no modelo D

e ausentes no modelo DI.
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Figura 20: Representagdo em cartoon dos segmentos 35-90 e 130-160 do modelo D. As
linhas tracejadas correspondem as ligacdes de hidrogénio com ocupancia maior que
50% ao longo da trajetdria presentes no modelo D, mas ausentes em DI. O inibidor,
representado em stick, superposto ao modelo D serve apenas como referéncia para

localizacdo do sitio ativo da protease.

Como mostrado na Figura 20, diversas ligacdes de hidrogénio ndo estdo presentes
ou possuem ocupancia menor do que 50 % ao longo da trajetéria no modelo DI.
Entretando, o aumento na mobilidade dos residuos nestas regides ndo ¢ observado no
estado monomérico da protease. Finalmente, a Figura 19h compara os fatores-B

calculados para os modelos MI e M. Como pode ser visto, ndo existe alteragdo
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significativa no comportamento dindmico do monomero da protease durante o processo
de complexagao.

A Figura 21 mostra a sobreposicdo dos tracos de quinze estruturas selecionadas a
cada 100 ps dos 1,5 ns finais da trajetoéria de cada um dos modelos. As estruturas
presentes nas Figuras 21a-f correspondem aos modelos D, DI, D-I, M, MI, ¢ M-I
respectivamente. Os primeiros 256 residuos (referentes ao mondémero A) foram
utilizados como referéncia no ajuste dos tragos das estruturas em todos os modelos. Em
concordancia com os resultados experimentais, os segmentos que nao foram observados
na estrutura cristalografica, a regido N-terminal aN e as al¢as L3, L9 e L13 [Tong,
1998], mostraram grande flexibilidade ao longo da trajetoria para todos os modelos.
Além disto, como esperado, a auséncia das interagdes proteina-proteina nas formas
monoméricas da protease resulta em uma maior mobilidade da hélice aF quando

comparada ao estado dimérico da enzima.
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Figura 21: Amplitude dos movimentos realizados pelas formas dimérica e monomérica

da protease do HCMV. Sobreposicdo das 15 estruturas selecionadas em intervalos
regulares de 100 ps dos 1,5 ns finais da trajetoria dos modelos a) D (mondémero A), b)

DI (mondmero A), ¢) D-I (mondémero A), d) M, e) MI, f) M-1.
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2. Mudangas Conformacionais Ocorridas na Formagdao do Complexo Protease-

Inibidor.

Para estudar as mudangas conformacionais no dimero da protease quando da
complexagdo do inibidor de carbonila ativada, mas antes da formagdo do aduto
covalente [Tong, 1998; Bonneau, 1997], as estruturas médias obtidas dos 500 ps finais
das simula¢des de DM do mondmero A dos modelos DI e D foram sobrepostas (Figura
22a). Interessantemente, as diferencas conformacionais mais significativas entre a
enzima livre e o complexo covalente com o inibidor BILC 821, observadas por Tong e
colaboradores nos estudos de cristalografia de raio-X [Tong, 1998], foram reproduzidas
nas simulacdes de DM de DI e D. Este resultado indica que as mudancas
coformacionais observadas estdo associadas ao processo de complexagdo e¢ ndo a
formag¢do do aduto covalente. Mais especificamente, foram observadas mudancas
conformacionais nos residuos 1-9 da hélice aN, 23-33 da alga L2, 35-45 da hélice oA,
136-154 da alga L9, 217-230 da hélice aF, e 231-232 da alga L15. Grandes mudancas
conformacionais também foram observadas para os residuos 201-209 da al¢a .13, mas
esta regido ndo esta definida na estrutura cristalografica. A alca L13 corresponde a
regido de maior flexibilidade nos modelos dos complexos covalentes, como pode ser
visto nas Figuras 21c e 21f para as formas dimérica e monomérica da protease.
Contudo, as alteragdes estruturais observadas experimentalmente para os residuos 165-
169 na al¢a L10 nao foram reproduzidas nas simulagdes de DM.

A Figura 22b sobrepde as estruturas médias dos modelos MI e M obtidas nos 500 ps
finais da trajetéria. As mudancas conformacionais observadas entre os modelos DI ¢ D
foram também observadas entre MI e M. Além disto, as alteragdes estruturais para os

residuos 165-169 na alga L10, ndo observadas entre os modelos DI ¢ D, foram bem
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reproduzidas nos modelos M e MI. Desta forma, nossos resultados sugerem que a
presenga da interface mondmero-mondmero no dimero da protease nao ¢ condicao
essencial para a ocorréncia das mudangas conformacionais observadas
experimentalmente na formacao do complexo covalente protease-inibidor.

As estruturas médias dos modelos DI e MI foram sobrepostas para andlise das
principais diferencas estruturais entre o complexo protease-inibidor nos estados
dimérico e monomérico da protease (Figura 22c). Além das diferengas estruturais nas
alcas L2, L9 e L13, a principal mudanga conformacional foi observada na hélice oF.
Resultados similares foram obtidos para os modelos D e M (22d). Como esperado, a
auséncia das interagdes proteina-proteina na interface do dimero da protease ¢
responsavel pela mudanga da posi¢ao e orientacdo de equilibrio da hélice oF no estado

monomérico.
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Figura 22: Principais alteragdes estruturais ocorridas na formagdo do complexo nao

covalente protease-inibidor. Sobreposicao das estruturas médias obtidas dos ultimos 500
ps da trajetéria de DM. a) Mondmero A de DI (preto) e Mondmero A de D (cinza), b)
MI (preto) e M (cinza), ¢c) Monomero A de DI (preto) e MI (cinza), d) Mondmero A de

D (preto) e M (cinza).
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Tong e colaboradoes [Tong, 1998] verificaram que quando os mondmeros A das
estruturas cristalograficas do dimero livre e do complexo covalente dimero-BILC 821
da protease sdo sobrepostos, uma rotacdo de aproximadamente 6,5° em torno do eixo
definido pelas hélices aF da interface é necessaria para sobrepor o mondomero B de
ambas as estruturas. A causa responsavel por esta alteragdo estrutural ¢ atualmente
desconhecida. A Figura 23 mostra que esta observagdo experimental também foi
reproduzida nas simula¢des de DM para os modelos DI e D. Visando o entendimento da
origem desta alteragdo estrutural, os seguintes parametros geométricos foram
monitorados ao longo da trajetéria dos modelos DI e D: 1) distancia entre o centro de
massa dos monomeros A e B; i1) angulo entre os vetores V'; e V, (V;'V>) (Figura 24e)
definidos pela distdncia entre os centros de massa dos mondmeros A e B nos dois
modelos. Em ambos os modelos, a origem dos vetores V, e V; foi definida no centro de
massa do mondmero A. O vetor V'; corresponde ao vetor V| na mesma origem e
orientacdo do vetor V,. Para garantir que ambos os sistemas possuem a mesma
orientacdo, as duas trajetorias dos modelos DI e D foram sobrepostas usando o
mondmero A de DI como referéncia; iii) Angulo definido entre o centro de massa do
mondmero A, das hélices aF e do mondomero B (4aFB) (Figura 24f, a esquerda); e iv)
angulo diedro definido pelo centro de massa do mondmero A, Ca do residuo Ser 225 da
hélice aF do mondmero A, Ca do residuo equivalente a Ser 225 da hélice oF do

mondmero B e o centro de massa do mondmero B (Figura 24f, a direita).
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monomero A monomero B

Figura 23: Sobreposi¢do das estruturas médias obtidas nos ultimos 500 ps das
simulagcdes em DM para os modelos DI e D. Sobreposi¢do do mondmero A do dimero

da protease.
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A Figura 24a mostra que ambos os sistemas, DI e D, apresentam praticamente a
mesma distancia entre os centros de massa dos mondmeros ao longo da trajetoria,
sugerindo que a formagdo do complexo ndo expande nem comprime a estrutura do
dimero da protease. A Figura 24b mostra que o angulo V; 'V, oscila em torno de 6°, em
excelente acordo com o valor observado por Tong e colaboradores [Tong, 1998]. Esta
mudanga na orientacdo do dimero da protease pode ser entendida como o resultado da
contribui¢do de trés diferentes movimentos entre monomeros: rotagdo em torno do eixo
paralelo as hélices de interface aF (Figura 24f, a esquerda), rotacdo ao redor de um eixo
perpendicular as hélices oF (Figura 24f, a direita) e translagdo do mondmero B em
relacdo a0 monomero A. Com o objetivo de quantificar estes movimentos, os angulos
AaFB e o angulo diedro definidos acima foram monitorados ao longo da trajetéria. As
Figuras 24c e 24d mostram que diferentes pardmetros geométricos sao de fato visitados

nas simulacdes de DI e D, e isso ¢ evidente apos 1 ns de trajetoria.

90



Resultados e Discussdo

< £

£
ulo (graus)

Lk Lk
o =)

disténcia (angstroms)
Lad
(¢

e
L

angulo (graus)
L o = o @

3

i
5

2

91




Resultados e Discussdo

Figura 24: Os graficos a), b), ¢) e d) correspondem a variacao temporal dos seguintes
parametros geométricos :a) distancia entre o centro de massa dos mondomeros A e B. b)
angulo definido pelos vetores V'; e V,. ¢) angulo definido entre o centro de massa do
mondmero A, das hélices oF ¢ do mondmero B. d) angulo diedro definido pelo centro
de massa do monomero A, pelo carbono o do residuo Ser 225 na hélice oF do
mondmero A, pelo carbono o do residuo equivalente a Ser 225 na hélice oF do
mondmero B e pelo centro de massa do monomero B. e) represent¢do esquematica dos
vetores Vi, Vi'e V,. f) esquerda: representacdo esquematica do angulo definido em c).
f) direita: representacdo esquematica do angulo definido em d). Nos graficos a, b, ¢ e d,

a linha continua preta se refere ao modelo DI, e a linha tracejada ao modelo D.

2.1. O Mecanismo de Encaixe Induzido.

O modelo D, dimero da protease livre em solugdo, foi construido a partir do
modelo DI e ndo a partir da estrutura cristalografica do dimero livre. Assim, a
concordancia entre os resultados tedricos e experimentais descritos acima suporta a
qualidade dos nossos modelos, e indica que nossas simulacdes de DM foram longas o
suficiente para descrever adequadamente as diferengas estruturais observadas entre a
enzima livre e o complexo covalente. Além disso, visto que as alteragdes observadas
experimentalmente na conformagdo e orientagdo do complexo covalente dimero-BILC
821 foram reproduzidas em nossas simulagdes de DM do complexo formado entre o
inibidor usado no presente trabalho e o dimero da protease antes da formagdo do aduto
covalente, nossos resultados mostram que as alteragdes estruturais nao estao associadas

a formacdo do intermedidrio tetraédrico. Alternativamente, a formagao do complexo ndo
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covalente induz mudangas conformacionais nos residuos proximos ao sitio ativo
mediadas pelos contatos entre a por¢ao peptidica do inibidor e os sitios de interacao da
protease. Portanto, nossos resultados teodricos concordam com as evidéncias
experimentais de que a protease do HCMV ¢ um novo exemplo de serina protease que
opera via mecanismo de encaixe induzido [LaPlante, 1999]. Em outras palavras, uma
por¢do consideravel da energia livre de complexacdo ¢ usada para realizar a

reorganizagdo estrutural necessaria para trazer a enzima a forma cataliticamente ativa.

Figura 25: Superficie molecular proxima ao sitio ativo para a) DI e b) MI. Os sitios de

interagdo S; e S; estdo indicados pelos circulos brancos.

As Figuras 25a ¢ b mostram a superficie molecular proxima ao sitio ativo nos
modelos DI e MI, respectivamente. As cadeias laterais do inibidor nas posicdes P, e Py
estdo situadas sobre a superficie da protease e expostas ao solvente em ambos 0s

modelos. As cadeias laterais dos residuos P; e P; sdo menos acessiveis ao solvente e
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interagem com os sitios S; ¢ S; que formam uma larga depressdo na superficie da
protease em ambas as formas. Entretando, alteracdes significantes nos sitios S1 e S3
podem ser vistas se compararmos as superficies de DI e MI. As alteragdes nos sitios de
interagdo S; e S; sdo atribuidas principalmente ao reposicionamento dos residuos Glu31
e Leu32 presentes na alga L2, Argl37 na al¢a L9, e Argl65 e Argl66 na alga L10 no
modelo MI. Sendo a protease do HCMV uma enzima que opera via mecanismo de
encaixe induzido, podemos especular que a auséncia das interagdes mondmero-
mondmero impossibilita a reorganizagdo conformacional adequada no estado
monomérico, necessaria para trazer a enzima a forma cataliticamente ativa apds a
formacdo do complexo ndo covalente com o substrato ou inibidores peptidil com

carbonila ativada.
3. Movimentos Coletivos Entre Monomeros.

A matriz de correlagdo dindmica cruzada (C;) [Estabrook, 2005; Mazumder-
Shivakumar, 2005; Zoete, 2004; Hunenberger, 1995; Harte, 1992; Ichiye, 1991] foi
utilizada para o estudo do comportamento dindmico do dimero da protease, mais
especificamente os movimentos coletivos relacionados as interagdes mondmero-
mondmero. Os elementos de Cj; foram obtidos a partir dos respectivos elementos da

matriz de covariancia c; dados por:

¢y = <(’”, _<’7‘>)( j _<”/>)> = <’7' "’_/>_<’?><’”_/> Equagao 17
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onde r; corresponde ao vetor de coordenadas cartesianas do atomo i, € < > denota a

média temporal. Expandindo os termos da equacdo 17, temos que:

-

Umsgia ~A Umsgia A Umsgia A
Cij _ At |: .(t)rj (t)— At ( Z;Q(I)V]X( Zl’j(t)l”j:| EqanﬁO 18
t=0 t=0

tmédia =0 tmédia

onde ¢4, corresponde ao intervalo de tempo em que a média ¢ calculada e At ao
intervalo de tempo entre duas configura¢des. O elemento da diagonal principal da
matriz de covariancia (i=j) corresponde a flutuacdo quadratica média do atomo i. Assim,
os elementos da matriz de correlacdo cruzada (ou covaridncia normalizada) sdo

definidos por:

€y <ri -rj>—<r,.><rj> N
Cy=—m 7 =1 V2 Equacgao 19
) le) ) ) -

Os valores de Cj; variam de -1 (movimentos completamentos anticorrelacionados) a 1
(movimentos completamento correlacionados). C;; iguais a 1 ou -1 refletem movimentos
que possuem a mesma fase e o mesmo periodo. Valores positivos correlacionam
movimentos com mesma direcdo e sentido, enquanto que valores negativos
correlacionam movimentos com mesma direcdo, mas sentido contrario. A matriz de
correlagdo dinamica cruzada foi calculada efetuando-se a média dos valores calculados
em 6 blocos de 200 ps em intervalos de 50 ps ao longo dos 1,5 ns finais das trajetorias
de DM. A remoc¢ao dos movimentos translacional e rotacional do centro de massa da
proteina foi realizada pela sobreposi¢do das estruturas selecionadas usando como

referéncia os Ca dos seguintes residuos: 13-23, 57-61, 67-78, 81-89, 130-134, 156-161,
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169-174 presentes nas fitas B1, B2, B3, B4, BS, B6 ¢ B7 de ambos os mondmeros. Estes
residuos fazem parte das regides menos flexiveis da protease. A utilizacdo de residuos
de regides de grande mobilidade no procedimento de ajuste das estruturas ¢ responsavel
pelo surgimento de movimentos correlacionados artificiais entre residuos da superficie
da proteina [Hunenberger, 1995].

As Figuras 26 e 27 mostram os graficos bidimensionais da matriz de correlagao
dindmica cruzada calculada para os modelos D e DI e as regides mais relevantes de
cada monomero com movimentos correlacionados. No modelo D, os residuos presentes
nas regides proximas a interface possuem movimentos altamente correlacionados
(Figura 26, residuos marcados em amarelo). Além disto, foi possivel identificar regides
com movimentos correlacionados separadas por mais de 30 A (Figura 26, residuos
marcados em vermelho). Estas regides compreendem aos residuos 72-78 na fita 33, 82-
87 na fita 4, 92-110 na hélice aB, 115-117 na alga L7, 118-127 na hélice aC, 174-175
na al¢a L11, 176-179 na hélice aD, 217-230 na hélice aF, 231-232 na alca L15, 233-

235 na hélice aG e 248-256 na al¢a L16 em ambos os monomeros.
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Figura 26: a) Representacdo bidimensional dos elementos da matriz de correlagdo
dindmica cruzada calculados para o modelo D. Os eixos horizontal e vertical
correspondem aos residuos dos mondmeros A e B, respectivamente. b) Os residuos
marcados em amarelo e vermelho possuem movimentos entre mondmeros altamente

correlacionados.
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Figura 27: a) Representagdo bidimensional dos elementos da matriz de correlagao
dinamica cruzada calculados para o modelo DI. Os eixos horizontal e vertical
correspondem aos residuos dos monomeros A e B, respectivamente. b) Os residuos
marcados em amarelo ¢ vermelho possuem movimentos entre mondmeros altamente

correlacionados.
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Comparando os resultados obtidos para os modelos D e DI, observa-se que diversas
regides correlacionadas proximas a interface mémero-monomero presentes em D ndo
foram encontradas em DI (Figura 27). Por outro lado, a formacdo do complexo nao
covalente ¢ responsavel pelo surgimento de novos movimentos correlacionados entre
segmentos presentes na regido do sitio ativo (Figura 27, regido em vermelho). Estudos
prévios [Estabook, 2005; Luo, 2002] mostraram que a presenga de movimentos
correlacionados e anticorrelacionados na regido do sitio ativo da enzima eleva a taxa de
reacdo enzimatica devido ao aumento do niimero de conformagdes reativas visitadas

pela proteina.

4. Interagdes Protease-Inibidor

A Figura 28a mostra uma representacdo esquematica para a primeira etapa do
mecanismo de reacdo aceito para as serinas proteases classicas. Somente os principais
elementos do sistema catalitico sdo mostrados: a triade catalitica Ser132-His63-His157;
o nitrogénio ¢ o hidrogénio da amida da cadeia principal da Argl65 ¢ Argl66; e a

carbonila do substrato ou do inibidor.
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Figura 28: a) Representacdo esquematica para a primeira etapa do mecanismo de reagdo
aceito para as serinas proteases classicas. b) Intera¢des relevantes entre o inibidor

peptidil de carbonila ativada e a protease.

Nos modelos dos complexos ndo covalente e covalente, DI, MI, D-I ¢ M-I, o
subsistema composto pelo inibidor e a triade catalitica permaneceu estavel ao longo das
trajetorias. Nos modelos DI e MI, a Ser132 interage via ligacdo de hidrogénio com a

His63. A distancia calculada entre o hidrogénio de hidroxila da serina (HG) e o
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nitrogénio do anel imidazol da histidina (NE2) flutua em torno de 2,8 A, enquanto que o
valor médio para o angulo Ser;3;HG-Ser;3,0G- HisgsNE2 € de 16,6° em DI e 11,8° em
MI. Para ambos os modelos, a His63 interage através de uma ligagao de hidrogénio com
a His157, e a ocupancia para esta interacao calculada ao longo da trajetoria foi de 62% e
66% nas formas dimérica ¢ monomérica dos complexos nido covalentes. A distancia
(HisesND1-His;s7NE2) e angulo (HisgsND1-HisgsHD1-His;s;NE2) calculados para esta
intera¢do flutuam em torno de 2,9 A e 154° para as trajetorias de DI e MI. Resultados
similares foram obtidos para esta distancia e angulo nos modelos D-I e M-I.

Para verificar se o residuo de serina Ser132 se mantém em sua orientagdo reativa ao
longo da trajetoria dos modelos DI e MI, a distancia entre o oxigénio OG da Ser132 e o
carbono da carbonila ativada do inibidor foi monitorada nas simulagdes de DM. Em
ambos os casos, a distdncia calculada oscila em torno 2.9 A. Assim, a auséncia da
interface no mondmero nao impede que a triade catalitica e a carbonila ativada do
inibidor adotem configuragdes apropriadas para o ataque.

Em nossos modelos, o inibidor forma uma fita B antiparalela com a protease e se
complexa em uma conformagdo estendida muito semelhante a conformacdo adotada
pelo inibidor peptidomimético BILC 821 na estrutura cristalografica do complexo
covalente. Na estrutura do cristal, existem trés ligagdes de hidrogénio entre os atomos
da cadeia principal do inibidor e a fita 5 da protease (Figura 28b). Duas destas ligagdes
de hidrogénio sdo feitas pela cadeia principal do residuo P; do inibidor e a Ser135 da
protease. A terceira ligacdo de hidrogénio ¢ entre o nitrogénio da cadeia principal do
residuo P; e o grupamento carbonila do residuo L133. Experimentos de N-metilagdo de
inibidores peptidiomiméticos da protease do HCMV mostraram que de fato os dtomos
de nitrogénio da cadeia principal dos residuos P; e P; sdo requeridos para complexagao

e, conseqlientemente, para catalise [Ogilvie, 1997]. Todas as interagdes foram bem
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reproduzidas nas simulagdes de DM, exceto no modelo DI onde o 4&tomo de nitrogénio
da cadeia principal do residuo P; e o d&tomo de oxigénio da carbonila da cadeia principal
do residuo L133 estdo separados por 4,8 A no final da trajetoria.

Na estrutura do complexo covalente presente no cristal, o oxidnion resultante do
ataque da Serl132 a carbonila ativada do inibidor BILC 821 interage por meio de uma
ligacdo de hidrogénio com a amida da cadeia principal da Argl65 (cavidade do
oxidnion). Além disto, o residuo Argl65 participa da formagao do sitio S; pela ligagao
de hidrogénio do grupo guanidino de sua cadeia lateral com o oxigénio da carbonila da
cadeia principal do residuo P, (Figura 28b). Estas interacdes foram reproduzidas nas
simulacdes de DM. Entretanto, nos modelos DI ¢ M-I a ligagdo de hidrogénio entre a
cadeia lateral da Argl65 e o oxigénio da cadeia principal de P, ¢ mediada por uma
molécula de agua.

Para verificar a estabilidade da ligagao hidrogénio entre o oxianion e o nitrogénio da
cadeia principal da Argl65 nas formas dimérica e monomérica da protease, antes € apos
a formacdo do aduto covalente, a distdncia e angulos para esta interagdo foram
monitorados ao longo da trajetéria dos modelos DI, D-I, MI e M-I. O angulo ¢ definido
pelo oxidnion, hidrogénio e nitrogénio da amida da cadeia principal da Argl65. A
distancia média calculada foi de 3,0 A em DI, 2,8 A em D-I, 2,9 A em MI ¢ 2,8 A em
M-I. A Figura 29 mostra a distribui¢do dos valores obtidos para o angulo analisado para
os estados dimérico (DI e D-I) e monomérico (MI e M-I) dos complexos. Apesar dos
complexos nos estados dimérico e monomérico, antes e apos a formacdo do aduto
covalente, apresentarem praticamente a mesma distancia média, o angulo que define
esta ligagdo de hidrogénio apresentou uma distribuicdo com angulos mais lineares para
D-I quando comparada a DI, MI e M-I. Nossos resultados sugerem que a forma

dimérica da protease ¢ capaz de reorientar os atomos da cadeia principal da Argl65 ao
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longo da reacdo e, assim, atuar de forma mais eficiente na estabilizagao do estado de

transi¢do e intermediario tetraédrico.
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Figura 29: Distribui¢do do angulo Arg;ssN-Arg;ssH-oxidnion ao longo das simulagdes
de DM para os estados dimérico e monomérico dos complexos protease-inibidor ndo

covalente (cinza) e covalente (cinza claro).
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Visando identificar os residuos que mais contribuem para as interagdes inibidor-
protease e formacgao dos sitios de interagdo, as componentes eletrostatica e de van der
Waals por residuo foram calculadas. As interagdes eletrostaticas e de van der Waals,
obtidas pela média de trinta estruturas selecionadas a cada 50 ps nos 1,5 ns finais das
trajetorias de DI, D-I, MI, e M-I, foram realizadas entre cada residuo da proteina ¢ o
grupo de atomos composto pela diade catalitica, Ser132 e His63, e o inibidor (Figuras

30 ¢ 31).
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Figura 30: Energia de interagdo de van der Waals de cada residuo com o subsistema

composto pelos residuos Ser132 e His63 e os atomos do inibidor.
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Figura 31: Energia de interacdo eletrostatica de cada residuo com o subsistema definido

pelos residuos Ser132 e His63 e os 4&tomos do inibidor.

Nos modelos DI e MI, a decomposi¢do energética identificou os residuos Glu31 e
Leu32 da alga L2, Asn62 da al¢a L4, Leul33 e Ser134 da fita B5, Ser135, Argl36 e
Argl37 da alga L9, e Argl65 e Argl66 da alga L10 como os que mais contribuem
através de interagdes de van de Waals. Os residuos Leu32, Leul33, Argl65 e Argl66

constituem o sitio S;, enquanto que Glu31, Argl37, Argl65, Serl35 e Argl66 formam
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o sitio S3. Estes sitios sdo conectados formando uma larga depressdo na superficie da
protease e foram somente observados no estado complexado da enzima.

As contribui¢des de van der Waals por residuo calculadas foram muito semelhantes
para os modelos DI e MI, exceto para os residuos Asn62 e Leu231, cujas contribui¢des
foram maiores em MI. Como mostrado na Figura 32, devido a auséncia das interagdes
proteina-proteina, a forma monomérica da protease ndo possui a hélice oF na mesma
orientagdo encontrada no estado dimérico. A distancia calculada entre o atomo Co do
residuo Met229 da hélice oF e o atomo Co da Ser132 ¢ de 18,3 Aem DI e 14,6 A em
MI; no estado monomérico, a hélice oF é cerca de 4,0 A mais proxima da fita B5, que
contém a serina catalitica Ser132. Como conseqiiéncia, o residuo Leu231 da al¢a L15,
diretamente conectada a hélice aF, interage de forma mais favoravel com o residuo
hidrofébico P;” em MI (Figura 32). E importante notar que devido a esta interagio, o
residuo P;” adota uma conformagao diferente em MI. O residuo Asn62, que faz parte do
sitio de interacdo S;’, € conservado em todas as proteases dos B-herpesvirus [Holwerda,
1997; Gibson, 1995]. Especula-se que sua cadeia lateral pode interagir via ligacdo de
hidrogénio com a cadeia lateral do residuo de serina da posicao P1" do substrato natural.
Nossa decomposi¢do energética mostrou que o residuo Asn62 interage mais fortemente
com o inibidor em MI do que em DI. O reposicionamento da hélice aF, que propicia a
formag¢do de uma ligacdo de hidrogénio entre os residuos Asp227 e Asn62, e a
conformacao alternativa do residuo P;’em MI fortalecem a interacao do inibidor com
Asn62. Nenhuma diferenca relevante entre D-I e M-I foi observada para as

contribui¢cdes de van der Waals por residuo.
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Figura 32: Representacdo dos residuos Asn62, His63, Asp227, Leu231 e P1" do
inibidor. A linha tracejada azul indica a distincia entre as cadeias laterais dos residuos

Asn62 e Asp227.a) DI e b) MI .

A decomposi¢do por residuo da energia de interagdo eletrostatica para DI e MI ¢
muito semelhante. Ambas identificaram os residuos Leul33 e Ser134 na fita 35, Ser135
e Argl37 na alga L9 e Argl65 na alca L10 como aqueles que mais contribuem. Por
outro lado, os modelos D-I e M-I apresentaram resultados bem distintos para alguns
residuos. Os residuos Argl37, Argl65 (que estabiliza o oxianion), Arg232 ¢ Arg234
contribuem menos para a estabilizagdo do complexo covalente em M-I. Na estrutura
cristalografica do dimero da protease complexada covalentemente ao inibidor BILC
821, pode-se observar no sitio S; pontes salinas entre os residuos Glu31, Argl37 e
Argl65. Estas interacdes foram bem caracterizadas nas simulagcoes de DM do modelo
D-I (Figura 33a), mas ndo em M-I, onde tais residuos adotam conformagdes alternativas

(Figura 33Db).
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Figura 33: Representa¢do em Ball Stick das cadeias laterais dos residuos Glu28, Glu29,
Glu31, Argl37, Argl65 e Arg232. Os residuos Glu31, Argl37 e Argl65 pertencem ao
sitio S;. A molécula em verde corresponde ao inibidor peptidil de carbonila ativada

complexado a protease. a) modelos D-I, e b) modelo M-I.
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No dimero da protease, além das interacdes entre Glu31 e Argl37 e Argl65 (os
residuos Glu3l e Argl37 s3o altamente conservadas nas subfamilias o ¢ [ dos
herpesvirus), o residuo Arg232, presente na alca L15 que conecta as hélices aF e aG,
interage com os acidos glutamicos Glu28 e Glu29. Entretanto, no monomero da
protease, a nova orientacdo adotada pelas hélices de interface impossibilita a interacao
de Arg232 com Glu28 e Glu29. Como conseqiiéncia, os residuos Glu28 e Glu29 passam
a perturbar as pontes salinas entre os residuos Glu31, Argl37 e Argl65. Desta forma,
apesar das formas dimérica e monomérica contribuirem de maneira similar para a
estabilizacdo do complexo ndo covalente, nossos resultados indicam que a inatividade
catalitica do mondmero da protease estd associada a desestabilizacdo eletrostatica de seu

intermediario tetraédrico.

5. Caélculo do Caminho de Reagdo de Minimo de Energia.

As estruturas otimizadas dos sistemas QM/MM Dlgsqi, DIgsq2 € Mlgsqir foram
utilizadas como ponto de partida para o calculo do caminho de reagdo para a formagao
do intermediario tetraédrico nas formas dimérica ¢ monomérica da protease do HCMV.
As coordenadas de reagdo iniciais correspondentes a estas estruturas foram 3,99 A para
os modelos DIgsgr € DIgsq2, € 3,98 A para o modelo Mlgsqi. O caminho de energia
minima foi mapeado variando o valor inicial da coordenada de reagdo (RC) em
incrementos de -0.02 A e realizando sucessivas minimiza¢des da energia potencial nos
pontos gerados. Para manunten¢do do valor desejado da coordenada de reagdo nos
procedimentos de minimizacdo de energia, uma constante de forga de 5000

kcal.mol".A™ foi utilizada no método ERESD. Um total de 202 e 241 pontos foram

109



Resultados e Discussdo

utilizados para a construgdo do perfil da energia potencial ao longo da coordenada de
reacdo no dimero e no mondmero, respectivamente.

Os perfis de energia potencial (Figura 34) foram calculados utilizando o esquema de
particdo ESQ1 nas formas dimérica e monomérica da protease. A reacdo ocorre a partir
dos reagentes em dire¢do ao intermedidrio tetraédrico passando por um maximo na

curva de energia potencial, correspondente ao estado de transi¢cdo da reagdo.

ESQ1

ESQ1

Diferenga de Energia (kcal/mol)
n
|

Coordenada de Reagdo (Angstrom)

Figura 34: Caminho de reagdo para a formagdo do intermediario tetraédrico entre o

inibidor peptidil de carbonila ativada e a protease nas formas dimérica (preto) e

monomérica (vermelha).
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Nos calculos AM1/AMBER, os reagentes, estado de transi¢do e produto possuem os
seguintes valores para a coordenada de reacdo: 3,39, 1,93 e 0,19 A para o dimero e 3,36,
1,92 € -0,66 A para o monomero. Os valores das coordenadas de reaco para o reagente
e o estado de transi¢do sdo quase os mesmos para as formas dimérica e monomérica da
enzima, mas consideravelmente diferentes para o produto. A principal diferenga pode
ser observada na orientacdo final adotada pelos residuo de histidina e serina da regido
QM. A distancia entre os atomos OG da Ser132 (atomo de oxigénio da cadeia lateral) e
o HG da His63 (o hidrogénio HG, originalmente na Sel32, foi transferido para o
nitrogénio NE2 da His63) ¢ 2,33 A no dimero e 3,12 A no mondmero da protease,
respectivamente.

A Figura 34 revela que a reagdo ¢ 5,7 kcal/mol mais exotérmica para o dimero que o
monomero. Como discutido na se¢do anterior, as interagdes eletrostaticas entre a
proteina e o inibidor sdo mais favoraveis em D-I do que em M-I. A barreira de energia
calculada ¢ de 21,9 e 30,0 kcal/mol para as formas dimérica e monomérica,
respectivamente. Através da teoria do estado de transi¢do (equagdo 20), onde R ¢é a
constante dos gases ideais, T é a temperatura, e AG” ¢ a diferenca de energia livre® entre
o estado de transicdo e o reagente, temos que a reacdo de conversdo de DI em D-I ¢ da

ordem de 10° mais rapida que a conversio de MI em M-I.

k (AG;ﬁ bmerc 7AG;[mem)
monomero __ RT

=e E ao 20
2 quacao

dimero

2 ~ T~ N ~ ~
Assume-se que, para uma dada temperatura e pressdo, a variagdo de entropia na reagdo de formacdo do
complexo covalente inibidor-protease ¢ muito semelhante no dimero e no mondémero. Assim,

AAG” =AG], -AG,,.,=AH —TAS —AH, . +TAS, —~=AH —AH,

monomero dimero mondémero monoémero dimero dimero monomero dimero
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6. Correcao da Contribuicao QM.

Para verificar os efeitos da correlagdo eletronica na regido QM ao longo do caminho
de energia minima obtido no esquema AM1/AMBER, a contribuicdo quantomecanica
foi recalculada em diferentes niveis tedricos e seu valor corrigido aplicado ao valor total
da energia potencial QM/MM [Ranaghan, 2004; Ranaghan, 2003; Ridder, 2003;
Mulholland, 2000]. Vale ressaltar que este procedimento apenas corrige a parcela QM e
ndo inclui a interagdo com os atomos da regido MM no nivel mais elevado de teoria.
Devido ao custo computacional, este procedimento foi aplicado em pontos selecionados
a cada 0,2 A no caminho de reagdo, resultando em um total de 21 pontos para o dimero
(modelos DIgsqi € DIgsq2) e 25 pontos para 0 mondmero (modelo MlIgsq;) da protease.
Em cada ponto selecionado, a regido QM ¢ retirada do ambiente da enzima e submetida
a calculos de energia. Atomos de hidrogénio foram adicionados aos atomos QM da
fronteira QM/MM na mesma posicdo dos atomos Link considerados nos calculos
QM/MM, ou seja, sobre a ligacao covalente existente entre os atomos de fronteira QM e
MM e a uma distdncia de 1 A do 4tomo QM. A Figura 35 abaixo exemplifica o

procedimento descrito acima.
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Regido QM | mump /1 fif;";““’

Regido AM1
N isolado
Regido QM | mmmp F/ oMt

Heﬁ” =H g + H gmir + H avg1) animir
_ __ pyisolado isolado
H, = H/dl +H gy + H gvpy anaser = H it + Hon
_ isolado
H ;= Hpy ™ + H pper + H g1 anier

Figura 35: Ilustragdo do procedimento de correcdo da parcela quantomecanica do
Hamiltoniano efetivo H.z: Em vermelho, estdo representados os atomos Links

adicionados aos 4tomo QM da fronteira QM/MM regido.

Por exemplo, no esquema de particio ESQ1 o computo da contribuicdo QM envolve
os 33 atomos da regido QM e todos os atomos /link, no caso 4 atomos de hidrogénio
(Figura 36).

As contribui¢des quantomecanicas do sistema definido na Figura 36 nas diferentes
geometrias selecionadas ao longo da coordenada de reagdo foram calculadas utilizando
métodos baseados na teoria Hatree-Fock, na teoria do funcional de densidade e na teoria
de pertubacdo Moller-Plesset. Em cada ponto selecionado, a contribuicio QM foi
corrigida subtraindo-se a parcela AMI1 da energia potencial total QM/MM e
adicionando-se o valor calculado nos diferentes niveis tedricos. Entretanto, este

procedimento s6 ¢ aplicavel se as estruturas do sistema QM, ao longo do caminho
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minimo de reagdo obtido pelo método AM1/AMBER, forem semelhantes as estruturas
obtidas em um diferente nivel de teoria. Nossos resultados mostraram que isto ¢ verdade

somente para os métodos baseados na teoria Hartree-Fock.

H C/H

2
HN/\S
|~ H, Ser132

His63 N o=

H—O
H
Inibidor | 2 I
H/NQH(N\C/H
: H

Figura 36: O sistema utilizado no computo da contribuicdo puramente quantomecanica
no esquema ESQI1 compreende os 33 atomos da regido QM (em azul) e os atomos Link

(em vermelho), no caso 4 atomos de hidrogénio.

A Figura 37 mostra o perfil obtido para a contribuigdo puramente quantomecanica
ao longo da coordenada de reagdo calculada pelo método Hartree-Fock usando
diferentes bases. Apenas os valores referentes ao caminho de reacdo obtido para o
dimero da protease estdo representados na Figura 37. Resultados semelhantes foram
encontrados para a forma monomérica da enzima. Estes valores foram entdo utilizados

na corre¢do do perfil da energia potencial total QM/MM.
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Figura 37: Variag¢ao da contribuicdo quantomecanica ao longo da coordenada de reagao
calculada pelo método Hartree-Fock usando diferentes bases. O perfil mostrado foi
obtido a partir dos pontos extraidos do caminho de reagdo calculado no dimero da

protease.

Note que sem o ambiente da enzima o estado de transi¢do caracterizado no esquema
AMI1/AMBER em 1,93 A ¢ deslocado para a direita na coordenada de reacdo em todos
os niveis tedricos considerados, e possui um valor de 1,37 A com AM1 e 1,17 A com o
método Hartree-Fock. Para o produto, o valor de 0,19 A obtido com AM1/AMBER
muda para 0,37 A em todos os niveis e a reagdo passa a ser endotérmica. Finalmente, a

Figura 37 mostra que a forma cataliticamente ativa da enzima contribui com cerca de

115



Resultados e Discussdo

45-50 kcal/mol na estabilizacdo do complexo tetraédrico, e com cerca de 20-30
kcal/mol na estabilizagdo do estado de transi¢ao.

A préxima etapa consistiu na corre¢do da contribuicdo QM do perfil AM1/AMBER
nos pontos selecionados ao longo do caminho minimo de reagdo. Deste ponto em
diante, a analise dos resultados sera realizada utilizando o perfil QM/MM corrigido a
nivel RHF/6-311+G(2d,p), denominado RHF/6-311+G(2d,p)//AM1/AMBER. A Figura
38 mostra o perfil da energia potencial total QM/MM corrigido para as formas dimérica
e monomérica da protease, € uma comparacdo entre as energias obtidas antes e apos

corregao ¢ listada na Tabela 1.

——dimero
mondmero

Diferenga de Energia (kcal/mol)
o
1

-15 4

T T T y T T T T T T T '
4 3 2 1 0 -1

Coordenada de Reagao (Angstrom)

Figura 38: Caminho de reagdo para a formagdo do intermediario tetraédrico entre o
inibidor peptidil de carbonila ativada e a protease nas formas dimérica (preto) e

monomérica (vermelha) calculado a nivel RHF/6-311+G(2d,p)//AM1/AMBER.
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Tabela 1: Energias em kcal/mol do reagente, estado de transi¢do e produtos obtidas nos

calculos AM1/AMBER e RHF/6311+G(2d,p)//AM1/AMBER para o dimero e o

monomero da protease.”

AM1/AMBER RHF/6311+G(2d,p)//AM1/AMBER
Dimero
Reagente -2,1(3,39) -4,5 (3,17)
Estado de transi¢ao 19,8 (1,93) 10,5 (1,97)
Produto -12,3(0,19) -15,3 (0,17)
AE 21,9 15,0
Mondmero
Reagente -3,0 (3,36) -6,3 (3,18)
Estado de transi¢ao 27,0 (1,93) 16,0 (1,98)
Produto -6,6 (-0,64) -13,9 (-0,62)
AE/ 30,0 22,3

“As coordenadas de reagdo referente a cada estado correspondem aos valores entre

parénteses.

No perfil corrigido RHF/6-311+G(2d,p)//AM1/AMBER, os reagentes, estado de

transi¢ao e produto tiveram suas coordenadas de reagdo alteradas para 3,17, 1,97 ¢ 0,17

A no dimero e 3,18, 1,98 e -0,62 A no mondmero; estes valores sdo muito proximos aos

observados no esquema AM1/AMBER. Apds a correcao QM, a reagdo no dimero passa

a ser apenas 1,4 kcal/mol mais exotérmica que no mondmero e a barreira de energia

passa de 21,9 para 15 kcal/mol no dimero e de 30,0 para 22,3 no monomero. Com os
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novos valores de AE? calculados, a conversdo de DI em D-I passa a ser da ordem de 10°
mais rapida que a conversdo de MI em M-I

Como discutido anteriormente, nossos estudos de DM indicaram que apesar das
duas formas da protease, dimérica e monomérica, contribuirem de maneira similar para
a estabilizagcdo do complexo ndo covalente, as conformagdes preferencias adotadas pelo
mondmero da protease sdo responsaveis pela desestabilizagdo eletrostatica do estado de
transicdo e intermedidrio tetraédrico. Assim, nossos resultados indicam que, frente ao
substrato natural, as formas dimérica e monomérica apresentam valores proximos de Ky,
e que a inatividade catalitica do mondmero da protease estaria diretamente relacionada

com a etapa de reagao.

7. Reagdo de Formagdo do Complexo Tetraédrico Inibidor-Enzima.

O caminho de reagdo calculado para as formas dimérica e monomérica da protease
utilizando o esquema de particado ESQI foi projetado em um diagrama bidimensional
em termos das coordenadas mostradas na Figura 39 . No diagrama representado, o eixo
horizontal corresponde a distancia entre o carbono da carbonila ativada do inibidor e o
atomo de oxigénio do residuo Ser132 (inibidorC-Ser;3;0G), enquanto que o eixo
vertical corresponde a distancia entre o hidrogénio HG e oxigénio OG da Ser132
(Ser;3,HG-Ser;3,0G). A Figura 40 mostra as estruturas finais otimizadas para os
reagentes, estado de transicdo e produto obtidas a partir do perfil RHF/6-

311+G(2d,p)//AM1/AMBER para o dimero e mondmero da protease.
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Figura 39: Representacao bidimensional da varia¢do das distancias Ser;3;HG-Ser;3,0G

e inibidorC-Ser;3,0G na rea¢do na formagao do complexo covalente inibidor-protease.
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Figura 40: Estruturas finais otimizadas para o reagente, estado de transi¢do e produto
obtidas do perfil RHF/6-311+G(2d,p)//AM1/AMBER para o dimero e o mondmero da

protease.
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Como pode ser visto na Figura 40, os parametros geométricos utilizados na
coordenada de reagdo assumem praticamente os mesmos valores para os reagentes nas
duas formas da enzima. O oxigénio nucleofilico OG da Ser132 encontra-se a 2,27 ¢ 2,25
A do carbono da carbonila ativada do inibidor no dimero e no mondmero da protease,
respectivamente. O comprimento da ligagdo Ser;3;HG-Ser;3,0G possui o mesmo valor
em ambos os modelos. Porém, o 4&tomo de nitrogénio NE2 do anel imidazol da His63
encontra-se 0,03 A mais proximo do préton HG no dimero.

Na Figura 39, ¢ interessante notar que para os valores de distdncia inibidorC-
Ser13,0G entre 2,27-2,00 A (dimero) e 2,25-1,99 A (mondmero), o ataque nucleofilico
do oxigénio OG a carbonila ativada do inibidor ocorre de forma simultinea a
transferéncia do préton HG para o nitrogénio NE2. Entretanto, para valores inferiores a
ca. 2,00 A na coordenada inibidorC-Ser;3,0G, a migra¢io do hidrogénio HG passa a
ocorrer concomitantemente a um pequeno aumento para a distancia inibidorC-Ser;3,0G.
No intervalo de 1,10-1,45 A para a coordenada Ser;3;HG-Ser;3,0G, a distancia
inibidorC-Ser;3,0G aumenta cerca 0,13 e 0,24 A para o dimero e mondmero da
protease, respectivamente. Na forma dimérica, a partir dos valores 2,13 e 1,39 A para as
distancias inibidorC-Ser;3,0G e Ser;3;HG-Ser;3,0G, que caracterizam o estado de
transicdo da reacdo, a transferéncia do proéton volta a ocorrer com o ataque nucleofilico.
Entretanto, observou-se no mondmero que a distdncia inibidorC-Ser;;,0OG aumenta
cerca de 0,03 A apds o estado de transicio ter sido atingido, e que o ataque nucleofilico
concomitante a transferéncia do préton so6 volta a ocorrer para distancias inibidorC-
Ser13,0G inferiores a 2,24 A e Ser;3HG-Ser;3,0G superiores a 1,53 A. Nos pontos
onde as distancias inibidorC-Ser;3;0G correspondem a 1,64 A no dimero e no

mondmero, o proton HG se encontra praticamente transferido para His63, apresentando
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uma distancia de ca. 1,1 A entre o hidrogénio HG e o nitrogénio NE2 do anel imidazol.
A grande variagdo em Ser;;;HG-Ser;3,0G  para valores de distdncia inibidorC-
Ser;3;0G menores que 1,64 A ocorre principalmente devido ao reposicionamente do
residuo His63 no final da reagdo. No produto otimizado, o complexo covalente
apresentou a mesma distancia de equilibrio para as ligacdes formadas entre o oxigénio
OG da Serl32 e o carbono da carbonila ativada do inibidor e entre o atomo de
hidrogénio HG e o nitrogénio NE2 da His63. Porém, a distancia Ser;3,HG-Ser;3,0G ¢

consideravelmente mais longa para o mondomero que para o dimero (Figura 40).

8. Estabiliza¢do Eletrostatica QM/MM.

A Figura 41 mostra a componente eletrostatica do termo referente a interagdo entre
as regidoes QM e MM (QM/MME k) ao longo da coordenada de reagdo. A componente
eletrostatica QM/MM foi obtida subtraindo-se da energia potencial total QM/MM os
termos de energia QM e MM, e o termo responsavel pelo computo das interagdo de van
der Waals entre os atomos da regido QM ¢ MM.

A comparagdo direta entre os perfis obtidos para contribuigdio QM/MMgg no
caminho de reacgdo revela que o dimero da protease é mais eficiente na estabiliza¢ao
eletrostatica do estado de transicdo por aproximadamente 6,3 kcal/mol. Esta parcela
contribui com cerca de 86% do valor total da redu¢do da barreira de energia produzida
pela forma dimérica da protease. Desta forma, nossos resultados sugerem que as
alteragdes estruturais, oriundas da auséncia das interagdes proteina-proteina no
mondmero da protease, induzem mudangas conformacionas nos residuos presentes nas
regides proximas ao sitio ativo responsaveis pela desestabilizagao eletrostatica do estado

de transicao formado na reacdo de acilagdo do substrato natural.
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Figura 41: Perfis obtidos para contribuigio QM/MME g no caminho minimo de reagdo

das formas dimérica (azul) e monomérica da protease.

No intuito de verificar o papel de cada residuo na catdlise, a componente
eletrostatica QM/MMg g foi decomposta. A diferenca entre as energias de interagdo
obtidas no estado de transi¢cdo e no reagente forneceram a contribuicdo eletrostatica de
cada residuo da regido MM para a barreira de reagdo. Valores negativos indicam que o
residuo contribui para a diminui¢do da barreira de reagdo, enquanto valores positivos

indicam o contrario.
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Figura 42: Contribuigdo eletrostatica de cada residuo na estabilizacdo da barreira de

energia da reacdo de formacao do complexo tetraédrico inibidor-dimero da protease.

A Figura 42 mostra as contribuigdes eletrostaticas QM/MM por residuo calculadas
para o dimero e o mondmero da protease. Os perfis obtidos para os dois estados da
protease foram muito semelhantes, exceto para os residuos Serl34, Lis156, His157,
Alal59, Argl65, Argl67 e Asp227. Destes, os residuos Lis156 e Asp227 diferem nas
formas monomérica e dimérica apenas com relacao a disposicao das cadeias laterais, e

nao fornecem nenhuma informagdo relevante para a catalise. O residuo His157, terceiro
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membro da triade catalitica, contribui de forma importante em ambas as formas da
enzima na estabilizacdo da barreira. Isto era esperado devido a ligagdo de hidrogénio
com o residuos His63, que torna-se mais forte com a transferéncia de proton da Ser132
para His63. Os residuos Ser134, Alal59, Argl65 e Argl67 sdo os que mais contribuem
para o aumento da barreira na forma monomérica. Os grupos CO ¢ NH do residuo
Alal59 interagem por intermédio de ligagdes de hidrogénio com a cadeia principal do
residuo Ser132, sendo portanto de suma importdncia para orientacdo da serina
nucleofilica Ser132 (Figura 43a). De forma similar, o residuo Ser134 auxilia na
manunten¢do da conformacdo cataliticamente ativa da protease interagindo com a
cadeia principal da His157 (Figura 43a). Umas das diferencas mais significativas entre
os perfis apresentados deve-se ao residuo Argl65, que possui a maior contribui¢do para
a reducdo da barreira no dimero. A Argl65 ¢é estritamente conservada entre as proteases
dos herpesvirus e atua na estabilizacdo do intermediario tetraédrico formado através de
ligacdes hidrogénio com o grupo NH de sua cadeia principal. Os resultados também
revelam que o residuo Argl67 contribui de forma importante para a redug@o da barreira
no dimero, auxiliando na estabilizagdo eletrostatica de longo alcance do oxidnion
formado (Figura 43b).

Enquanto estudos experimentais mostram que a mutagdo da Argl66 por uma alanina
acarreta na completa perda da atividade catalitica da protease do HCMYV, nossos
resultados apontam apenas uma pequena contribuicao deste residuo para a redugdo da
barreira no dimero. Experimentos de mutagénese devem ser interpretados com cuidado
porque as conformagdes e interacdes observadas para o mutante podem ser diferentes
daquelas para a forma nativa. Desta forma, a mutacdo Argl66Ala pode abolir a catalise
ndo por causa da auséncia de importantes interacdes entre o estado de transi¢do e a

Argl66 e sim pela perturbacio que esta mutagdo causa nos residuos vizinhos a ela.
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Figura 43: a) Interagdo entre os Alal59, Ser134 e os residuos Ser132 e His157 da triade
catalitica. b) Intera¢do entre os residuos Argl65 e Argl67 e o complexo covalente

tetraédrico inibidor-protease.

9. O Papel do Segundo Residuo de Histidina na Triade Catalitica.

Estudos de mutagénese e analise da estrutura cristalografica identificaram nas
proteases dos hespesvirus uma nova triade catalitica onde o terceiro membro consiste
em um residuo de histidina, ao contrario das serinas proteases classicas que possuem um
um residuo de acido aspartico ou acido glutamico nesta posicdo [Reling, 2000; Hoog,
1997; Qiu, 1997; Chen, 1996; Qiu, 1996; Shich, 1996; Tong, 1996]. Apesar da diade
funcional (presente em todas as serinas proteases), composta pelos residuos de serina e
histidina, participar diretamente no mecanismo proposto de hidrdlise de ligagdes

preptidicas (Figura 9), o papel do terceiro residuo da triade catalitica continua uma
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questdo a ser respondida [Hedstrom, 2002; Fersht, 1999]. Trés mecanismos de reacao
para a clivagem de ligagdes peptidicas, que diferem segundo o papel do terceiro residuo
da triade na catalise, foram propostos na literatura. No primeiro, conhecido como
transferéncia de proton unica, um simples aumento da interacdo eletrostatica entre o
terceiro residuo da triade e o cation imidazolio atuaria na estabilizagdo do estado de
transi¢do ¢ do intermediario tetraédrico formado [Bachovchin, 1985; Kossiakoff, 1981;
Kossiakoff, 1980; Bachovchin, 1978; Robillard, 1974a; Robillard, 1974b]. No
mecanismo de transferéncia de carga ou de transferéncia de proton dupla, o ataque
nucleofilico do residuo de serina a carbonila da ligagao peptidica e duas transferéncias
de préton ocorreriam de forma concertada. A primeira consistiria na transferéncia de
préton usual entre a diade funcional serina e histidina, enquanto que a segunda
corresponderia a transferéncia de proton do residuo de histidina para o terceiro membro
da triade catalitica. No terceiro mecanismo, conhecido como mecanismo de ligagdo de
hidrogénio de baixa barreira, uma ligagdo de hidrogénio mais forte que possui baixa
barreira de energia para transferéncia de proton € formada entre o cation imidazolio e o
terceiro residuo da triade catalitica. Isto normalmente acontece quando os residuos
participantes desta ligagdo hidrogénio passam a possuir valores de pK, préximos no
estado de transi¢do. Neste caso, o proton teria probabilidades semelhantes de estar
associado ao segundo ou ao terceiro residuo da triade catalitica. Propde-se que esta forte
ligagdo hidrogénio aumenta a basicidade do residuo de histidina, tornando assim mais
efetiva a abstragao do hidrogénio da serina reativa [Cleland, 1994; Frey, 1994].

O terceiro membro da triade catalitica nas serinas proteases classicas ¢ de suma
importancia para a atividade enzimatica. Entretanto, estudos bioquimicos sugerem que o
residuo His157 exerce um diferente papel na protease do HCMV [Khayat, 2001]. No

caso da protease dos herpesvirus, a mutagdo da His157 por um residuo de alanina nao
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gera uma redugdo da eficiéncia catalitica da protease tdo pronunciada quanto a das
serinas proteases classicas. Por exemplo, na tripsina, a mutacdo do terceiro membro da
triade catalitica, um residuo de acido aspartico, por um residuo de Asn leva a uma
reducdo de 38000 no valor de k., [Corey, 1992], enquanto que na subtilisina, a mutagao
do equivalente acido aspartico por um residuo de alanina diminui o k., por cerca de
20000 [Carter, 1988]. Curiosamente, todas as serinas proteases que possuem uma
mutagdo (para Ala ou Asn) no terceiro membro da triade catalitica possuem valores
muito préximos de k.., sugerindo que a eficiéncia da diade catalitica Ser132-His63 nas
proteases dos herpesvirus ¢ semelhante a encontrada nas serinas proteases classicas
[Khayat, 2001; Corey, 1992; Carter, 1988]. Desta forma, estes dados indicam que a
baixa eficiéncia catalitica das proteases dos herpesvirus frente as serinas proteases
classicas ¢ resultado da menor contribui¢do do residuo His157 para a catalise enzimatica

quando comparada a contribuicdo dos acidos aspartico e glutamico.
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Figura 44: Caminho reagdo para a formagao do intermedidrio tetraédrico entre o inibidor
peptidil de carbonila ativada e a protease na forma dimérica da protease calculado a

nivel RHF/6-311+G(2d,p)//AM1/AMBER com ESQI (preto) e ESQ2 (vermelho).

A Figura 44 mostra o perfil da energia potencial RHF/6-
311+G(2d,p)//AM1/AMBER ao longo da coordenada de reacdo obtido para o caminho
de reacdo calculado nos esquemas de particio ESQl e ESQ2. Para os calculos
realizados utilizando o esquema ESQI, a interacdo entre o residuo Hisl57 e o
subsistema QM ¢ descrita através de interacOes ecletrostatica classicas. A analise da
contribui¢do eletrostatica de cada residuo na barreira de ativagdo (Figura 42) revelou
que o terceiro membro a triade catalitica contribui para a estabilizacdo do estado de
transi¢do em ambas as formas da protease, dimérica e monomérica. A Figura 44 acima

mostra que o tratamento quantomecanico do residuo His157 acarreta em um decréscimo
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de somente 0,8 kcal/mol na barreira energética e de ca. 2 kcal/mol no complexo
tetraédrico, o que pode ser atribuido predominantemente a efeitos de polarizagao.

Para investigar o papel da His157 na reacdo de formacdo do complexo tetraédrico
inibidor-enzima, o proton HD1 do residuo His63 foi gradualmente transferido para o
nitrogénio NE2 da His157 em cada um dos estados caracterizados no caminho de reacdo
obtido pelo esquema ESQ2. Um procedimento similar ao utilizado no calculo do
caminho minimo de reacdo mostrado anteriormente foi aplicado nesta reagdo de
transféncia de proton. Neste procedimento, duas coordenadas de reagdo foram utilizadas
ao longo do processo de otimizagdo, sendo a primeira definida como anteriormente por

RC=d, ,—-d.,—d,_,, e asegunda pela diferen¢a das distancias entre os adtomos
NDI e HD1 da His63 e o nitrogénio NE2 da His157 (RC,, =d yp,_p1 — A vesppr )- ASSIm

o caminho de reagdo para a transferéncia de préton foi obtido fixando-se RC e variando-
se o valor RCy até o que proton HD1 fosse totalmente transferido para o residuo H157.
Os perfis AMI/AMBER calculados para a reacao de transferéncia do hidrogénio HD1
entre os residuos His63 e His157 para os reagentes, estado de transi¢do e produto foram

entdo corrigidos como descrito anteriormente.
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Figura 45: Caminho de reagdo para a transferéncia de préton entre os residuos His63 e
His157 calculado a nivel RHF/6-311+G(2d,p)//AM1/AMBER para o reagente (preto),
estado de transi¢do (vermelho) e produto (verde) na reacdo de formacdo do complexo

tetraédrico inibidor-protease.

Como podemos ver na Figura 45 a protonacdo do residuo His157 desestabiliza o
reagente, o estado de transi¢do e o produto da reacdo de formacdo do complexo
tetraédrico. Assim, ¢ improvavel que o residuo Hisl57 atue na catalise segundo o
mecanismo de transferéncia de carga ou transferéncia de proton dupla. As curvas
referentes ao estado de transicdo e ao produto tetraédrico mostram a existéncia de uma
ligacdo de hidrogénio assimétrica de duplo poco entre os residuos His63 e His157.

Analisando o perfil referente ao estado de transi¢ao e ao produto, vemos que a diferenga
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de energia entre os estados inicial e final da reacdo de transferéncia de proton entre os
residuos His63 e His157 é de aproximadamente 5 e 2 kcal/mol, respectivamente, e que
as barreiras de energia calculadas sdo de aproximadamente 7-8 kcal/mol, o que elimina
o mecanismo de ligagdo de hidrogénio de baixa barreira. Os resultados sugerem que a
protease do HCMV opera via mecanismo de transferéncia de préton unica ¢ que o
terceiro membro da triade catalitica contribui para a a catalise enzimatica através do
aumento da interacdo eletrostatica com o cation imidazoélio incipiente do residuo His63
no estado de transi¢do, como mostrado na Figura 42. Os resultados concordam com a
observacdo experimental de que o terceiro membro da triade catalitica da serina
protease do HCMV contribui de forma muito menos significativa para a catalise
enzimatica do que nas serina proteases classicas. Neste ultimo caso, a interagdo
eletrostatica no estado de transi¢do ¢ muito mais forte visto que o terceiro membro da
triade catalitica (Glu e Asp) possui carga negativa. Isto explica o porqué da cinética
lenta das proteases dos herpesvirus frenta as serinas proteases classicas, e ao fato de que
a mutacdo do residuo His157, por um residuo de alanina, ndo gerar perda significativa

da atividade enzimatica.
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V. CONCLUSOES

Trajetérias estaveis para todos os modelos da protease do HCMV foram obtidas
através de simulagcdes de Dindmica Molecular (DM) e o comportamento dindmico de
suas formas dimérica e monomérica, livres em solugdo e complexadas antes e apds a
formag¢do do aduto covalente com o inibidor peptidil de carbonila ativada, foram
analisadas. Os fatores-B calculados identificaram as regides que tornam-se mais
flexiveis pela formacdo do complexo ndo covalente inibidor-dimero. A maior
flexibilidade do complexo deriva da perda de ligagdes de hidrogénio entre segmentos da
proteina que mantém sua rigidez. A comparacdo entre as formas dimérica e monomérica
revelou, como esperado, que as regides mais ordenadas no estado dimérico da protease
correspondem as regides envolvidas na interacdo entre os dois mondmeros.

As simulag¢des de DM de DI e D reproduziram as diferengas conformacionais mais
significativas entre a enzima livre ¢ o complexo covalente com o inibidor BILC 821,
observadas por Tong e colaboradores nos estudos de cristalografia de raio-X [Tong,
1998]. Este resultado indica que as mudangas conformacionais estdo associadas ao
processo de complexagdo e ndo a formagdo do aduto covalente, sugerindo que a enzima
opera pelo mecanismo de encaixe induzido. Em outras palavras, uma por¢do
consideravel da energia livre de complexagdo ¢ usada para realizar a reorganizagao
estrutural necessaria para trazer a enzima a forma cataliticamente ativa. Além disto, a
comparagdo entre as formas dimérica ¢ monomérica da protease indicou que a presenca
da interface mondmero-mondmero nao é necessaria para a ocorréncia de tais mudancas
conformacionais.

As simula¢des de DM mostram que as interagdes formadas em MI e DI sdo muito

semelhantes. Isto sugere que a complexagdo do dimero ¢ mondmero com o substrato
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natural possui valores proximos de K). Desta forma, a inatividade catalitica do
mondmero estd diretamente relacionada a etapa de reagdo. O perfil energético RHF/6-
311+G(2d,p)//AM1/AMBER obtido para a reagdo de formacao do complexo tetraédrico
inibidor-enzima no dimero revelou que a barreira de energia ¢ 7,3 kcal/mol menor e que
reacdo ¢ cerca de 1,4 kcal/mol mais exotérmica que no mondmero. Assim, a conversao
de DI em D-I ¢ aproximadamente 10° mais rapida que a conversdo de MI em M-I

A analise da contribuicdo eletrostatica do termo referente a interacdo entre as
regides QM e MM (QM/MMg; ) ao longo da coordenada de reagdo revelou que o
dimero da protease ¢ mais eficiente na estabilizagdo eletrostatica do estado de transi¢ao
por aproximadamente 6,3 kcal/mol; isto corresponde a 86% do valor total da reducdo da
barreira de energia produzida pela forma dimérica da protease. Vérios residuos
préximos ao sitio ativo contribuem para esta estabilizagdo, sendo a Argl65 o mais
importante deles.

Finalmente, os calculos QM/MM mostraram que a protease do HCMV opera via
mecanismo de transferéncia de proton Unica e que o terceiro membro da triade catalitica
(His157) contribui para a catdlise enzimatica através do aumento da interagdo
eletrostatica com o cation imidazolio incipiente do residuo His63 no estado de transigao.
Isto explica o porqué da cinética lenta das proteases dos herpesvirus frenta as serinas
proteases classicas. Neste ultimo caso, a interagdo eletrostatica no estado de transicdo ¢
muito mais forte visto que o terceiro membro da triade catalitica (Glu e Asp) tem carga

negativa.
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