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RESUMO

NOGUEIRA, V. H. R. Validacdo de métodos de Monte Carlo para avaliacdo de
energia de interacdo proteina-ligante. 2019. 144 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o
Carlos, 2019.

Os sistemas biolégicos macromoleculares sao conhecidos por serem sistemas
interagentes. [Essas interacbes sao fundamentais para processos como
comunicagado celular, especificidade de reag¢des enzimaticas e regulagdo da
expressao génica. Os métodos disponiveis atualmente para estimar a afinidade das
interacbes biomoleculares podem ser divididos, basicamente, em dois grupos:
meétodos rapidos que estimam a energia livre de ligagao através de aproximagdes de
campo de forgca (por exemplo, docking); e os métodos que sdo baseados em
ensembles de Dindmica Molecular (DM) para calcular as energias livres de ligagao
de maneira mais rigorosa, porém, com custo computacional mais elevado. O objetivo
deste trabalho € aprimorar e validar um método menos custoso para o calculo da
energia livre de ligac&o. Para isso, simulacbées atomisticas de Monte Carlo (MC) dos
ligantes no sitio de ligagcdo sao usadas para gerar ensembles termodinamicos.
Depois disso, as energias livres de ligagado sao calculadas usando uma combinagao
de energias e entropias estimadas através de uma estratégia de aproximacao de
primeira ordem. Dois algoritmos de amostragem foram avaliados no calculo de
energia de ligagdo. O primeiro algoritmo amostra graus de liberdade de translagao e
rotacdo randémicas do centro de massa do ligante no sitio de ligagcdo, além de
variagdes randdmicas nos angulos de tor¢cdo envolvendo atomos pesados (nao
hidrogénio). O segundo amostra graus de liberdade rotacional e translacional do
centro de massa, além de deslocamentos atdbmicos individuais para cada atomo do
ligante. Além disso, diferentes modelos para calcular as contribuigbes polares para
interacao intermolecular foram utilizados. Comparacdes entre as energias livres de
ligacdo calculadas com baixo custo computacional e as experimentais disponiveis na
literatura para o sistema modelo utilizado, lisozima do virus T4, mostraram uma
correlagao consideravel (r=0,64 para N=27). Esses dados também apresentaram
resultados interessantes quando comparados com outras metodologias, tais como
LIE, MM-PBSA e MM-GBSA. Assim, a abordagem utilizada para a determinagao das

energias de interagdo mostrou-se eficiente em termos de tempo computacional e



para comparagdo com dados de energia livre de ligagdo determinados

experimentalmente.

Palavras-chave: Monte Carlo. Energia livre de ligacéo. Interacbes moleculares.



ABSTRACT

NOGUEIRA, V. H. R. Validation of Monte Carlo methods for evaluating protein-
ligand binding free energy. 2019. 144 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o Carlos, 2019.

Macromolecular biological systems are widely known by its interaction properties.
Those interactions play fundamental roles in processes such as cellular
communication, specificity of enzymatic reactions and regulation of gene expression.
The methods currently available to estimate the affinity of biomolecular interactions
can be divided basically into two groups: fast methods that estimate the free energy
of binding through force field approximations (e.g., docking); and methods that are
based on Molecular Dynamics (DM) ensembles to calculate binding free energies
more rigorously, however, with higher computational cost. The objective of this work
is to improve and validate a less costly method for calculating binding free energy.
For this, atomistic Monte Carlo (MC) simulations of ligands at the binding site are
used to generate thermodynamic ensembles. Thereafter, the binding free energies
are calculated using a combination of energies and entropy estimated through a first-
order approximation strategy. Two sampling algorithms were evaluated in the
calculation of the binding energy. The first one samples the degrees of freedom from
translation and rotation of the center of mass of the binder at the binding site, as well
as random variations in the torsion angles involving heavy atoms (non-hydrogen).
The second one samples the rotational and translational degrees of freedom of the
ligand center of mass, as well as individual atomic displacements for each atom of
the ligand. In addition, different models to calculate the polar contributions for
intermolecular interaction were used. Comparisons between the binding free
energies calculated with low computational cost and the experimental ones available
in the literature for the system used, T4 virus lysozyme, resulted in acceptable
correlation values (r=0.64 for N=27). Those data also showed interesting results
compared to different methodologies such as LIE, MM-PBSA and MM-GBSA.
Therefore, the used approach for determining the binding energies was efficient in
terms of computational time and for comparison with free energy data determined

experimentally.

Keywords: Monte Carlo. Binding free energy. Molecular interactions.
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1 INTRODUCAO

Os sistemas biolégicos macromoleculares sdo bastante conhecidos por suas
propriedades interagentes, as quais sdo essenciais para o funcionamento dos
organismos. Podemos citar como exemplo de moléculas interagentes os hormoénios,
que sao produzidos pelas glandulas e que precisam se ligar especificamente a um
receptor num ambiente intracelular repleto de outras moléculas a fim de exercerem
suas funcdes. A regulacdo da transcricdo génica também apresenta exemplos de
sistemas interagentes, uma vez que ela esta intimamente associada a capacidade
do DNA de recrutar complexos proteicos que interagem em porc¢des especificas do
acido nucléico. Para realizar uma catalise necesséaria a homeostase, uma enzima

precisa se associar a seu substrato de forma transiente.*

A capacidade de uma proteina se ligar a diferentes ligantes ou mesmo a
diferentes proteinas com alta especificidade € essencial para diversos processos
bioldgicos e, portanto, caracterizar as energias dos complexos moleculares bem
como as suas estruturas torna-se fundamental para compreendermos a funcao
biolégica.? Nesse contexto, as interacdes de alta especificidade s&o tipicamente
caracterizadas pelo reconhecimento de alta afinidade que um componente do

sistema tem por outro.’

Ao conhecer a afinidade entre os complexos biomoleculares, que sera
definida na secéo a seguir, € possivel ter uma descricdo mais detalhada do sistema
no que tange a sua composi¢cao quimica, interacdo entre seus componentes, suas
estruturas e fungdes, que sdo alvos de interesse de setores relacionados a saude
como o design molecular, importante para o desenvolvimento de novos farmacos,
ajudando também a reduzir os efeitos colaterais de um farmaco e possivel

resisténcia a ele.*

Entretanto, embora ensaios laboratoriais sejam bastante utilizados para
obtencao dessas grandezas, a estimativa computacional ainda € um grande desafio,
apesar dos avangos na determinagao de estruturas cristalograficas que permitiu um
aumento exponencial no numero de estruturas depositadas no Protein Data Bank

(PDB).3 O gasto computacional e o tempo para realizar estas avaliagdes tipicamente
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aumentam exponencialmente a medida que o numero de atomos e dos graus de
liberdade do sistema crescem.

Para as biomoléculas, assumindo que todas as interagbes microscopicas séo
conhecidas, os métodos de simulagdo baseados em dindmica molecular (DM) ou
Monte Carlo (MC) podem ser aplicados a fim de gerar um ensemble termodinamico.
Contudo, a obtencdo da energia livre de interagdo entre receptor e ligante a partir
deste ensemble ainda representa um grande desafio.

Dessa forma, para melhor elucidar os processos das interacbes
biomoleculares e compreender seu papel na execucdo das ferramentas
computacionais que auxiliam na obtencdo das entidades termodinamicas, na
préxima secao, faremos uma breve revisao sobre a termodinamica envolvida em tais

processos.

1.1 Interagdes Moleculares

1.1.1 Termodinamica

A afinidade de um ligante A a um receptor B formando um complexo AB pode

ser descrita no equilibrio como:

A+ B =AB (1.1)
_ [AB]
a ™ [a][B] (1.2)

onde K, é a constante de afinidade, [A], [B] e [AB] sao as concentragbes no
equilibrio de ligante, receptor e complexo, respectivamente. A grandeza
termodinamica diretamente associada a afinidade é a variacdo da energia livre, por

mol, AG, associada a interacao:
AG = —RTInK,Ccone (1.3)
onde R é a constante dos gases ideais, T é a temperatura € Cgone = 1 mol.L™”" é uma

constante para correcdo da unidade. Alternativamente, uma vez que K, é igual a 1/

Ky sendo Ky a constante de dissociacdo, a equacao 1.3 pode ser reescrita da forma
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AG = RTInK Ccone (1.4)

Essa variacao na energia livre, que como dito anteriormente, esta associada a
interacao entre os componentes do complexo, pode ser expressa em termos da
energia livre de Helmholtz (F) (equagao 1.6) - que melhor descreve sistemas com
numero de particulas, temperatura e volume constantes (ensemble NVT) - ou em
termos da energia livre de Gibbs (G) - mais apropriada para sistemas que
contenham numero de particulas, temperatura e pressdo constantes (ensemble
NPT).>* Em termos praticos, ambas as energias tém o mesmo significado fisico, o
que difere uma da outra sdo as condigbes termodindmicas nas quais elas sao
obtidas.

Em termos de pressdo constante, podemos escrever a variagdo da energia

livre de Gibbs associada a algum processo termodinamico da seguinte maneira:

AG = PAV + AU — TAS (1.5)

onde AU é a variagao da energia interna do sistema interagente, AS é a variagao de
sua entropia, P é a pressao, AV é a variagao do volume e T é a temperatura. Uma
vez que a variagao de volume AV é nula para o caso da energia livre de Helmholtz, a
variagcao desta grandeza devida a interagédo entre os componentes do sistema, pode

ser dada por
AF;, = AU —TAS (1.6)

Se considerarmos que a energia interna do sistema U é uma grandeza
macroscopica, entdo ela pode ser determinada pela média sobre os estados

microscopicos

U= (E)= XiLipE; (1.7)

onde p; € a probabilidade no estado /i, com energia E;.
Também consideramos a entropia S uma entidade macroscopica que, assim
como a energia interna U, podera ser definida com base em uma probabilidade dos

estados microscopicos
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§= Y .pjlnp; (1.8)
Aqui, a entropia é descrita de forma simples como a soma da contribuigdo de

cada estado j com a probabilidade de ocorréncia p;.
Assim, para o caso geral, onde a variagdo de volume €& negligenciavel,

podemos escrever a energia livre de Gibbs, ou Helmholtz, como
AG = AF = A(E) —TAS (1.9)

Isso significa que para calcular a variagdo da energia livre de ligacéo é
necessario estimar a diferenga de energia entre os estados ligado e ndo-ligado do
sistema bem como suas entropias correspondentes. Entretanto, tais estimativas nao
sao triviais. A dificuldade em realiza-las encontra-se no fato de que os métodos que
costumeiramente calculam essas grandezas (dindmica molecular ou Monte Carlo)
tém um carater dinamico.® Esses métodos permitem que se amostre N;
configuragbes de um sistema de acordo com a probabilidade de Boltzmann, pf a
saber,

E-:
expl— 5]

pl = — (1.10)
Na equacéao (1.10), a probabilidade p? de se observar um estado i, de energia E;,
tem um peso de Boltzmann, onde kg é a constante de Boltzmann, T € a temperatura

e Z é a fungao de particao do sistema, dada por:

Z= Siexp[— 5] (1.11)

Um dos problemas estd em calcular a fungdo de particdo a partir de uma
amostragem finita, embora Z seja definida sobre todo o espago de fase. Além disso,
a acuracia na determinacao de cada estado interfere diretamente na geracao da
funcao de particdo, bem como uma amostragem inadequada também pode resultar
em problemas para obter a funcao de parti¢ao.

De forma geral, pela equagéo (1.9), é possivel compreender que dois dos
desafios associados a estimativa da energia de ligagdo s&o: (i) a definicdo precisa
da energia de cada estado i do sistema, i.e., a definicdo de E;; e (i) a estimativa da
entropia S e de sua variagdo (AS) associada a interagdo. Obviamente, a fim de

estimar precisamente as duas grandezas, € necessaria a geragdo de um conjunto de
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conformagdes que represente um conjunto de configuracbes termicamente
acessiveis ao sistema em uma temperatura de referéncia T. Algumas das
abordagens empregadas para contornar estes desafios, bem como para a geragao
destes ensembles, ou conjunto de configuragdes, serdo descritas nas segdes

abaixo.

1.1.2 Modelos Energéticos

A definicdo da energia potencial U(r) associada a configuragcdo atbmica de
uma determinada molécula pode ser obtida a partir do modelo baseado em campo
de forga.® Um campo de forga é uma expressdo matematica que descreve a energia
do sistema em funcdo das coordenadas das particulas desses sistemas.’
Basicamente, um campo de forca € composto por uma forma analitica da energia
potencial interatbmica, U(ry, r», ... , ry), € um conjunto de parédmetros de potenciais e
topologias para essa forma. Geralmente, esses parametros sdo obtidos por calculos
de mecanica quantica (semi-empiricos ou ab initio) ou mesmo por meio de dados
experimentais de difracdo de néutrons, raios-x e elétrons ou por meio de
espectroscopias como RMN, Raman e infravermelho.’

Os principais papéis dos campos de forca sao descrever razoavelmente as
propriedades gerais das moléculas, como a sua geometria, energias
conformacionais e estereoisométricas, barreiras torcionais, deformacgao por torgao e
energia de interagbes intermoleculares; acessar a geometria entre moléculas
interagentes; e avaliar frequéncia vibracional e calor de formacao.®

Existem diversos campos de forca disponiveis na literatura e que séo
amplamente utilizados para realizacao de simula¢cdes computacionais, como OPLS,°
CHARMM,®® GROMOS,"* e AMBER.}? Uma forma bastante comum de se

representar um campo de forca para um sistema atémico é:
U= ZLigag()es ky (r — 7"0)2 + ZAngulos ko (6 — 90)2 (1.12)
+ ZTor(,‘()es kt(l + cos(nw - )/)) + Enéo—ligado

onde kp, kg € k; S80 as constantes elasticas para os termos harmonicos associados a

ligacdes, angulos e torcdes, respectivamente. rp € 0o comprimento da ligacdo no
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equilibrio, 6y é 0 angulo da ligacdo no equilibrio, w € o angulo de diedro, y é a fase

do angulo de diedro e n é a periodicidade.

O potencial Enzo-igado COrresponde as interagdes ndo covalentes entre o ligante
e 0 receptor. Para isso, basicamente sdo considerados os potenciais de Lennard-
Jones tipico para a modelagem matematica de moléculas® e o potencial eletrostatico

de Coulomb:

_ Ay _ By Ca,q;
Enéo—ligado - Zi;tj (rﬂ - _6> + Zi;ﬁj e (1-13)
i

ij Tij

onde C é uma constante de convers&do dimensional, g; e g; sé&o as cargas parciais
dos atomos i e j, rj € a distancia entre os atomos i/ e j, A e B sdo os parametros de
Lennard-Jones para os atomos i e J, € € a permissividade relativa.

De forma geral, os campos de forca de mecéanica molecular sdo bastante
apropriados para a definicdo de energia potencial associada a configuracdo atémica
(U(r)) em simulagées como Monte Carlo (MC) e simulacdes de dindmica molecular
(DM) e sdo empregadas com sucesso hestes contextos, além do contexto do
docking, por exemplo.®

1.2 Equacgao de Poisson Boltzmann

No contexto de aproximagao continua da matéria, € possivel utilizar a
equacao de Poisson-Boltzmann para o calculo do potencial eletrostatico associado a
qualguer molécula. Nesse modelo, moléculas e solvente sdo tratadas como um meio
que reage linear e uniformemente ao campo eletrostatico gerado por alguma fonte,
que, tipicamente, € uma distribuicdo de cargas nas proprias moléculas. No geral,
todos os atomos pertencentes a uma molécula tém a mesma constante dielétrica,
que é baixa, e reagem com a mesma intensidade a um campo elétrico pré-
existente.’

A equacao de Poisson-Boltzmann combina a distribuicdo de Boltzmann pra
uma densidade de carga p com uma equacao eletrostatica, a lei de Gauss, ou
equagao de Poisson, a qual relaciona a segunda derivada do potencial eletrostatico

@ para a densidade de carga. Assim, para a posi¢ao x:
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V:[e()VO(x)] = —4TPpsopueo (X) (1.14)

onde Psouto(X) € densidade de carga do soluto, em fungéo da posicao, €(x) é a fungéo
dielétrica dependente da posigao e ®(x) é o potencial eletrostatico dependente de x.8

Para um solvente polar, a constante dielétrica efetiva cresce a medida que x
se distancia do soluto. Essa fungéo dielétrica que depende da posi¢cdo, a qual &
baixa proxima ao soluto e alta para o solvente, permite uma melhor descri¢do do que
a lei de Coulomb, uma vez que ela leva em consideragdo a diferenca na
polarizabilidade entre macromoléculas e o solvente.®

Na presenca de ions em solugdo, a densidade de carga n&o fica mais
localizada apenas na fronteira soluto/solvente. Portanto, uma melhor aproximacéao é
feita considerando a densidade de carga ao redor do soluto resultante da

distribuicao de cargas no meio. Assim, essa densidade pode ser escrita como:

Ei(x)
kgT

p(x) = T, qiciexp [ (1.15)
onde q; € a carga do ion da espécie i, ¢; € a concentracédo do ion i em solugao, kg é
constante de Boltzmann, T é a temperatura e E;(x) € a energia necessaria para
trazer o ions do infinito até a posicdo x.°

Em termos praticos, assume-se que E;(x) € o produto entre a carga e o
potencial, isto &, a distribuicido de ions é determinada pelo campo eletrostatico, de

modo que:
Ei(x) = q;®(x) (1.16)

Combinando as equacgdes (1.14), (1.15) e (1.16), chegamos a equagao de

Poisson-Boltzmann (PB):

V- [€COVOCO] = —4mpsonueo () = 4m T, qiciexp[—L22]  (1.17)

Para sistemas pouco carregados, a equagdo de PB geralmente é linearizada.

Expandindo o fator de Boltzmann em Taylor e truncando na primeira ordem, temos
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i) 4 _ 9i2X)
exp[—kTT ~ 1- 422 (1.18)

sendo essa versao linearizada valida para quando q;®(x) < kgT. Assumindo uma

simetria esférica, temos a forma linearizada da equagao PB:
2
V- [e(r)VP(r)] = = [Psotuto () — 2B ¢ (x)] (1.19)
onde psonente € @ densidade do solvente e k? é dada por:

2 = 8ess (1.20)

ekgT

sendo cs € concentracao idnica, e € a carga do proton e € é a constante dielétrica do
solvente.®

O modelo de Poisson-Boltzmann permite que o solvente aquoso seja tratado
como um meio implicito e continuo, de alta constante dielétrica, enquanto as
macromoléculas sdo consideradas cavidades com baixa constante dielétrica. Além
disso, ele modela o sistema no equilibrio.'* De forma geral, o emprego do modelo de
Poisson-Boltzmann (PB) permite uma melhor estimativa do papel do solvente nas
interacdes polares, bem como pode permitir uma estimativa mais robusta do

potencial eletrostatico (¢(x)) ao estimar um meio dielétrico continuamente variavel.

1.3 Dinamica Molecular

As simulagcdes de dinamica molecular (DM) sdo técnicas computacionais de
geracdo de ensembles que consistem de solu¢gées numéricas, passo-a-passo, para
as equaces classicas de movimento (equacdes de Newton)'® Para um sistema

atdmico simples podemos escrever
fi =mi; (1.21)

onde f; € a forga resultante, m; é a massa do atomo e #; sua aceleragdo. Em termos

de energia potencial U, podemos escrever:
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fi= —airiu (1.22)

Todas as forgas f; que atuam sobre os atomos precisam ser calculadas. Estas
forcas derivam de uma energia potencial U(r"), onde rN = (r, ra, ..., ry) representa

um sistema atdmico de 3N coordenadas. Assim, temos
F(rV) = —Vu@™) (1.23)

Esse calculo é possivel uma vez que o0s potenciais energéticos sao
conhecidos, isto €, sdo determinados a partir dos campos de forca. Ndo existe
solucdo analitica para esse problema, de modo que as equacdes devem ser
resolvidas numericamente por meio de algoritmos como o de Verlet,'® velocity

Verlet,” leapfrog® e Beeman,'® dentre outros.

A partir de uma simulacdo de dinamica molecular é possivel gerar
configuracbes para um estado termodinamico de um sistema de moléculas e, com
essas informacdes, analisar as entidades termodinamicas de interesse, que para 0s

Nossos propositos, sdo as energias livres de ligacdo do sistema.

1.4  Monte Carlo
1.4.1 Simulagao de Monte Carlo

O método de Monte Carlo € baseado na amostragem aleatéria de amostras
ou parametros para analisar sistemas ou processos complexos de se resolver
analiticamente, respeitando uma distribuicdo estatistica.’® Apesar dos primeiros
registros do uso desse meétodo datarem dos séculos XVIII e XIX para o calculo mais
preciso da constante 11, 0 seu uso tornou-se muito mais frequente com o advento
dos computadores, popularizado préximo a década 50 por von Neumann, Ulam e
Metropolis.?'?

Em mecéanica estatistica, para o método de Monte Carlo gerar um conjunto
aleatério apropriado de estados de acordo com a distribuicido de Boltzmann,
costuma-se usar um processo de Markov, onde, dado um sistema num estado p, é

possivel obter um novo estado v do sistema. A probabilidade de gerar o estado v
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dado y é chamada de probabilidade de transicdo — de p para v — P(u—v). Essa
transicdo deve ser invaridvel no tempo e deve depender apenas do estado anterior.°

Para avaliar se essa transicao pode ou ndo acontecer, um algoritmo bastante
empregado é o algoritmo de Metropolis.** Esse algoritmo baseia-se em escolher
configuracdes i com uma probabilidade e~Fi/¥8T e pondera-las uniformemente, onde
Ei € a energia na configuracéo i, kg € a constante de Boltzmann e T é a temperatura.
Por exemplo, um sistema de N particulas numa dada configuracdo, na qual é
possivel deslocar cada uma dessas particulas da posicdo R até R+ad;, onde a é o
deslocamento maximo e &; € um nuamero arbitrario entre -1 e 1. A cada mudanca de
posicéo a variagao de energia do sistema AE é recalculada e se AE < 0 o novo valor
é aceito. Se AE > 0, a mudanca é permitida com probabilidade e £/%87, isto &,
sorteando um numero aleatorio entre 0 e 1. Se esse numero for menor que a

probabilidade, aceita-se o novo valor, caso contrario, retorna-se ao valor anterior.?*

A vantagem no Método de Monte Carlo empregado com o critério de
Metropolis € que nédo é necessario determinar a funcao de particdo Z para o sistema,
uma vez que apenas as probabilidades relativas dos diferentes estados,

dependentes da mudanca de energia entre eles, é que importam.

1.5 Calculo da Energia Livre de Ligacao

Uma vez definidos os métodos de geracao de ensembles e definida a métrica
para o calculo de energias para cada configuracao, i.e., U(r), empregando um campo
de forca, por exemplo, a etapa seguinte envolve a estimativa da energia livre para o
sistema em estudo. Os métodos mais rapidos para a estimativa da energia livre de
ligacdo sdo os chamados de empiricos ou baseados em conhecimento (estatistico).
Eles se baseiam, respectivamente, em func¢des de energia simples ou na frequéncia
em que ocorrem interagdes atomo-atomo entre o complexo ligante-receptor (para
estruturas conhecidas).? Usar uma funcdo simples para energia junto com a falta de
amostragem conformacional e a abordagem dada ao solvente faz com que esses
métodos sejam bastante rapidos, porém, comprometendo sua acuracia. Nestes
casos, a energia de interacao é tipicamente modelada a partir de funcdes de energia

baseadas em campos de forca de mecanica molecular e a estimativa da energia



35

(potencial) de interacdo é baseada numa busca ndo exaustiva de uma pose, i.e.,
uma conformacao e orientacédo do ligante que minimize a energia de interacdo. Um
exemplo de aplicacdo destes métodos pode ser visto no programa LiBELa, dedicado

ao docking de ligantes, e desenvolvido em nosso grupo.?

Além dos métodos empiricos, os métodos conhecidos como ‘end-point’, nos
quais os pontos finais do ciclo termodinamico de interacdo sado simulados, também
podem ser utilizados para o célculo da energia livre de ligagcdo. Um exemplo é o
método de LIE (Linear Interaction Energy), o qual considera que a variacdo de
energia livre varia linearmente com os potenciais eletrostaticos e de van der Waals,
considerando que a mudanca na energia livre se d4 quando ha a transferéncia do
ligante em solucéo para o sitio de ligacdo solvatado®. Dessa forma, é necessario
fazer simulacbes do sistema proteina-ligante solvatado e do ligante sozinho em

solucdo.® Assim, a energia livre de ligacéo pode ser escrita como:
_ ele ele
AGligagﬁo - ﬁ((Vproteina—ligante> - <Vligante—solvente)) (1-24)

d d
+ a(<Vz;Jr0M{eina—ligante) - (Vlli;gg}nte—solventen + 14

onde ( ) indica a média do ensemble, a e B sdo coeficientes ponderados para as
contribuicbes apolares e eletrostaticas, respectivamente. szrlf;teina_”game representa
a contribuicéo eletrostatica do complexo proteina-ligante, Vl?é]eante—solvente representa
a contribuicdo eletrostatica para o ligante em solucdo, VY& e

proteina—ligante

yyaw representam os respectivos analogos para a contribuicao apolar.

igante—solvente

Outro método ‘end-point’ € o MM-PBSA (Molecular Mechanics/Poisson-
Boltzmann/Surface Area), o qual analisa as trajetérias da DM usando uma

aproximacéo de solvente continuo. A variacéo de energia é entdo calculada como:**
26

AGiigacao = Geomp — (Grec + Giig) = AH —TAS =~ AEyy + AGgo; — TAS  (1.25)
AGso = AGgflar + AGapotar (1.26)

AGaporar = YDA+ b (1.27)
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Aqui, T é a temperatura do sistema. AE,;;, engloba as variacdes de energia interna,
eletrostatica e de van der Waals. AE;,;.rnq INClUi 0S termos de energia das ligacdes
intramoleculares, angulos e torcdes. AG{,’ﬁar € a energia livre de solvatacédo e é
obtida resolvendo a equacdo de Poisson-Boltzmann, apresentada na secdo 1.2.
AGapoiar € estimada baseada na area de superficie acessivel ao solvente, AA, y é a

tensdo superficial e b é um termo de correcgéo.

Um método mais rapido que o MM-PBSA, porém, que parte do mesmo
principio, € o MM-GBSA (Molecular Mechanics Generalized Born), o qual difere do
método anterior no calculo da energia livre de solvatagdo, a qual € uma linearizacao

da equacéo de Poisson-Boltzmann, sendo definida pela relagéo de Still:**%°

6p _ _1(1_1y_a4;
Gpolar - 8 (Eo e) fGB(rl-j) (1.28)
1/2
f, =(r%2+ a:a; _ T ! 1.29
GB(rij) — 7"ij alajexp sa;a; ( . )

onde € € a permissividade elétrica no vacuo, € € a permissividade do meio, g e q;
sdo as cargas dos atomos i e j, r; € a distancia entre eles, a; e a; séo 0s raios efetivos
de Born correspondentes, correspondendo ao quanto o &tomo penetra na superficie

do receptor.

Além dos métodos empiricos e os ‘end-points’ existem meétodos ainda mais
rigorosos, que também se baseiam em campo de for¢a e s&o conhecidos como
métodos de alquimia, baseados na equagdo de Zwanzig® para estimar a diferenca

de energia livre entre dois estados A e B:
AG =Gy —Gy=—B'In (e7PV) (1.30)

onde B = 1/kT e ( )a € a média (tanto para MC quanto DM) do ensemble para AV =
Vg - Va amostrada usando o potencial VA como referéncia, G4 € a energia no estado
A e Gg é a energia no estado B.

Um desses métodos € a Perturbagdo da Energia Livre ou Free Energy
Perturbation (FEP), no qual é possivel quebrar o céalculo de energia livre em muitas

partes, cada uma envolvendo um intervalo pequeno o bastante entre um estado de
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energia e seu subsequente, o que permite que a energia livre seja calculada com
grande confiabilidade, por meio de uma somatdria.*

Outra abordagem é a Integragcdo Termodindmica ou Thermodynamic
Integration (TI), a qual faz a diferencial da energia potencial AV com relagdo ao
intervalo entre um estado e outro. Assim a média do ensemble dessa diferencial da
variacdo de energia com respeito ao intervalo é avaliada para varios valores do tal
intervalo e entdo, por meio de integragao numerica, € possivel calcular a variagéo de
energia AG, como mostram Brandsdal e colaboradores e Kollman.®'=?

Embora FEP e Tl possam ter uma acuracia bastante elevada, o gasto
computacional também ¢é bastante alto, tipicamente envolvendo dezenas de
simulag¢des para amostrar o caminho ao longo de janelas com valores de A distintos.
Em contrapartida, estes métodos representam o estado da arte para o calculo de
energia livre, com os melhores resultados obtidos, usualmente alcangando preciséo
entre 0,6 — 1 kcal/mol.***

Uma pergunta neste contexto seria: € possivel ter um método relativamente
rapido e barato computacionalmente e que preserve o rigor termodinamico
necessario para estimativas precisas da energia de ligagao entre receptor e ligante?
E exatamente nessa lacuna em que entra o método proposto neste trabalho, o qual,
como podera ser visto mais adiante, estima os componentes entalpicos e entrépicos
da energia livre de ligacao diretamente, de uma forma mais precisa possivel, porém,

com o custo computacional menos elevado.
1.6 Entropia

A estimativa da entropia (AS) € um grande desafio em modelagem de
sistemas biolégicos.> Como apresentado por Edholm e Berendsen,* a distribuicéo
multidimensional das variaveis do sistema compromete o célculo da entropia. Além
dos problemas que se tem para avaliar as quantidades termodinamicas associadas
a ligacdo, amostrar os estados termodinamicamente acessiveis e 0s microestados

relevantes € por si s6 um problema para os métodos que calculam energia livre.

Uma maneira bastante comum que se utiliza é estimar a entropia
configuracional através de uma aproximacao quase harmdnica, a qual permite fazer

essa estimativa baseada em simulagdes de dindmica molecular.** De maneira geral,
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essa abordagem envolve utilizar as simulagdes de DM, calcular uma matriz de
covariancia das coordenadas atébmicas, interpretar as covariancias como superficies
harménicas de energia em vez das proprias superficies enarmbnicas de energia, e
calcular as constantes de forga efetivas, ou quase harmdnicas, nessa nova base.
Essas constantes de forcas efetivas sao utilizadas para o calculo das entidades
termodinamicas, como a entropia, por exemplo.*

No geral, esse tipo de abordagem para o calculo da entropia ndo € muito
eficiente tanto no conceito quanto na execugdo, uma vez que ela ndo é capaz de
reproduzir as integrais configuracionais se o perfil da energia for enarménico ou se
apresentar sobreposicdo de pocos de potencial, de modo que ela se torna
numericamente instavel e computacionalmente cara.*

Outra estratégia para a estimativa da entropia é baseada numa aproximacgao
de primeira ordem. Esta estratégia, empregada neste trabalho, sera apresentada na

secao a seqguir.

1.6.1 Aproximacdo de primeira ordem para entropia

Uma aproximacdo razoavel para contornar a dificuldade de estimar as
entropias envolve considerar os graus de liberdade gerados como uma distribuicéo
descorrelacionada de modo que a entropia associada a cada grau i do sistema pode

ser determinada como uma entropia de Shannon para cada grau de liberdade®’

2= —[ p(r)In(pi(r))dr (1.33)

B

onde p(r;) é a funcdo de probabilidade dada uma configuracdo (r;) para um sistema.
Nessa aproximacdo, chamada de “aproximacao de primeira ordem”, proposta por
Edholm e Berendsen® e recentemente avaliada por Killian e colaboladores,® a
entropia total € dada pela soma de todas S, isto é:

k%T = 2iSi (1.34)

Essa abordagem tem um custo menor em termos de poder computacional

uma vez que ela se baseia na determinacdo da funcdo probabilidade de apenas um
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grau de liberdade por vez e pode ser estimada diretamente a partir das trajetorias
das simula¢gbes de DM e MC.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Este projeto visou aprimorar e utilizar métodos com baixo custo
computacional para realizacdo do célculo da variagdo da energia livre de ligagdo em

sistemas macromoleculares interagentes (proteina-ligante).

2.2  Objetivos Especificos

Para esse trabalho, os seguintes objetivos especificos também foram

considerados:

1. Aprimoramento e validacgdo do método de Monte Carlo Metropolis
desenvolvido pelo grupo de Biotecnologia Molecular para a geracdo de
ensembles termodindmicos e comparacdo com ensembles gerados por
dindmica Molecular.

2. Comparacdo dos modelos eletrostaticos de Coulomb e Poisson-Boltzmann
para geracao de ensembles e para o célculo das variagdes de energia livre.

3. Determinacdo da variagdo da energia livre de ligacdo para complexos
proteina-ligante do sistema modelo lisozima T4 e comparacdo dos valores
obtidos com resultados experimentais e resultados obtidos por MM-GBSA e
MM-PBSA.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Conjunto de teste

Para realizagdo dos testes com o método desenvolvido como uma possivel
ferramenta que calcule a variacdo da energia livre de interacdo entre receptor e
ligante, um conjunto de estruturas foi selecionado. Esse conjunto consiste em 30
diferentes complexos de lisozima mutante do bacteriéfago T4, contendo diferentes

ligantes que foram cocristalizados com a enzima.*3**3

O conjunto de complexos escolhidos apresenta receptores que possuem
diferentes tipos de mutacdo em seu sitio de ligacdo: complexos com apenas a
mutacéo L99A (de leucina, na posicao 99, para alanina), que permite a existéncia de
uma cavidade apolar; complexos que, além da L99A, apresentam a mutacdo M102Q
(metionina, na posicado 102, para glutamina), que confere caracteristica polar, capaz
de fazer ligacbes de hidrogénio, no sitio de ligacdo; e um terceiro conjunto que
apresenta, além de L99A, a mutagcdo M102E (metionina, na posicdo 102, para

glutamato), que adiciona um residuo carregado a cavidade.

Tais complexos foram o0s escolhidos por serem comumente utilizados como
forma de avaliar métodos computacionais que analisam energias entre ligantes e
receptores. A mutacdo L99A cria uma cavidade interna com um volume de
aproximadamente 150 A3 e essa cavidade torna-se um alvo de estudo de interagéo

entre proteina-ligante bastante interessante.*

Todas as simulacdes foram realizadas a partir das estruturas cristalograficas
disponiveis no PDB, sendo os valores de energia livre retirados da literatura
especifica. Os codigos PDB das moléculas utilizadas, bem como nome, tipo de
mutacao que o sitio de interacdo apresenta e energias livres de ligacao, retiradas de
trabalhos da literatura que apresentam o0s valores experimentais, estédo

apresentados na Tabela 1.
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Tabela1l- Descricao dos ligantes utilizados neste trabalho, juntamente com seus cédigos PDB e
energias livres experimentais. T4L representa lisozima de virus T4.

Energia Livre de

# PDB ID Ligante Mutacgéo Ligacédo Experimental
(kcal/mol)
T4L L99A
1 182L Benzofurano L99A -5,46
2 183L Indeno L99A -5,13
3 184L Isobutilbenzeno L99A -6,51
4 185L Indol L99A -4,89
5 186L N-butilbenzeno L99A -6,70
6 187L p-Xileno L99A -4,67
7 188L o-Xileno L99A -4,60
8 1NHB Feniletano L99A -5,76
9 3DMX Benzeno L99A -5,35
10 4\W52 Benzeno L99A -5,19
11 4\W53 Tolueno L99A -5,52
12 4W55 N-propilbenzeno L99A -6,55
13 4W57 N-butilbenzeno L99A -6,70
T4L L99A/M102Q
14 1LGW 2-Fluoroanilina L99A/M102Q -5,53
15 1LI2 Fenol L99A/M102Q -5,58
16 1LI3 3-Clorofenol L99A/M102Q -5,87
17 1LI6 5-methilpirrol L99A/M102Q -5,25
18 1XEP Catecol L99A/M102Q -4,16
19 2RBO 2-Nitrotiofeno L99A/M102Q -5,52
20 3HT8 5-Cloro-2-metilfenol L99A/M102Q -5,42
21 3HTB 2-Propilfenol L99A/M102Q -5,31
22 3HU8 2-Etoxifenol L99A/M102Q -4,02
23 3HUA 4,5,6,7-tetra-hidroindol L99A/M102Q -4,61
24 3HUK Benzilacetato L99A/M102Q -4,48
T4L L99A/M102E
25 3GUJ Benzeno L99A/M102E -5,80
26 3GUK Tolueno L99A/M102E -5,30
27 3GUL Etilbenzeno L99A/M102E -5,50
28 3GUM p-Xileno L99A/M102E -4,90
29 3GUN Anilina L99A/M102E -4,00
30 3GUO Fenol L99A/M102E -5,00

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 1 mostra cada uma das moléculas de ligantes utilizados para as
simulacfes, bem como o cédigo PDB para as estruturas dos complexos e os valores
das energias livres de ligagao experimentais, determinadas por meio de calorimetria

de titulagao isotérmica (ITC).
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5868 C

182L 183L 184L 185L 186L 187L
-5,46 -5,13 -6,51 -4,89 -6,70 -4,67
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
4W57 3DMX 188L 1NHB 4W53 4W55 4W52
-6,69 -5,35 -4,60 -5,76 -5,52 -6,55 -5,19
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
H OH | F
HO H,N
o
/
NH HO
1LI6 1LI2 1XEP 1LI3 1LGW
-5,25 -5,58 -4,16 5,87 -5,53
kcal/mol kcal/mol kecal/mol kcal/mol kcal/mol
(@]
cl j o .
0 o ZSNH - O~gA°
HO HO
OH S
3HTS 3HTB 3HUS 3HUK 3HUA 2RBO
-5,04 -5,33 -4,02 -4,48 -4,61 -5,52
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
NH, H
3GU) 3GUK 3GUL 3GUM 3GUN 3GUO
-5,80 -5,30 -5,50 -4,90 -4,00 -5,00
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

Figura 1 - Ligantes das enzimas T4 mutantes, com suas energias livres de ligacdo, escolhidos para
as simulacdes.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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PDBID:  3HT8 PDBID:  3GUJ
Mutagdes: L99A e M102Q Mutagc')es: L99A e M102E
Ligante:  5-cloro-2-metilfenol Ligante:  benzeno

Figura 2 - Estrutura 3D e visdo de secdo da superficie de lisozima mutante de virus T4. A esquerda,
em azul, esta o ligante 5-cloro-2-metilfenol, na cavidade, com os residuos mutantes
(L99A/M102Q) representados, interagindo com o ligante. PDB ID: 3HT8. A direita, esta o
ligante benzeno, na cavidade, com o residuo mutante (M102E) representado junto com
uma molécula de agua no sitio de interacao, interagindo com o ligante. PDB ID: 3GUJ.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 2 mostra duas das 30 estruturas de lisozima de virus T4 utilizadas
aqui juntamente com o destaque para o ligante e a regido de interacdo de cada um
deles. A esquerda, em azul, é possivel ver a estrutura do complexo de cédigo PDB
3HT8, com a cavidade de interacdo destacada, na qual se encontra o ligante, 5-
cloro-2-metil-fenol, e os residuos mutantes A99 e Q102. A direita, em amarelo, é
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possivel ver a estrutura do complexo de cédigo PDB 3GUJ, com a cavidade de
interacdo destacada, na qual esté presente o ligante, benzeno, juntamente com uma
molécula de agua mediando a interacdo. Além disso, o residuo mutante E102

também esta destacado.

3.2 Preparacdo das moléculas para simulacao e calculo das energias

3.2.1 Dinamica Molecular

Todas as estruturas dos complexos foram obtidas a partir das estruturas
cristalograficas depositadas no PDB, e, antes de inicializarmos as simulacdes, as
moléculas foram preparadas de modo a padroniza-las. Primeiro, para as simulacdes
de DM, adicionamos os hidrogénios faltantes as moléculas com o software reduce.*
do pacote AmberTools16.** Depois, o software antechamber, também parte do
AmberTools16, foi utilizado para parametrizar as estruturas dos ligantes, auxiliando
a gerar os arquivos de topologia e coordenadas, usando GAFF (General Amber
Force Field)* como modelo de campo de forca e 0 AM1-BCC* para as cargas

atomicas.

Para os complexos, a parametrizacdo e montagem das estruturas foram feitas
com a utilizacdo do software tLEaP, que também gera arquivos de topologia a partir
de coordenadas. Para o receptor, o campo de forca utilizado foi o FF14SB.*” O
complexo foi entdo mergulhado numa caixa ctbica, com 12,0 A de distancia entre as
extremidades da caixa e a proteina, a qual foi preenchida com moléculas de agua do
tipo TIP3P. fons de cloro (CI) ou sédio (Na*) foram adicionados a fim de manter os

sistemas neutros.

Para analisar as energias livres de ligagdo dos sistemas a partir de dindmica
molecular, os 30 ligantes tiveram simulacdes realizadas para eles livres e para 0s
sistemas complexados. Tais simulacdes obedeceram a protocolos de minimizacao,
termalizacdo, densidade, equilibrio e producéo, e foram feitas utilizando o pacote de

programas Amber16.*
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A minimizagéo foi um processo curto, feita durante 5000 ciclos, com 0s pesos
das restricdes posicionais de 2,0 kcal/mol.Az2, restricdo harménica de todo o sistema,
para cada complexo, com raio de corte nio-ligado de 8 A e volume constante
(ensemble NVT). A minimizacdo foi seguida pela etapa de termalizacdo durante
50ps, também a volume constante, mas variando a temperatura até ela atingir 300K,
com controle de temperatura de Langevin®, e frequéncia de colisdo de 2 ps™. A
préxima etapa foi a de equilibrio da densidade, que teve duracdo de 50 ps, também
usando as restricbes para todos o0s sistemas. Essa etapa também ocorreu a pressao
constante com tempo de relaxacdo da pressao de 1,0 ps, Langevin para controle de
temperatura e frequéncia de colisdo de 2 ps™.

Apés essas etapas, as simulacdes prosseguiram para a fase de equilibrio dos
sistemas, a pressao constante, com temperatura constante de 300K, controlada por
Langevin, com raio de corte ndo-ligado de 8 A, frequéncia de coliséo de 2 ps™, por
500 ps.

A fase produtiva da simulacdo de DM foi feita usando as mesmas condi¢des
da fase de equilibrio a fim de evitar problemas nas energias potenciais, portanto, o
ensemble utilizado também foi o NPT. Ao todo, cada complexo teve sua simulacao
produtiva de DM realizada por 100 ns. As coordenadas das trajetdrias foram salvas
a cada 10 ps, a um passo de 2 fs. Todas as etapas das simulacles, isto €,
minimizacéo, termalizacdo, densidade, equilibracdo e producdo, foram feitas
utilizando a metodologia SHAKE*® nos atomos de hidrogénio e utilizaram condi¢ées

periodicas de contorno.

A analise das energias livres de ligacdo para as simulacdes de DM foi feita
também utilizando o pacote AmberTools16. Para o calculo da Energia de Interacdo
Linear (LIE, da sigla em inglés para Linear Interaction Energy), a ferramenta
CPPTRAJ* foi a escolhida. Para os célculos por esse método, utilizamos a
constante a = 0,16 e a constante = 0,50. Para os calculos das energias no vacuo,
MM-GBSA e MM-PBSA ndés utilizamos a ferramenta PYMDPBSA, que também faz

parte do pacote de ferramentas do AmberTools16%.

As simulacdes de DM foram feitas em GPUs NVIDIA GTX 980 ou GTX 780,

tanto para a obtencédo das trajetorias quanto para o calculo das energias.
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3.2.2 Monte Carlo

Todas as estruturas dos complexos obtidas a partir das estruturas
cristalograficas depositadas no PDB e utilizadas para a padronizacdo das moléculas
para as simulacbes de DM também foram utilizadas aqui, entretanto, sua
padronizacao foi diferente. Para realizar as parametrizacdes, utilizamos o software
UCSF-Chimera®, com sua ferramenta DockPrep, que parametriza o ligante e o
receptor utilizando os campos de forca FF14SB e GAFF, para o receptor e o ligante,
respectivamente. A atribuicdo e correcdo das cargas atbmicas € feita com AM1-
BCC.

Para as simulacdes de Monte Carlo utilizou-se uma versao modificada do
programa LiBELa (Ligand Binding Energy Landscape)®® (disponivel em:
https://github.com/alessandronascimento/LIBELa)[l, o qual foi desenvolvido pelo
nosso grupo em linguagem C++, inicialmente como um programa de docking
molecular e que teve a adicdo do método de Monte Carlo posteriormente.>*>* Ao
utilizar o programa, o usuario pode definir a temperatura, a quantidade de passos
que ele quer utilizar, o campo de forca para os parametros do ligante, o modelo
eletrostatico, o modelo de amostragem, os tamanhos dos deslocamentos a cada

passo, entre outros parametros.

Para aumentar a velocidade com que os calculos sdo feitos, o receptor é
considerado rigido e os potenciais de ligacdo sédo pré-calculados em um malha (grid)
tridimensional.>**®> Em seguida o programa procede & amostragem para o célculo
das energias livre de interacdo com os ligantes de duas maneiras distintas, que o
usuario define: uma que sera denominada sample_torsion e outra que sera

denominada por full_flex:

1) O algoritmo para sample_torsion envolve uma translagédo randémica do
centro de massa do ligante dentro do sitio de interacdo do receptor
seguida por uma rotacdo também aleatéria e, por fim, uma variacao
também aleatéria em cada angulo de tor¢cdo envolvendo os atomos

pesados, isto é, atomos que ndo sao hidrogénio, é introduzida para as
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moléculas que possuem angulos de tor¢cdo. O conjunto de 6 + Niorcses
variaveis define um passo.

2) O algoritmo para full_flex também faz a rotacdo e a translacdo aleatorias
seguidas por um deslocamento atdmico aleatério para cada atomo que
compde a molécula. Os critérios de aceitacdo e a temperatura do sistema
sdo varidveis importantes para que ndo se observe a deformacdo da

molécula.

A energia do sistema, composta pelas energias de interacdo e as energias
internas (calculadas utilizando a biblioteca OpenBabel),>® é entdo testada pelo

critério de Metropolis, a cada passo, independentemente do tipo de amostragem.

Antes de cada simulacdo produtiva, o sistema foi equilibrado por 10° passos
de MC e, depois disso, a simulacao foi feita por 40 milhdes de passos de MC. A
translacio méaxima a cada passo para cada direcdo para sample_torsion foi 0,5 A,
enquanto a rotacdo maxima foi de 2 graus a cada passo e a torcdo maxima foi de 1
grau, a cada passo. Para full_flex, deslocamentos maximos de 0,02 A a 0,05 A
foram validados. Um arquivo tipico de input pode ser encontrado no APENDICE C —
Input MCLIiBELa. Para ambos os modelos de amostragem, simulacdes dos ligantes

livres e dos complexos foram feitas.

Durante os calculos, o LiBELa guarda as energias médias das simula¢ces de
Monte Carlo que passaram pelo critério de Metropolis. Essa energia média e seu
desvio padrdo sdo usados para o calculo das energias livres assumindo que
U = Einterna + Enﬁo—ligado = (E), onde
Aij _ ﬂ

2) + Tiaj 4: () 3.1)

12
T'i]- TU

Enﬁo—ligado = Ziij(

gi € a carga parcial do atomo i, rj € a distancia entre os atomos i e j, A e B sdo os
parametros de Lennard-Jones para os &tomos i e j e ®(r) é o potencial eletrostatico,

podendo ser Coulomb ou Poisson-Boltzmann.

Temos entédo AU = (E)compiexo — {E)iigante, 1StO €, @ energia macroscopica no
ensemble canbnico é dada como a média dos microestados amostrados e a energia
de ligagdo AU, é calculada como a diferenca entre a energia do complexo ligado

(Ecomp|ex0) e O Ilgante |IVI'€ (E|igante).
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Para cada complexo ligante-receptor e para o ligante livre foram feitas 10
simulagcées com diferentes sementes randémicas para estimar as energias livres de
ligacdo e os erros associados, obtidos a partir dos desvios padréo do conjunto de 10
simulacdes. A consisténcia das correlacdes entre os dados calculados e os dados
experimentais foi avaliada usando o método de Bootstraping. Assumiu-se que 0S
dados experimentais tinham distribuicbes gaussianas de erros, com 0=0.5 kcal/mol.
Mudando aleatoriamente as energias livres determinadas experimentalmente
usando uma distribuicdo gaussiana de ntimeros,”* um milhdo de ‘novos’ conjuntos
de dados foram gerados e o coeficiente de correlacdo entre os dados calculados e
os novos conjuntos de dados foram avaliados.>” A média do coeficiente de

correlacao sera apresentada aqui juntamente com seu desvio padréo.

Todas as simulacdes apresentadas aqui foram feitas para a temperatura de
250K, utilizando dois modelos para o calculo do termo eletrostatico da energia de
interacdo — Coulomb e Poisson-Boltzmann (que aqui chamaremos de Poisson) — e
as duas formas de amostragem, em caixas cubicas de lado 30,0 A e com
espacamento no grid de 0,4 A, resultando em uma caixa cubica com 75 x 75x 75

pontos na malha do grid.

O potencial eletrostatico empregando o modelo de PB foi calculado
empregando o programa Delphi, o qual calcula os potenciais eletrostaticos dos
sistemas e de seus entornos, usando uma solucdo de diferencial finita para a
equacéo de PB.*® Manuais do programa e seu download podem ser encontrados na

pagina http://compbio.clemson.edu/delphi.

Cada uma das simulacdes de MC foi feita em um Unico ndcleo, utilizando
processadores Xeon E5640 2.67GHz.

3.3 Entropia

Para estimar as entropias, assumimos cada grau de liberdade r (rs, 1o, 13, ...,
r,) desacoplado e, para esse proposito, nds calculamos a entropia de cada grau de
liberdade como uma entropia de Shannon, onde r representa uma configuragdo de

translagao (x, y, z), rotagao da molécula (angulos de Euler a, B, y) e tor¢ao (n):
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Sr

= =f prinp(rydr (3.2)

onde p(r) é a funcéo probabilidade do sistema dada uma configuragéo r, é estimada
a partir de uma fungao densidade de probabilidade de dimensao 1 para cada grau

de liberdade. A entropia total do sistema é entdo dada por
S=sx+sy+sz+sa+sﬁ+sy+Zﬁ“’tsn (3.3)

onde N representa o numero de ligagdes torcionaveis entre os atomos pesados, do
ligante. O calculo da entropia de ligagdo AS é feito de maneira igual a AU: sao feitas
simulagdes do complexo e do ligante livre e entdo tomamos a diferenga entre eles.

Cada integral da equagéo (3.2) é resolvida por meio do método de contagem
de colunas,®® o qual divide em regides com larguras pré-estabelecidas os valores
das variaveis dependentes. Um histograma € criado com os pontos contabilizados
dentro das regides, de modo que a integral se resolve ao somar a area do
histograma criado.?% *°

Depois de todos esses processos, as energias livres de ligagdao séao
expressas da forma:

AF ~ AG = AU — TAS (3.4)
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4 RESULTADOS

Nosso principal objetivo aqui é calcular as energias livres de ligagdo entre os
complexos escolhidos, utilizando diferentes métodos. Entretanto, apenas o célculo
por si sO ndo trazer resultados significativos, isto porque a escolha de um modelo
que faca uma amostragem relativamente boa e que possibilite uma melhor
aproximacdo ao resultado experimental, ou pelo menos ao perfil energético das

interacdes, € essencial para obter tal grandeza.

O método mais simples para se estimar a energia de interacdo entre um
ligante e um receptor € o método do docking molecular. Sucintamente, o método
consiste em encontrar uma conformacéo viavel do ligante que minimize a energia de
interacdo com seu respectivo receptor. Como uma primeira abordagem, estimamos
as energias de interacdo para os complexos listados na Tabela 2, tomando as

préprias estruturas cristalograficas como coordenadas atémicas.

Os valores das energias de interagcdo obtidas por docking molecular,
utilizando o médulo de docking do MCLIBELa, podem ser observados na tabela a
seguir na coluna Ecg, utilizando o modelo descrito pelas equacdes (1.12) e (1.13),

sem considerar o potencial eletrostatico.



analisados utilizando docking molecular.

PDB ID AGey, (kcal/mol) Ecarc (kcal/mol)

183L -5,13 -19,47

185L -4,89 -21,32

187L -4,67 -15,91

1NHB -5,76 -17,06

4W52 -5,19 -14,02

4W55 -6,55 -21,09

1LGW -5,53 -24,42

1LI3 -5,87 -23,46

1XEP -4,16 -4,05

3HT8 -5,04 -23,07

3HUS8 -4,02 -22,41

3HUK -4,48 -22,23

3GUK -5,30 -16,50

3GUM -4,90 -18,43

3GUO -5,00 -22,28

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 3 compara os valores de energia livre de ligacdo experimental e 0os
valores calculados por docking. A correlacdo de Pearson, indicada na Tabela 2, foi
bastante baixa para o modelo utilizado, o que era esperado, dado que ndo ha uma
otimizacdo das posicdes do ligante que gere melhores configuracdes e,
consequentemente, melhores energias. Mesmo excluindo o ponto mais distante dos
demais (1XEP, cuja estrutura cristalografica apresenta duas conformacgdes distintas
para o ligante no sitio de interacdo), a correlacdo ainda permanece baixa (-0,08),
indicando que o modelo energético baseado em uma amostragem limitada é

ineficiente.

Embora tenha sido possivel obter os valores das energias para os complexos
sem fazer otimizagdes nas configuracdes, métodos confiaveis de calculo de energia
livre de interagdo utilizam meios de determinar ensembles bons o bastante que
representem essas interagdes. Dessa forma, para gerar nossas configuragbes e

calcular as energias livres de ligacado, utilizamos as simulacées de MC e de DM.
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Os meétodos de dindmica molecular estdo entre os mais empregados para a
geracdo de ensembles termodinamicos visando o célculo de energias livres de
ligacdo entre proteina e ligantes. Desta forma, optamos por avaliar inicialmente o
conjunto de dados de complexos da lisozima do virus T4 com diferentes ligantes
empregando a técnica de DM a fim de ter um controle positivo para a geragcdo de
microestados e estimativas da energia livre de ligagéo.

4.1 Dinamica Molecular

A seguir, mostramos o0s resultados obtidos para a dinamica molecular

utilizando a metodologia descrita anteriormente.

4.1.1 Amostragem

As trajetérias das simulacdes de DM foram salvas em arquivos binarios (em
formato NETCDF), de modo que a visualizacéo delas pudessem ser feitas utilizando

ferramentas como o VMD®® e o UCSF Chimera.>®

O primeiro critério de avaliacdo da amostragem de conformacdes do ligante
foi andlise da raiz do desvio médio quadréatico, ou RMSD. A figura a seguir mostra
como os sistemas se comportaram durante as amostragens dos RMSDs.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 4 mostra que as moléculas dos ligantes, no geral, ndo se
distanciaram muito da configuracdo apresentada pela estrutura cristalografica, de
modo a indicar que a exploracdo do espaco de configuracdes € limitada a um sub-

espaco proximo da configuracéo inicial do sistema, como esperado.

Outro critério de comparacao bastante util foi analisar o quanto cada um dos
ligantes se desvia da posicao cristalografica inicial, isto é, a mudanca, durante as
simulacdes de DM, nos RMSDs de acordo com as energias de interacdo, calculadas
no Vacuo com o] programa AmberEnergy++ (disponivel em:
https://github.com/alessandronascimento/amberenergy). A Figura 5 mostra o perfil
de energia resultante assumido pelos complexos durante as simulacdes e o0s

estados de ocupagédo de RMSD.
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Figura 5 - Avaliacdo das energias médias de ligagcdo para as simulag6es de dinamica molecular para
0os 30 complexos como funcdo do RMSD do ligante comparado com a posi¢do

cristalografica.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Da Figura 5 é possivel ver que boa parte dos ligantes concentrou suas
amostragens em torno de 1 A, apesar de apresentarem uma distribuicdo de pontos
também para valores maiores de RMSD, com energias de ligacdo variando entre -40
kcal/mol e -15 kcal/mol. Essa distribuicdo de pontos para valores maiores era
esperada durante as simulacdes dado que os sistemas sao tidos como dinamicos e
os ligantes podem se movimentar dentro dos sitios de ligagdo, ao contrario da
posicéo cristalogréfica.

Os ligantes que apresentam ligagées que formam angulos de torcéo, no geral,
apresentam valores de RMSD variando com a energia livre de ligagcdo maiores que a
média, como também era esperado. Assim, para termos mais um parametro de
comparacdo com os demais métodos, os angulos de diedro para os sete ligantes
gue apresentam tor¢oes, 184L, 186L, 3THB, 3HUS8, 3HUK, 4W55 e 4W57, fizemos
uma andlise dos angulos de torcao, utilizando a ferramenta CPPTRAJ.*

Ligante Livre Ligante no Complexo ’6
0,02 0.4 ‘ C2

"
'Cd'
0015} . 003+

isobutilbenzeno
184L

0,01 ‘ 0,02+

Amostragem

0,005} 001

0 |z Lol | - 0 :
180  -120 60 0 60 120 180 -180 <120 -60 0 60 120 180

Angulo (Graus)

Diedro formado pelos atomos: 1) C1-C1'-C2'-C3

Figura 6 - Analise do perfil de angulos de diedro para o ligante 184L (isobutilbenzeno), cujo
complexo apresenta apenas a mutacdo L99A. No gréfico, 1), indicado acima dele,
representa o dngulo de diedro formado pelos &tomos indicados na parte inferior da figura,
como mostrado na molécula e significa que os gréaficos naquela coluna apresentam
resultados para esse angulo. O nimero 2), indicado acima da coluna de graficos a direita
indica que os graficos nessa coluna apresentam resultados para os angulos de diedro
correspondentes com a parte inferior da figura.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A Figura 6 apresenta os gréficos, normalizados, das distribuicdes de angulos
de diedros formados pelos atomos C1 — C1’ — C2’ — C3’ indicados na molécula,
obtidas a partir das andlises das trajetorias das simulacbes de DM para o ligante
184L livre e complexado. Para o ligante livre € possivel ver que as distribuicbes
formadas pelos 4tomos indicados se concentraram em torno de -180°, -60°, 60° e
180°. Entretanto, para o ligante complexado a distribuicdo apresentada se concentra
mais em torno de -180° e 180°, com distribuicbes menos acentuadas em torno de -
60° e 60°.

Para todos os outros ligantes com angulos de torcdo, os resultados obtidos
foram similares, isto €, as amostragens dos angulos de diedro se concentram em
torno de angulos especificos, variando pouco de acordo com o ligante e suas

ligagOes torcionaveis.

4.1.2 EnergiaLivre de Ligacao para DM

As simulacbes de DM, feitas como foi descrito anteriormente para os 30
complexos ligante-receptor envolvendo a lisozima de T4, tiveram as energias livre de
ligacdo calculadas das quatro maneiras diferentes: MM-GBSA, MM-PBSA, LIE e no
vacuo. Uma comparacado entre os valores dessas energias livres de ligacdo obtidas
computacionalmente e os valores experimentais disponiveis na literatura pode ser
encontrada na tabela bem como nas figuras a seguir. As correlacdes entre os dados,
apresentadas nas ultimas linhas, foram obtidas a partir da correlacdo de Pearson e

da média pelo método de bootstraping.
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Tabela 3 - Comparacéo entre os dados experimentais e os dados calculados para os 30 complexos
analisados utilizando como base as simulacdes de Dinamica Molecular.

Energia Livre

PDB ID de Ligagéo ELe Evacuo Emm-cesa Emm-pesa
Experimental (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
(kcal/mol)
182L -5,46 -3,64 £ 0,02 -23,0+£0,6 -17,1+04 -14,1 £ 0,7
183L -5,13 -3,76 £ 0,02 -24,6£0,5 -19,0+ 0,4 -16,9+ 0,6
184L -6,51 -4,23 £ 0,02 -30,3+£0,5 -252+0,4 -22,5+0,8
185L -4,89 -4,93 + 0,02 -26,3+0,6 -179+0,4 -15,4+0,7
186L -6,70 -4,85 £ 0,01 -31,5+£0,3 -26,0£0,3 -24,9+0,4
187L -4,67 -3,12 + 0,02 -23,6 £ 0,5 -19,4+0,4 -16,2+ 0,7
188L -4,60 -2,99 + 0,02 -22,8+0,6 -18,6 £ 0,5 -15,1+0,8
1NHB -5,76 -3,42 + 0,02 -24,4+ 0,5 -20,0x0,4 -17,2+0,7
3DMX -5,35 -2,30 £ 0,01 -17,4+ 0,5 -134+04 -10,5+0,6
4W52 -5,19 -2,44 + 0,01 -176 £ 0,5 -13,6 0,4 -11,1+0,6
4W53 -5,52 -2,88 £ 0,02 -20,7+£0,5 -16,5+04 -13,7 £ 0,7
4W55 -6,55 -3,33+£ 0,02 -26,3+0,8 -21,7+0,7 1721
4W57 -6,69 -4,61 £ 0,01 -31,1+0/4 -25,7+04 -24,2 £ 0,7
1LGW -5,53 -5,68 + 0,03 -27,4+£0,8 -17,3+0,5 -13,7+0,8
1LI2 -5,58 -5,66 £ 0,04 -26,8+0,9 -125+0,4 -89+0,6
1LI3 -5,87 -6,85 + 0,04 -29,6 £0,8 -15,9+0,5 -11,8+0,7
1LI6 -5,25 -3,32 £ 0,03 211 -13,3+0,6 -8,3+0,8
1XEP -4,16 -8,90 £ 0,03 -31,5+0,5 -125+0,2 -10,3+0,3
2RBO -5,52 -5,09 + 0,02 -24,36 + 0,06 -18,82 £ 0,04 -149+£0,6
3HTS8 -5,04 -6,95 + 0,03 -31,2+0,8 -179+0,5 -14,2 + 0,7
3HTB -5,33 -7,17 £ 0,02 -34,2+0,4 -20,9+0,3 -18,7+0,4
3HUS -4,02 -5,53 £ 0,02 -28,81 + 0,06 -18,88 + 0,04 -14,0+ 0,5
3HUA -4,61 -6,01 £ 0,03 -31,4+0,8 -21,9+0,6 -17,8 £ 0,9
3HUK -4,48 -6,04 + 0,03 -31,8+0,8 -22,3+0,6 -14,3+0,7
3GUJ -5,80 -2,31 £0,02 -17,36 + 0,06 -12,61 + 0,04 -8,28 + 0,05
3GUK -5,30 -2,65 + 0,02 -19,98 + 0,06 -15,21 + 0,05 -11,29 + 0,06
3GUL -5,50 -3,23 £0,01 -23,80 + 0,05 -19,23 £ 0,04 -15,62 + 0,06
3GUM -4,90 -2,77 £ 0,02 -21,84 + 0,07 -17,41 + 0,06 -12,05 + 0,07
3GUN -4,00 -7,61 £ 0,03 -30,02 + 0,09 -15,38 + 0,05 -12,10 £ 0,06
3GUO -5,00 -5,92 + 0,05 -14,80 + 0,08 -12,19 + 0,07 -6,92 + 0,06
Correlagdo de Pearson -0,33 0,003 0,41 0,48
Correlagdo por media -0,29 + 0,02 0,08 + 0,02 0,47 + 0,02 0,53 + 0,02

de Bootstrap

Fonte: Elaborada pelo autor.

Comparagbes graficas dos valores experimentais das energias livres de
ligagdo com os valores estimados utilizando os dados de DM podem ser

encontradas na figura a seguir.



63

el =)

£ A £ B)

= 15 *> < L

3 ] -

E - > ¥ E I > ‘*,0 * -

2 20 =% : - %

S > s al ->

&} r } ; o S 4

l% 25 - K 3 ;:'; E ‘

2 = s = ) -

S i

3 30 £ 2 R

5] - I L L ’,

FR * 95 = b > * -

- - =

3 ash = 5 8

< ]

5 ] *

5] L

2 40 s 1 L 1 L I L | L 1 L 1 2 10 L 1 s L L 1 L 1 L 1 N 1

= -7 -6,5 -6 -5.5 -5 -4.5 -4 = -7 -6,5 -6 5.5 -5 4,5 4
Energia Livre de Ligagao Experimental (kcal/mol) Energia Livre de Ligagao Experimental (kcal/mol)

D)

P
> 5 ¢

Energia Livre de Ligagio Calculada (kcal/mol)
Energia Livre de Ligaciio Calculada (kcal/mol)

I £3
-25 i
230 . 1 A 1 L I A I L 1 A 1 230 L 1 . 1 L 1 L 1 A 1 N 1
-7 -6.5 -6 -5.5 -5 -4.5 -4 =7 -6.5 -6 -5.5 -5 -4,5 -4
Energia Livre de Ligagao Experimental (kcal/mol) Energia Livre de Ligacdo Experimental (kcal/mol)
Figura 7 - Comparacéo entre os dados experimentais e os valores obtidos de energia livre de ligagéo

para as simula¢cdes de DM par aos 30 complexos simulados. A) Energias obtidas das
simulacBes de DM no vacuo. B) Energias obtidas utilizando o método de LIE, com  =0,5
e a = 0,16. C) Energias obtidas utilizando o método de MM-GBSA. D) Energias obtidas
utilizando o método de MM-PBSA.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para as simulacbes de dindmica molecular, os calculos de energia livre de
interacd0 no vacuo sdo menos custosos quando comparado com métodos como
MM-GBSA e MM-PBSA, computacionalmente falando. Ao observarmos seus
resultados, na Tabela 3 e Figura 7 A), € possivel ver que esse modelo de célculo,
gquando analisamos os 30 ligantes juntos, a correlacdo com as energias
experimentais sdo bastante baixas, isto é, 0,003 quando analisamos a correlacdo de
Pearson e 0,08 + 0,02 por meio da média por bootstrapping, com desvio medio
absoluto de 4,36 kcal/mol (N=30).

Ao olharmos para os valores de energia calculados, € possivel ver que todos
eles foram superestimados, isto é, assumiram valores muito mais negativos e

favoraveis do que aqueles determinados experimentalmente.
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O método de Energia de Interacdo Linear (da sigla em inglés, LIE), que usou
como constante multiplicativa da contribui¢cao eletrostatica = 0,5 e como constante
multiplicativa da contribuigdo de van der Waals a = 0,16, apresentou os resultados
mais baixos para a correlacéo entre os dados experimentais e computacionais. Para
o conjunto com 30 ligantes, na Tabela 3 e Figura 7 B), o valor obtido para a
correlagdo de Pearson foi de -0,29, enquanto que utilizando a média por
bootstrapping, o valor de correlacdo obtido foi de -0,29 + 0,02, com desvio médio
absoluto 1,51 kcal/mol (N=30).

O método de Molecular Mechanics Generalized - Born Surface Area (MM-
GBSA) teve um custo computacional mais elevado comparado com 0s anteriores,
entretanto, isso resultou em uma correlagdo também maior. Para o conjunto
contendo os 30 ligantes, a correlacdo de Pearson entre as energias livre de ligacéo
experimentais e calculadas, como pode ser visto na Tabela 3 e o comportamento
observado na Figura 7 C), foi de 0,41, Usando a média por bootstrapping, a

correlacao foi de 0,47 £ 0,02, com um desvio médio absoluto de 3,09 kcal/mol.

Para esse método, os valores de energia livre de ligacao calculados também
foram superestimados, assumindo valores de energia mais favoraveis que aqueles

disponiveis na literatura.

O ultimo método utilizado para calcular as energias livres de ligacdo para os
dados da dindmica molecular foi o método de Molecular Mechanics - Poisson-
Boltzmann Surface Area (MM-PBSA). Dentre todas as maneiras de calcular as
energias usando DM, essa foi a que apresentou os melhores resultados, porém, o
custo computacional disso foi bastante elevado. A correlacdo de Pearson entre os
valores experimentais e o0s calculados, apresentados na Tabela 3 e o
comportamento observado na Figura 7 D), foi de 0,48. Utilizando a média por
bootstrapping, a correlacdo foi 0,53 + 0,02, com desvio médio absoluto de 3,28
kcal/mol.

Assim como os meétodos anteriores, a utilizacdo do método de MM-PBSA
também resultou em energias livres de ligagdo superestimadas quando comparadas

com as energias determinadas experimentalmente.
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Entre as abordagens utilizadas para o calculo das energias livres de ligacdo
para as simulacdes de MD, LIE se mostrou a pior delas, com correlagdes muito
baixas tanto para os 30 ligantes quanto para 0s conjuntos menores, porém, em
termos de custo computacional, ele é o mais barato. O calculo das energias livres no
vacuo foi a segunda pior estimativa e segunda menos custosa em termos
computacionais, porém, seus resultados ndo foram nada satisfatorios quando
comparados com MM-GBSA e MM-PBSA. Esses Ultimos ocupam o segundo e o
primeiro melhores lugares, respectivamente, em termos de maior correlacdo com 0s
dados experimentais, porém também ocupam as posicbes de maior custo
computacional, sendo MM-PBSA mais custoso que MM-GBSA. Além disso, 0s
valores das energias de ligacdo foram superestimados, com relacdo aos valores
absolutos, para todas as quatro abordagens utilizadas para obté-las. E valido
lembrar que todas as etapas que envolveram as simula¢des de DM, isto é, obtencao
das trajetérias e célculo das energias, foram realizadas em GPUs NVIDIA GTX 980
e/ou GTX 780.

Tabela 4 - Tempo gasto para obter as coordenadas por meio da dindmica molecular e para o céalculo
das variacfes de energia livre a partir das coordenadas geradas.

Método Simulacéao Tempo Gasto Processamento
DM Coordenadas ~15h 1x GTX 980
DM Energia — LIE <5 min 1x Xeon E5640
DM Energia — Vacuo ~3h 1x GTX 980
DM Energia — MM-GBSA ~7h 1x GTX 980
DM Energia — MM-PBSA ~12h 1x GTX 980

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 Monte Carlo

Apos testes preliminares, um espectro de temperaturas de MC adequado foi
testado em ampla amostragem de conformagao dos ligantes, porém, focando na
regido proxima ao minimo de energia, isto €, a estrutura cristalografica. Para os

resultados obtidas, mostraremos um conjunto de simulagbes de MC a temperatura
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de 250K, usando modelos eletrostaticos diferentes e métodos de amostragem
distintos.

As trajetérias das simulagdes de MC foram salvas em SYBYL MOL2, de modo
que a visualizagao de ambas as simulagdes pudesse ser feita utilizando ferramentas
como o VMD®® e o0 UCSF-Chimera.*®

4.2.1 Sample Torsion

Um dos métodos utilizados para gerar as configuracbes durante as
simulacdes de MC foi o que chamamos aqui de sample_torsion, o qual se baseia em
fazer uma translacdo aleatéria do centro de massa do ligante dentro do sitio de
interacdo do receptor, seguida por uma rotacdo também aleatéria e, por fim, uma
torcdo aleatoria envolvendo os atomos pesados do ligante para as moléculas que

possuem angulos de torgéo.

Além disso, dois diferentes tipos de modelos eletrostaticos foram utilizados
aqui para gerar as trajetérias: Coulomb e Poisson. A seguir, apresentaremos 0s

resultados obtidos para essas simulagdes.

4.2.1.1 Amostragem

Uma vez gerados os dados de MC, foi possivel fazer uma comparacao entre
ambos 0s modelos eletrostaticos e as amostragens geradas por DM. As imagens a

seguir mostram essa comparacao.
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Figura 8 - Histogramas apresentando a distribuicdo de RMSDs obtidos para a as simula¢cfes de cada
complexo. Os RMSDs séo calculados para o ligante somente e tendo como referéncia a
conformacdo cristalogréfica do ligante. Em azul, vemos a amostragem para as simulagdes
de DM. Em vermelho, estd a amostragem para as simula¢gbes de MC, para o conjunto de
pardmetros sample_torsion, Coulomb, 250K. Em verde, esta a amostragem, como uma
distribuicio de RMSD, para as simulagcbes de MC, para o conjunto de parametros

sample_torsion, Poisson, 250K.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao analisarmos a Figura 8 € possivel ver uma nitida diferenca entre as

simulacées de DM e MC: no geral, os desvios com relacdo as conformacgOes das

estruturas cristalograficas para os ligantes na maior parte dos complexos sao

relativamente maiores para MC do que para DM, apresentando alguns picos

distintos na distribuicdo de RMSD. Entretanto, além desses RMSDs maiores, a

maioria das simulacdes de MC amostrou também configuracdes nas faixas de

RMSD apresentadas por DM.
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Ao compararmos as amostragens geradas pelas simulagbes de MC por meio
de modelos eletrostéaticos distintos é possivel perceber que tal mudanca nédo resultou

em grande diferenca entre os estados de RMSD acessados.

Comparando os dados da amostragem por MC e as conformacdes dos
ligantes nas estruturas cristalograficas, as conformacfes amostradas apresentaram-
se dentro de um desvio de 6 A com relacéo as conformacdes experimentais (RMSD
para todos os atomos, como mostrado na figura a seguir, com as distribui¢cdes de
RMSD de acordo com os estados das energias amostradas para os complexos

analisados, com diferentes modelos eletrostaticos.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 10 - Avaliagdo das energias livres de ligacdo médias para as simulagcdes de MC para os 30

complexos como uma funcdo do RMSD do ligante comparado com a posicao
cristalografica. Aqui, o modelo eletrostatico € Poisson, temperatura é 250K e

amostragem é sample_torsion.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Ao compararmos as amostragens apresentadas nas Figura 9 e Figura 10 €
possivel ver que os perfis assumidos pelas distribuicdes de RMSD com relacdo as
energias livres de ligacdo médias nao foram muito diferentes um do outro, isto €, os
estados de RMSD acessados foram, essencialmente, os mesmos. Entretanto, se
focarmos na energia € possivel ver que a utilizagdo do modelo eletrostético de
Coulomb permitiu que os ligantes acessassem estados energeticamente mais
favoraveis, isto é, energias mais negativas. Isso se deve ao fato de o modelo de
Coulomb, que é menos robusto que o modelo de Poisson, tende a superestimar a
componente eletrostatica da energia livre de ligagdo quando comparado com o
modelo de PB.

Assim como para as simulacdes de DM, uma andlise dos angulos de diedro
formados pelos atomos pesados dos sete ligantes que apresentam ligacdes
torcionaveis também foi feita utilizando a ferramenta CPPTRAJ. Os resultados séo

0s mostrados na Figura 11.

Ligante Livre Ligante no Complexo
0m 0. . oM
GE) B MC- 250K - sample_torsion - Coulomb
JOI15} - 0.03
% Wi ) & MC- 250K - sample_torsion - Poisson
7 {
g 0,01 l 0,02 (
g | N
0,005} [ H 001
| weodbeoll bl | C2 )
T T S 1A ) + I + L > .
“L\n 120 60 0 ] 120 180 !'I.R(I 200 60 0 60 120 180 C4
Angulo (Graus) isobutilbenzeno

184L
Diedro formado pelos atomos: 1) C1-C1'-C2'- C3

Figura 11 - Andlise do perfil de angulos de diedro para o ligante 184L (isobutilbenzeno). No grafico, 1), indicado
acima dele, representa o angulo de diedro formado pelos atomos indicados na parte inferior da
figura, como mostrado na molécula e significa que os graficos naquela coluna apresentam
resultados para esse angulo. O nimero 2), indicado acima da coluna de graficos a direita indica que
os gréaficos nessa coluna apresentam resultados para os angulos de diedro correspondentes com a
parte inferior da figura. Em marrom, esta o perfil gerado por DM; em vermelho o perfil gerado por MC
a 250K, usando amostragem por sample_torsion e Coulomb como modelo eletrostatico; e em verde
o perfil gerado por MC a 250K, usando amostragem por sample_torsion e Poisson como modelo
eletrostatico.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A Figura 11 apresenta os gréaficos, normalizados, das distribuicbes de angulos
de diedros formados pelos atomos C1 — C1’ — C2’ — C3’ indicados na molécula,
obtidas a partir das analises das trajetorias das simulacdes de DM, em marrom, e de
MC, em vermelho para as simulacbes a 250K, utilizando amostragem por
sample_torsion e Coulomb como modelo eletrostéatico, e em verde para simulacdes
qgue usaram o modelo eletrostatico de Poisson, do ligante 184L livre e complexado.
Nela € possivel ver que todos os conjuntos de parametros usados para gerar as
simulacdes de MC apresentaram resultados bastante semelhantes entre si para a
amostragem dos angulos de diedro e, além disso, elas também apresentaram perfis
semelhantes aqueles gerados pelas simulacdes de DM.

No entanto, quando comparamos os resultados de ambos os métodos, é
possivel ver que a distribuicdo de angulos para as simulacées de Monte Carlo se da
de forma mais homogénea, ao passo que, para a dinamica molecular, existem
distribuicbes de base estreita em torno de alguns angulos mais acentuados. Além
disso, MC amostrou diedros que ndo foram amostrados por DM. A modificacdo do
modelo eletrostatico ndo influenciou a amostragem dos angulos de diedro para esse

ligante.

O perfil apresentado para os demais ligantes com ligacGes torcionaveis foi
bastante similar ao da Figura 11, com os &angulos de diedros amostrados

concentrados ao redor de angulos especificos.

Para avaliar a geracao de configuracdes dos ligantes que ocupassem todo o
espaco configuracional disponivel, a amostragem dos deslocamentos desses
ligantes dentro da caixa cubica de simulacdo e as rotacfes apresentadas por eles

sdo mostradas nas seguintes imagens.
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Figura 12 - Configurac6es amostradas dos ligantes livres e complexados durante as simulacfes de

utilizando sample_torsion como modelo de amostragem e Coulomb como

MC, a 250K
modelo eletrost

butilbenzeno) livre, acessando todo

ao.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 13 -

PDB ID: 186L PDB ID: 3HUK

Configuracbes amostradas dos ligantes livres e complexados durante as simulagbes de
MC, a 250K, utilizando sample_torsion como modelo de amostragem e Poisson como
modelo eletrostatico. A) apresenta o ligante 186L (n-butilbenzeno) livre, acessando todo
o0 espaco de conformacdes na caixa de simulacdo. B) apresenta o ligante 3HUK
(benzilacetato) livre, acessando todo o espaco de conformacgdes na caixa de simulagéo.
C) apresenta o ligante 186L, cujo receptor possui apenas a mutacdo L99A, no complexo,
ocupando todo o espago do sitio de ligacdo durante as simulacdes. D) apresenta o
ligante 3HUK, cujo receptor apresenta as mutacbes L99A e M102Q, no complexo,
ocupando todo o espaco do sitio de ligacdo durante as simulacgées.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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As Figura 12 e Figura 13 apresentam as configuracbes acessadas pelos
ligantes durantes as simula¢cdes. Ao compararmos tais figuras vemos que houve a
ocupacao de todo o espaco de conformacdes em ambas as situagdes, tanto para 0s
ligantes livres, que ocuparam toda a caixa de simulacdo determinada, quanto para

os ligantes nos complexo, que ocuparam todo o sitio de interacao.

O comportamento dos ligantes durante as simulagdes, isto €, o0s
deslocamentos no espaco Cartesiano e para os angulos de Euler, componente a
componente, para todos complexos também foi analisado — resultados podem ser
visto no APENDICE A — Deslocamentos na Caixa de Simulacdo — e mostrou que,

no geral, todos os ligantes amostram em todo o espaco de conformacoes.

4.2.1.2 Autocorrelacao

O tempo de correlacdo é a medida de qudo demorada € a transicdo de um
sistema de um estado para outro significativamente diferente do primeiro.?
Entretanto, embora esse conceito seja aplicado em simulacdes de DM, o tempo néo
€ um parametro considerado para simulacdes de MC, de modo que uma entidade
equivalente seria a correlacdo entre os passos da simulacdo,®* isto é, uma média
sobre as configuracfes geradas de modo que cada estado i ndo deve possuir
dependéncia direta, ou ‘memodria’, do estado i-2. Assim, o0 sistema evoluira de
maneira aleatéria de modo a ndo guardar informacdes de estados anteriores que

possam enviesar os resultados.

A fim de avaliar a correlagdo entre os passos aceitos durante as simulacdes
de MC e, consequentemente, a eficiéncia na geracdo de configuracbes que nao
dependessem de todas as anteriores, nés usamos uma funcdo de autocorrelacéo.®*
As figuras a seguir mostram o0s resultados obtidos para as andlises das

autocorrelacdes dos sistemas.
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Autocorrelacdes obtidas para as simulacdes de MC para todos os alvos, utilizando

amostragem do tipo sample_torsion, com temperatura de 250K e Coulomb como
modelo eletrostatico.

Fonte: Elaborada pelo autor.



80

A(t)

A(L)

At)

A(t)

A(t)

182
02 T
o .
02 | |
0 100 200 300 400 500
lag
1850
0.2 | T
0\.
02 | 1
0 100 200 300 400 500
lag
188L
02 |
0 Meeeetemmneeseam
02 | 1
0 100 200 300 400 500
lag
JIE]
02 T
- R
02 | |
0 100 200 300 400 500
lag
1XEP
02 T
0\7_ P pd
02 | L
0 100 200 300 400 500
lag

A(t)

A(t)

A(t)

A(t)

A(t)

183L
0.2 T T
0 Sevpmmerricy vors
'0.2 | | |
0 100 200 300 400
lag
186L

500

1LGW
0.2 | |
S
0.2 1 1 |
0 100 200 300 400 500
lag
1LI6
0.2 T .
) S——
_02 1 | |
0 100 200 300 400 500
lag
2RBO
0.2 T T
0\“‘ b + et
02 1 | L
0 100 200 300 400 500
lag

A(t)

A(t)

A(t)

A(t)

A(t)

184L
02 T T
AN
0.2 | | | |
0 100 200 300 400 500
lag
18711
02 T T T
Okw
0.2 | | 1 1
0 100 200 300 400 500
lag
1112
0.2 | |
O'A.-A.n e -
0.2 | | 1 1
0 100 200 300 400 500
lag
INHB
02 T
0 i Setprtapetat i
_02 | | |
0 100 200 300 400 500
lag
30MX
0.2 T
(S v
0.2 | I | |
0 100 200 300 400 500
lag

(continua)



81

(continuacéo)
36U) 36UK 36UL
0.2 . . ‘ . 0.2 . 0.4
2 o) — Z L-‘ comsepbrstatstbse - |
< < < e
_02 | | 1 | _02 | 1 1 _02 1 1 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
lag lag lag
3GUM 3GUN 36U0
0.2 \ T T T T 0.2 L T T T 0.2 T
- A\ fr) . . ) D s bt s "
g 0 e A e ‘ g e
02 1 1 | 1 02 1 | | 1 02 | | 1 |
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
lag lag lag
3HT8 3HTB 3HU8
0.4 . . . 0.4
) 0.2\\\-‘ 1 g - g U 7
< e < s < DL
_0.2 | | | | _0'2 | | |
0 100 200 300 400 500 400 500 0 100 200 300 400 500
lag lag
3HUA 3HUK 4Ws2
0.2 T T T T 0.2 T T T T 0.2 T
s .M\ T R ‘ o NN
< v < ! “ g ! T
_02 | | 1 | _02 | 1 1 _02 1 1 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
lag lag lag
4Ws3 4W55 4ws7
0.2 T T T T 0.6 T T T 0.6 T
N . | IR 1
z U - T M —
(0 ettt sttt e e
02 1 1 | 1 02 1 | |
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
lag lag
Figura 15-  Autocorrelagcbes obtidas para as simulagbes de MC para todos os alvos, utilizando

amostragem do tipo sample_torsion, com temperatura de 250K e Coulomb como
modelo eletrostatico.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Nas Figura 14 e Figura 15 é possivel perceber que quase todos os alvos
convergem rapidamente para zero, mostrando que a geragdo de configuragdes do
sistema esta de fato descorrelacionada, e fomentando a validade de tal geracdo. Os
ligantes mais discrepantes foram 3HTB, 4W55 e 4W57; todos os trés apresentam
ligacBes torcionaveis, o que poderia ser a fonte das diferencas. Entretanto, se
olharmos para os valores da autocorrelagéo apresentados nas Figura 14 e Figura 15,
€ possivel ver que eles néo estao distantes do zero, de modo que a descorrelacéo

entre uma configuracdo e outra também é valida para esses casos.

A utilizacdo de diferentes tipos de modelos eletrostaticos nao influenciou na

descorrelacéo entre as configuracdes dos sistemas.

4.2.1.3 Convergéncia

Para avaliar se as amostragens resultantes das simulacdes de MC foram
apropriadas e atingiram o estado de equilibrio, nés analisamos a convergéncia para
as energias livres de ligacdo calculadas. A fim de obté-las, testes com diferentes
guantidades de passos de MC foram realizados para os 30 complexos. As figuras a
seguir mostram o0s resultados de convergéncia para os sistemas, utilizando a
temperatura de 250K, amostragem do tipo sample_torsion para ambos os modelos

eletrostaticos.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Como mostrado acima, a maior parte dos complexos estudados apresentaram
convergéncia nos célculos de energia livre de ligacdo apés, aproximadamente, 5
milhdes de passos, de modo que definimos 4x10’ passos de MC como um valor

apropriado para realizar todas as simulacdes e prosseguir com as analises.

A utilizacdo de modelos eletrostéaticos diferentes resultou em valores distintos
de energia livre de ligagéo calculados, entretanto, 0 comportamento de convergéncia

da energia em, aproximadamente, 5 milhbes de passos se manteve.

4.2.1.4 Energialivre de Ligacao para MC

Os calculos de MC foram feitos a temperatura de Monte Carlo de 250K, para
os 30 complexos ligante-receptor. Uma comparacao entre os valores determinados
experimentalmente e as energias livres calculadas pode ser vista na Tabela 5. As

39-43

energias experimentais foram obtidas a partir de trabalhos publicados e um

trabalho de revisdo recente feito por Mobley e Gilson®.
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Tabela 5 - Comparacéo entre os dados experimentais e os dados calculados para os 30 complexos

analisados utilizando as simula¢des de Monte Carlo, a 250K, para os dois modelos

eletrostaticos.

Energia Livre de Ligagao

PDB ID Experimental (kcallmol) AEncT"™ (kcal/mol) AEncT™" (kcal/mol)
182L -5,46 -3,6 £0,2 -3,6 +0,1
183L -5,13 -4,33 £ 0,03 -4,65 + 0,03
184L -6,51 -7,7+0,3 -8,1+£0,2
185L -4,89 -4,87 + 0,03 -4,63 + 0,02
186L -6,70 -99+0,2 -10,2+£0,2
187L -4,67 -2,20 £ 0,06 -0,2+0,7
188L -4,60 -3,13 £ 0,04 -3,50 £ 0,04
1NHB -5,76 -0,82 + 0,06 -0,82 £ 0,05
3DMX -5,35 -1,13+ 0,04 -1,12 + 0,03
4W52 -5,19 -0,86 + 0,04 -0,84 + 0,03
4W53 -5,52 -1,06 £ 0,03 -0,87 £ 0,04
4W55 -6,55 -7Tx1 -7x1
4W57 -6,69 -9,1+0,3 -9,7+0,2
1LGW -5,53 -3,83 £ 0,07 -2,68 + 0,02
1LI2 -5,58 -1,86 £ 0,03 -1,35+0,03
1LI3 -5,87 -2,54 + 0,09 -1,22 + 0,04
1LI6 -5,25 -1,32 £ 0,03 -0,89 £ 0,01
1XEP -4,16 -45+0,2 -2,31 + 0,03
2RBO -5,52 -3,59 + 0,06 -3,20 £ 0,03
3HTS8 -5,04 -2,9+0,9 -0,9+£0,3
3HTB -5,33 -10,3+0,8 -7,7+£0,5
3HUS -4,02 -7,4+0,5 -6,8 £ 0,3
3HUA -4,61 -8,19 + 0,05 -6,44 + 0,04
3HUK -4,48 -12,3+0,1 -12,4+0,1
3GUJ -5,80 -2,29 £ 0,02 -1,77 £ 0,01
3GUK -5,30 -2,92 £ 0,02 -1,75 + 0,02
3GUL -5,50 -0,8+0,1 0,2+0,1
3GUM -4,90 -1,55 + 0,09 -0,47 £ 0,06
3GUN -4,00 -5,66 + 0,07 -2,46 £ 0,03
3GUO -5,00 -3,27 £ 0,04 -1,26 £ 0,03

Correlagdo de Pearson 0,08 0,22
Correlagdo por média de Bootstrap 0,16 + 0,02 0,30 + 0,02

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao compararmos as energias livres de ligacdo calculadas para os 30
complexos com os valores de energia livre experimentais é possivel ver que,
independentemente do conjunto de parametros utilizados para gerar tais energias o
valor da correlacdo entre os dados € bastante baixo. Entretanto, se retirarmos trés
dos ligantes, 3HU8, 3HUA e 3HUK podemos ver uma tendéncia maior das energias
a ter uma melhor correlagdo com os dados experimentais. As figuras a seguir

mostram esses resultados.
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Energia Livre de Ligagido Calculada (kcal/mol)

S A S B U B Y A T R U RE B
-7 -6,5 -6 5,5 -5 45 -4 7 -6,5 -6 -5.5 -5 45 4

Energia Livre de Ligagdo Experimental (kcal/mol)

Figura 18 - Comparacéo entre os dados experimentais e os valores obtidos para as simulac¢des de
MC, a 250K, utilizando Coulomb como modelo eletrostatico. (A) contém todos os 30
complexos simulados, com os dois ligantes mais discrepantes destacados em vermelho
(3HUS8, 3HUA e 3HUK). (B) Contém os 27 ligantes restantes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Utilizando a temperatura de 250K, com Coulomb como modelo eletrostético,
obtivemos uma correlacdo de Pearson de 0,08, enquanto que usando a média pro
bootstrapping a correlacao for de 0,16 + 0,02 para o conjunto de 30 ligantes (Figura
18 A), com o desvio absoluto médio de 2,61 kcal/mol (N=30). Entretanto, se
removermos alguns dos ligantes e olharmos para a Figura 18 B), que possui 27
deles, vemos que a correlacdo de Pearson aumenta para 0,40, enquanto que
usando a média por bootstrapping q correlacdo sobe para 0,46 + 0,02, com desvio
médio absoluto de 2,50 kcal/mol (N=27). Entretanto, é notavel a diferenca com
relacdo aos valores absolutos. Esse resultado deve-se ao fato de que o modelo
utilizado superestima as contribuicdes apolares das interacdbes bem como a

contribuicdo eletrostatica.
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Figura 19 - Comparacédo entre os dados experimentais e os valores obtidos para as simulagfes de
MC, a 250K, utilizando Coulomb como modelo eletrostatico. (A) contém todos os 30
complexos simulados, com os dois ligantes mais discrepantes destacados em vermelho
(3HUS8, 3HUA e 3HUK). (B) Contém os 27 ligantes restantes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao mudarmos o modelo eletrostatico para Poisson observamos um aumento
na correlacdo entre os valores de energia livre de interacdo experimental e o0s
calculados para os 30 complexos, chegando a 0,22 (para correlacdo de Pearson) e,
por meio da média por bootstrapping a correlacdo foi de 0,30 + 0,2, com desvio
absoluto médio de 2,75 kcal/mol (N=30). Novamente, se retirarmos alguns dos
ligantes da analise, Figura 19 B), a correlacdo aumenta, chegando a 0,58, na
correlacdo de Pearson, e por média de bootstrapping chegou a 0,61 + 0,02, com
desvio absoluto médio de 2,33 kcal/mol (N=27). Assim como para 0 caso anterior, 0S
valores absolutos das energias experimentais nao foram obtidos, apenas o perfil de

correlacao entre elas.

Ao compararmos os modelos utilizados para o calculo das energias livres de
interacao fica bastante claro que o metodo possui limitagdes, principalmente por nao
ser capaz de acertar os valores absolutos. Porém, é nitida a melhora nos resultados
ao utilizar Poisson como modelo eletrostatico, o que era de se esperar, uma vez que

esse modelo é mais robusto.

Ainda sim, considerando todos os 30 ligantes, a correlagdo com os dados
experimentais se mostrou baixa, de modo a sugerir que uma mudanca deva ser

aplicada ao modelo para que possamos melhorar nossos calculos.
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Uma alternativa € utilizar um parédmetro de amortecimento no potencial de
Lennard-Jones, para diminuir a intensidade das energias nas regides de distancia
interatbmicas tendendo a zero, compensando a rigidez do receptor e permitindo que
o sistema acesse estados de energia ndo disponiveis anteriormente,®® fazendo a

componente da energia ndo-ligada assumir a forma:

Aij _ Bij
(rij+ouy)” (ry+ory)°

Enso-tigado = Ziij( ) + Xizj i@ (17) (4.1)

7

gi € a carga do atomo i, r; € a distancia entre os atomos i e j, A e B sdo os
parametros de Lennard-Jones para os atomos i e j, @(r) é o potencial eletrostatico,
(Coulomb ou PB) e 6., € a constante de amortecimento. Temos assim:

Tabela 6 - Comparacgéo entre os dados experimentais e os dados calculados para os 30 complexos

analisados utilizando as simulagBes de Monte Carlo, & 250K, para os dois modelos
eletrostaticos, utilizando 0,5 A como a constante de amortecimento no potencial de

Lennard-Jones.

PDB ID EE”Xegg;f‘m'g‘r’]’t'gl‘iﬁc'gsrf}%?)o AEpcSUo™ (kcal/mol) SPoisson (i calimol)
182L -5,46 -3,6+0,2 -3,6+0,2
183L -5,13 -4,28 + 0,04 -4,59 + 0,03
184L -6,51 -7,7+£0,2 -8,2+£0,1
185L -4,89 -4,82 + 0,06 -4,60 £ 0,03
186L -6,70 -10,0+£0,2 -10,2+£0,2
187L -4,67 -2,13+ 0,03 -2,25 + 0,03
188L -4,60 -3,09 £ 0,05 -3,44 £ 0,04
1NHB -5,76 -0,81 + 0,08 -0,78 £ 0,06
3DMX -5,35 -1,09 + 0,02 -1,09 + 0,02
4W52 -5,19 -0,8£0,3 -0,81 + 0,02
4W53 -5,52 -1,0+0,3 -0,84 £ 0,04
4W55 -6,55 -7x1 -7x1
4W57 -6,69 -9,0+0,5 -9,7+0,2
1LGW -5,53 -3,77 £ 0,08 -2,66 + 0,03
1LI2 -5,58 -1,85 £ 0,04 -1,31+£0,03
1LI3 -5,87 -2,51 + 0,05 -1,17 £ 0,04
1LI6 -5,25 -1,25 £ 0,03 -0,85 £ 0,03
1XEP -4,16 -4,4 +0,2 -2,27 £ 0,05
2RBO -5,52 -3,55 + 0,08 -3,17 £ 0,04
3HTS8 -5,04 -2,9%0,7 -0,9x0,2
3HTB -5,33 9zx1 -7,6 04
3HUS8 -4,02 -7,4 £ 0,07 -6,9+0,3
3HUA -4,61 -8,14 + 0,05 -6,38 £ 0,02
3HUK -4,48 -12,4+£0,2 -12,22 + 0,09
3GUJ -5,80 -2,25+ 0,03 -1,72 £ 0,02
3GUK -5,30 -2,85 + 0,03 -1,70 £ 0,02
3GUL -5,50 -0,74 £ 0,09 0,3+0,2
3GUM -4,90 -1,46 + 0,09 -0,34 £ 0,07
3GUN -4,00 -5,61 £ 0,09 -2,41 £ 0,03
3GUo -5,00 -3,26 + 0,08 -1,21 + 0,03

Correlagédo de Pearson 0,07 0,21
Correlacdo por média de Bootstrap 0,15+ 0,02 0,29 + 0,02

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Novamente, se olharmos para as correlagbes para os 30 complexos vemos
valores bastante baixos, porém, assim como no caso anterior, ao retirarmos 0S
mesmos trés ligantes, observamos uma melhora na tendéncia de correlacdo entre
as energias experimentais e as calculadas. A seguir estdo representados o0s
graficos.

Energia Livre de Ligaco Calculada (kcal/mol)

15 P U I R I SR | 15 P I R I ST SR
-7 -6,5 -6 -5,5 -5 -4.5 -4 -7 -6,5 -6 5.5 -5 4.5 -4

Energia Livre de Ligagdo Experimental (kcal/mol)

Figura 20 - Comparacédo entre os dados experimentais e os valores obtidos para as simulacdes de
MC, a 250K, utilizando Coulomb como modelo eletrostatico e 0,5 A como constante de
amortecimento. (A) contém todos os 30 complexos simulados, com os dois ligantes mais
discrepantes destacados em vermelho (3HU8, 3HUA e 3HUK). (B) Contém os 27
ligantes restantes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao utilizar 0,5 A como constante de amortecimento e Coulomb como modelo
eletrostatico obtivemos uma correlacdo de Pearson de 0,07 para o conjunto dos 30
ligantes, e 0,15 + 0,02 por meio da média por bootstrapping, com desvio médio
absoluto de 2,57 kcal/mol (N=30). Ao removermos os trés ligantes, a correlacdo de
Pearson sobe para 0,40, enquanto a correlagdo média por bootstrapping vai para
0,47 £ 0,02, com desvio médio absoluto de 2,30 kcal/mol (N=27). Aqui, como nos
casos anteriores, os valores absolutos das energias ndo foram obtidos, apenas o
perfil correspondente.
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Figura 21 - Comparacao entre os dados experimentais e os valores obtidos para as simula¢des de
MC, a 250K, utilizando Poisson como modelo eletrostatico e 0,5 A como constante de
amortecimento. (A) contém todos os 30 complexos simulados, com os dois ligantes mais
discrepantes destacados em vermelho (3HU8, 3HUA e 3HUK). (B) Contém os 27
ligantes restantes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Utilizando Poisson como modelo eletrostatico e 0,5 A como constante de
amortecimento, a correlacdo de Pearson entre os dados experimentais e 0s
calculados foi de 0,21, enquanto a correlagdo por média de bootstrapping foi de 0,29
+ 0,02, com desvio médio absoluto de 2,71 kcal/mol (N=30). Ao retirarmos os trés
ligantes, como nos casos anteriores, 0s valores de correlacdo entre os dados
sobem, com a correlagdo de Pearson chegando a 0,56 enquanto a correlagdo por
média de bootstrapping atinge 0,61 + 0,02, com desvio médio absoluto de 2,47
kcal/mol.

Aqui, utilizar Poisson com modelo eletrostatico também resultou numa
melhora significativa na correlagéo entre os dados experimentais e agueles obtidos a
partir das simulagcbes de MC. Entretanto, o amortecimento nado apresentou
resultados muito melhores do que aqueles obtidos sem a utilizacdo de tal estratégia.

Dessa forma, uma melhora nas simula¢des ainda era necesséaria.

Para os modelos anteriores, o termo correspondente a solvatagéo era levado
em conta para os calculos das energias livres de interacdo. Uma vez que 0s
sistemas biolégicos macromoleculares e interagentes costumam estar imersos em
agua, utilizar um modelo que leve em consideracdo o solvente, e que tem

63-65

apresentado resultados interessantes, se mostra uma alternativa para ser
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adicionada aos nossos célculos. Assim, utilizando o modelo proposto por Stouten®® e
Verkhivker®®, o potencial ndo ligado assume a seguinte forma:
Aij Bij

Enﬁo—ligado = Ziij(

) ()

) + Xixj P (1) (4.2)

+ TIINTES X + SiX;

gi € a carga do atomo i, rj € a distancia entre os atomos i e j, A e B sdo os
parametros de Lennard-Jones para os atomos i e j, @(r) € o potencial eletrostatico,
(Coulomb ou PB), S; é o parametro de solvatacao atbmica e é proporcional ao carga

ai, (S; = ag? + B, com a e B ajustaveis), X; é o volume de dessolvatacgéo, dado por

1) g S C) 43

X =3

onde a é o raio atdbmico do atomo j, e o = 3,5 A. Os resultados utilizando esse

o3

modelo podem ser vistos a seguir.
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Tabela 7 - Comparacéo entre os dados experimentais e 0s dados calculados para os 30 complexos
analisados utilizando as simulagGes de Monte Carlo, a 250K, para os dois modelos
eletrostaticos, utilizando os como parametros de solvatacdo a = 0,2 kcal/(mol.e®) e B = -
0,005 kcal/mol.

PDB ID EE”Xegg;f‘mLe"r’];gl‘zﬁc';f/’%%‘]‘;’ AE 3™ (kcal/mol) AEwcT=" (kcal/mol)
182L -5,46 -0,7+0,1 -0,7+£0,2
183L -5,13 -2,02 + 0,03 -2,34 £ 0,02
184L -6,51 -5,5+0,2 -5,8+0,1
185L -4,89 -1,65 + 0,03 -1,45 + 0,02
186L -6,70 -7,5+£0,2 -7,8+0,2
187L -4,67 -0,21 £ 0,04 -0,32 £ 0,04
188L -4,60 -1,20 £ 0,03 -1,59 £ 0,03
1NHB -5,76 1,34 £ 0,09 1,33 £ 0,07
3DMX -5,35 0,95 + 0,03 0,97 + 0,03
4W52 -5,19 1,21 £ 0,03 1,27 £ 0,03
4W53 -5,52 1,08 £ 0,04 1,25+ 0,03
4W55 -6,55 -4,2+0,9 4+1
4W57 -6,69 -6,7+0,4 -7,3+0,1
1LGW -5,563 2,6 £ 00,1 3,64 + 0,03
1LI2 -5,68 2,61+0,02 3,14 + 0,03
1LI3 -5,87 2,03 + 0,07 3,37+ 0,03
1LI6 -5,25 1,28 £ 0,02 1,69 + 0,03
1XEP -4,16 1,4+0,1 3,63 +0,03
2RBO -5,52 0,44 + 0,05 0,79 + 0,04
3HT8 -5,04 2,1+0,9 3,9+0,3
3HTB -5,33 -5,3+0,9 -2,7+0,5
3HU8 -4,02 -2,1+0,6 -1,7+0,5
3HUA -4,61 -4,05 £ 0,09 -2,28 £ 0,03
3HUK -4,48 -5,6 £ 0,2 -5,5+0,2
3GUJ -5,80 0,54 + 0,03 1,05 £+ 0,02
3GUK -5,30 -0,17 £ 0,05 0,99 + 0,02
3GUL -5,50 2,0+£0,2 3,0£0,1
3GUM -4,90 0,98 + 0,06 2,10 + 0,05
3GUN -4,00 1,04 £ 0,09 4,27 + 0,02
3GUO -5,00 15+0,1 3,54 + 0,03

Correlagdo de Pearson 0,33 0,42
Correlagcdo por média de Bootstrap 0,40 + 0,02 0,48 + 0,02

Fonte: Elaborada pelo autor.

Como pode ser visto na Tabela 7, ao adicionarmos o termo correspondente a

solvatagdo aparece uma melhora significativa na correlagdo entre os dados

experimentais e os calculados comparando os 30 complexos. Entretanto, apesar de

ser melhor que os outros modelos de MC apresentados aqui, os valores de

correlacdo ainda foram baixos. Se retirarmos 0s mesmos trés pontos que retiramos

anteriormente, teremos os resultados que séo apresentados nas figuras a seguir.
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Energia Livre de Ligacao Calculada (kcal/mol)
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Figura 22 - Comparacao entre os dados experimentais e os valores obtidos para as S|mula%oes de
MC, & 250K, utilizando Coulomb como modelo eletrostatico e a = 0,2 kcal/(mol.e™) e B =
-0,005 kcal/mol como parametros de solvata¢do. (A) contém todos os 30 complexos
simulados, com os dois ligantes mais discrepantes destacados em vermelho (3HUS,
3HUA e 3HUK). (B) Contém os 27 ligantes restantes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Utilizando Coulomb como modelo eletrostatico, a = 0,2 kcal/(mol.e?) e B =
-0,005 kcal/mol como parametros de solvatacdo a correlacdo de Pearson obtida para
os 30 ligantes complexados foi de 0,33, enquanto que pela média de bootstrapping a
correlacao foi de 0,40 = 0,02, com desvio médio absoluto de 2,47 kcal/mol (N=30).
Ao retirarmos os ligantes 3HU8, 3HUA e 3HUK a correlacdo de Pearson sobe para
0,57, enquanto por meio da média de bootstrapping o valor vai para 0,62 + 0,02, com
desvio médio absoluto de 2,32 kcal/mol (N=27).
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Figura 23 - Comparacéo entre os dados experimentais e os valores obtidos para as simulagfes de
MC, a 250K, utilizando Poisson como modelo eletrostatico e a = 0,2 kcal/(mol.e'z) ep=-
0,005 kcal/mol como parédmetros de solvatacdo. (A) contém todos os 30 complexos
simulados, com os dois ligantes mais discrepantes destacados em vermelho (3HUS,
3HUA e 3HUK). (B) Contém os 27 ligantes restantes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Observando a Figura 23 é possivel ver que utilizando Poisson como modelo
eletrostatico e os mesmos valores indicados anteriormente para os parametros de
solvatacao, a correlacdo de Pearson obtida para os 30 ligantes foi de 0,42, enquanto
que por meio da média de bootstrapping o valor foi de 0,48 + 0,02, com desvio
médio absoluto de 2,81 kcal/mol (N=30). Se retirarmos 0os mesmos trés ligantes,
indicados em vermelho no gréfico, a correlacdo entre os dados calculados e os
experimentais sobe para 0,64, ao passo que por meio da média de bootstrapping a

correlagcdo sobe para 0,68 = 0,02, com desvio médio absoluto de 2,72 kcal/mol
(N=27).

Assim como todos 0s casos anteriores, adicionar os termos de solvatagéo a
energia livre de ligacdo nao resultou nos valores absolutos, porém, o perfil de

tendéncia a se correlacionar também foi observado.

4.2.1.5 Aproximacgao de Primeira Ordem

O calculo da entropia para os ligantes pode ser feito por meio do método de

aproximacdo de primeira ordem descrito anteriormente. Para a andlise desse
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meétodo, apenas as simulacdes do tipo sample_torsion tiveram seus valores de
entropia configuracional calculados, além disso, apenas aqueles receptores que
possuem somente a mutacdo L99A e os que possuem as mutagdes L99A e M102 E
foram considerados (isto é, para apenas L99A: 182L, 183L, 184L, 185L, 186L, 187L,
188L, 1INHB, 3DMX, 4W52, 4W53, 4W55 e 4W57; e para L99A/M102E: 3GUJ,
3GUK, 3GUL, 3GUM, 3GUN 3GUO), cujos valores de entalpia e entropia foram
obtidos a partir de calorimetria de titulacdo isotérmica, por Morton e seus

colaboradores™® no primeiro caso e Liu e colaboradores no segundo.®®

A Tabela 8, apresenta os valores de energias, entalpias e entropias
experimentais e os valores calculados por meio das simulagées de Monte Carlo, com
suas respectivas correlagdes, utilizando a temperatura de 250K, Coulomb como
modelo eletrostatico, sem levar em consideracdo a solvatagdo, mas adicionando a

constante de amortecimento de 0,5 A.

Tabela 8 - Anadlise da contribuigdo entropica para a energia livre de ligagdo. Comparagéo entre os
valores experimentais de energia, entalpia e entropia com os valores estimados pelo
LiBELa, para a temperatura de 250K, Coulomb como modelo eletrostatico, sem
solvatacdo, com 0,5 A como constante de amortecimento. Na tabela, AGeyp, AHeyp € -
TAS.,, representam, respectivamente, as energias livres de ligagdo, entalpias e entropias
experimentais. AGgye, AHcaic € -TAScqc representam, respectivamente, as energias livres
de ligacao, entalpias e entropias calculadas.

PDB ID AGexp AHexp 'TASexp AGcalc AHcalc 'TAScalc
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
182L -5,46 -8,04 2,58 -3,563 -5,38 1,85
183L -5,13 -8,31 3,18 -4,28 -6,19 1,91
184L -6,51 -7,09 0,56 -7,70 -9,57 1,87
185L -4,89 -11,23 6,34 -4,82 -6,80 1,98
186L -6,70 -8,06 1,36 -9,96 -11,92 1,96
187L -4,67 -6,97 2,30 -2,13 -3,73 1,60
188L -4,90 -8,45 3,85 -3,09 -4,64 1,55
1NHB -5,76 -6,76 1,00 -0,81 -2,50 1,70
3DMX -5,35 -6,32 1,13 -1,09 -2,78 1,69
4W52 -5,19 -6,32 1,13 -0,76 -2,25 1,49
4W53 -5,52 -6,53 1,10 -0,95 -2,64 1,69
4W55 -6,55 -9,97 3,42 -6,95 -8,89 1,94
4W57 -6,69 -8,06 1,36 -9,04 -11,03 1,99
3GUJ -5,80 -6,00 0,19 -2,25 -4,10 1,85
3GUK -5,30 -5,30 0,03 -2,85 -4,85 2,00
3GUL -5,50 -5,00 -0,50 -0,74 -2,69 1,95
3GUM -4,90 -3,70 -1,16 -1,46 -3,32 1,86
3GUN -4,00 -8,10 4,10 -5,61 -7,59 1,97
3GUO -5,00 -9,20 4,20 -3,26 -5,20 1,94
Correlagcdo de Pearson 0,54 0,53 0,09
Correlacdo por média de Bootstrap 0,54 + 0,03 0,50 + 0,01 0,13+ 0,01

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 24 - Comparacéo das correlacdes entre os valores experimentais e os valores calculados de
entropia (-TAS) e entalpia (AH). Valores calculados utilizando Coulomb como modelo
eletrostatico e 0,5 A como constante de amortecimento.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 24 A) compara os valores de entalpia com os valores de entropia
obtidos experimentalmente. A correlacédo de Pearson entre essas grandezas foi de
-0,92. Dessa forma, o que esperariamos ver na correlacdo entre os valores
calculados seria um perfil parecido a esse. Assim, a Figura 24 B) apresenta os
resultados obtidos na qual, o valor da correlacdo foi de r = -0,60, o que nédo é téao
bom quanto a comparacao entre os dados experimentais, mas € consideravelmente

boa, apresentando o mesmo perfil.

7z

Da Tabela 8 é possivel ver que a contribuicdo entélpica € muito mais
consideravel na composi¢cdo das energias livres de ligacdo do que a contribuigdo
entropica. Além disso, os valores estimados ndo sdo os mesmos dos valores

absolutos.

A Tabela 9, apresenta os valores de energias, entalpias e entropias
experimentais e os valores calculados, com suas respectivas correlagbes, Poisson
como modelo eletrostatico, 250K como temperatura e também sem levar em

consideracédo a solvatagéo, mas adicionando a constante de amortecimento de 0,5A.
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Tabela 9 - Analise da contribuicdo entropica para a energia livre de ligacdo. Comparagdo entre os
valores experimentais de energia, entalpia e entropia com os valores estimados pelo
LiBELa, para a temperatura de 250K, Poisson como modelo eletrostatico, sem
solvatacdo, com 0,5 A como constante de amortecimento. Na tabela, AGeyp, AHeyp € -
TAS.,, representam, respectivamente, as energias livres de ligagéo, entalpias e entropias
experimentais. AG¢ye, AHcac € -TAS 4 representam, respectivamente, as energias livres
de ligacao, entalpias e entropias calculadas.
PDB ID AGexp AHexp 'TASexp AG‘calc AHcalc 'TAScaIc
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
182L -5,46 -8,04 2,58 -3,52 -5,34 1,82
183L -5,13 -8,31 3,18 -4,59 -6,49 1,90
184L -6,51 -7,09 0,56 -8,17 -10,04 1,87
185L -4,89 -11,23 6,34 -4,60 -6,57 1,97
186L -6,70 -8,06 1,36 -10,22 -12,16 1,94
187L -4,67 -6,97 2,30 -2,25 -3,84 1,59
188L -4,90 -8,45 3,85 -3,44 -4,98 1,54
1NHB -5,76 -6,76 1,00 -0,78 -2,46 1,68
3DMX -5,35 -6,32 1,13 -1,09 -2,76 1,68
4W52 -5,19 -6,32 1,13 -0,81 -2,45 1,65
4W53 -5,52 -6,53 1,10 -0,84 -2,71 1,87
4W55 -6,55 -9,97 3,42 -6,65 -8,55 1,90
4W57 -6,69 -8,06 1,36 -9,70 -11,70 1,99
3GUJ -5,80 -6,00 0,19 -1,72 -3,56 1,84
3GUK -5,30 -5,30 0,03 -1,70 -3,69 2,00
3GUL -5,50 -5,00 -0,50 0,32 -1,60 1,92
3GUM -4,90 -3,70 -1,16 -0,34 -2,19 1,84
3GUN -4,00 -8,10 4,10 -2,41 -4,36 1,95
3GUO -5,00 -9,20 4,20 -1,21 -3,14 1,93
Correlagédo de Pearson 0,66 0,51 0,04
Correlagdo por média de Bootstrap 0,66 +0,02 0,45+0,01 0,08 + 0,01
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 25 - Comparacédo das correlacdes entre os valores experimentais e os valores calculados de
entropia (-TAS) e entalpia (AH). Valores calculados utilizando Poisson como modelo

eletrostatico e 0,5 A como constante de amortecimento.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A Figura 25 mostra novamente a correlagao entre os valores experimentais de
entalpia e entropia (r = -0,92) e apresenta ao lado uma comparacgao entre os valores
calculados utilizando Poisson como modelo eletrostatico. A correlacao obtida nesse
caso foi de -0,39, indicando que para essa situagao, o modelo anterior foi melhor.

Da Tabela 9 também fica claro que a contribuicdo da entalpia para compor a
energia livre de ligagdo € maior do que a contribuigdo da entropia e, novamente, os

valores estimados aqui nao acertaram os valores experimentais.

4.2.2 Full Flex

Embora os resultados anteriores tenham se mostrado relativamente
satisfatorios, em especial quando retiramos trés dos 30 ligantes analisados, o
método utilizado para gerar as configuracdes geradas pelas simula¢cdes ndo segue
propriamente o rigor de uma amostragem de Monte Carlo com o algoritmo de
Metropolis. Isso acontece devido a dificuldade em se fazer simula¢cdes no chamado
‘espaco de diedros’, o qual requer o uso de um termo de corregao Jacobiano para
satisfazer o principio da reversibilidade e amostrar angulos de diedro de forma nao
enviesada.®” O exemplo a seguir demostra esta dificuldade.

Consideremos, como exemplo, um sistema composto por uma molécula
diatbmica, com atomos A e B, numa caixa 2D de largura L, cuja funcédo de particdo

seja dada por
1 L L L L .
/Z = /1124_/123_[0 dx4 fo dyA fO dxB fo dyBe U(r)/kgT (44)

onde A* é o comprimento de onda térmico para o atomo A, A® para o &tomo B, x*, x®,
y* e y® sd0 as coordenadas cartesianas para ambos os atomos, T é a temperatura
do sistema, ks é a constante de Boltzmann. U(r) = k(r — rg)%/2, com r sendo a
separacao entre os atomos, ro € o comprimento de equilibrio da ligagdo. r, < L e
A < L. A dificuldade em resolver a equacéo (4.4) deve-se ao fato de ndo ser muito
claro como fazer as integracdes em x e y, dado que U(r) também depende de x e y,

uma vez que r = r(x,y).%®
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A alternativa € usar as coordenadas internas, ou coordenadas generalizadas,
que sdo, basicamente, coordenadas relativas, em oposi¢cdo as coordenadas

absolutas.®®

Ao usarmos coordenadas internas € possivel mudar nossas variaveis de
integracdo para que elas correspondam a energia potencial. Assim, a configuracao
cartesiana, isto &, x”, x®, y* e y®, pode ser descrita como um x*, y*, r e @, onde @ é
um angulo dado a orientacdo da molécula baseado em qualquer valor de referéncia

escolhido. Aqui escolheremos A como tal.

Apesar de parecer simples, nao € trivial mudar para coordenadas internas na
funcdo de particdo, uma vez que € necessario preservar o sentido fisico da funcéo
de particdo, o que implicara em preservar seu valor matematico. Porém, se so0

integrarmos as variaveis (x*, y*

, I, @) estaremos cometendo um erro, porque o
significado de uma funcdo de particdo do tipo (4.4) diz que todas as possiveis
configuracées cartesianas, isto &, todos os valores de x*, x®, y*, y®, sdo examinados
numa mesma base e, entdo, pesados por um fator de Boltzmann. Se pensarmos em
avaliar a integral amostrando todo o espaco, podemos pegar um numero igual de
pontos para todo pequeno “volume® num espago de configuragdes

quadridimensional e avaliar o fator de Boltzmann a cada ponto.®®

A sutileza vem de examinarmos todas as possiveis posicées de B dado um A
fixo. Os valores cartesianos de x®, y® devem ser conferidos numa base uniforme
(antes de pesar pelo fator de Boltzmann). Mas isso ndo equivale a amostrar
uniformemente r e @. O motivo disso € que se amostrarmos as coordenadas
cartesianas de B para um A fixo, amostrariamos, necessariamente, mais valores
distantes, isto €, para r maiores. Por outro lado, se amostrarmos uniformemente em
r, entdo, por definicdo, conseguimos o0 mesmo numero de configuracdes para cada r.

E essa é a origem do fator de correcéo Jacobiano para mudanca de coordenadas.®®

Exemplos de corre¢bes por Jacobianos para os angulos de diedro podem
sem encontrados no trabalho de Herschbach e colaboradores.®®
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Figura 26 - Diedros amostrados para a parte alifatica, durante uma simulagdo sem a utilizagdo de um
fato de correc¢éo jacobiano, para o ligante 4W55 (N-propilbenzeno).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 26 apresenta os diedros gerados para o ligante 4W55, sem utilizar o
fator de correcao jacobiano para a mudancga de coordenadas. Fica bastante claro, ao
observar essa figura, que todo o espaco de diedros ndo € amostrando durante uma

simulacéo utilizando sample_torsion.

Nas simulacdes realizadas neste projeto, diversos ligantes possuem angulos
de torcdo e, para estes, a amostragem em todo o espaco de configuracdes nao
estava acontecendo, isto é, ao gerarmos as configuragfes para 0s nossos ligantes
com ligagcOes torcionaveis, apenas uma parcela era amostrada de modo que uma

correcdo no modelo deveria ser feita.

Como foi descrito na secdo 3 (MATERIAIS E METODOS), a amostragem
utilizando o algoritmo full_flex tenta contornar esse problema, fazendo com que os
atomos envolvidos nas ligagBes torcionaveis possam acessar qualquer lugar do
espaco de configuracbes. Tal modelo de amostragem ainda estd em
desenvolvimento e ainda carece de aprimoramentos, porém, a seguir, apresentamos

0s primeiros resultados obtidos utilizando esse método.
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Uma vez que para todos os resultados apresentados até entdo utilizando MC
a utilizacdo de Poisson como modelo eletrostatico resultou em melhores

correlacdes, aqui mostraremos apenas os resultados para esse modelo.

4.2.2.1 Amostragem

Assim para sample_torsion, uma vez geradas as trajetérias por meio das
simulacdes de MC full_flex, uma comparacdo com DM e sample_torsion pode ser

feita. As imagens a seguir mostram essa comparacao.
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Figura 27 - Resultado das amostragens obtidas nas simula¢cdes. Em azul, vemos a amostragem,
como uma distribuicdo de RMSD, para as simulagbes de DM. Em vermelho, esta a
amostragem, como uma distribuicAo de RMSD, para as simulacbes de MC, para o
conjunto de parametros sample_torsion, Poisson, 250K. Em verde, est4d a amostragem,
como um distribuicdo de RMSD, para as simula¢gfes de MC, utilizando full_flex e Poisson
como modelo eletrostatico.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Assim como descrito na secado 4.2.1.1, aqui, para amostragem do tipo
full_flex, também existe uma nitida diferengca com relacdo ao resultado para DM.

Para esse novo modelo, os desvios com relacdo a estrutura cristalografica também
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foram maiores quando comparamos com a dinamica molecular, indicando que as
simulacg@es visitaram uma quantidade maior de conformacdes. Entretanto, também é
possivel ver na Figura 27 que, além dos RMDS maiores, as simulagcbes de MC

full_flex amostraram as conformacdes amostradas pela DM.

Se comparamos sample_torsion com full_flex vemos que ambos amostraram

praticamente as mesmas distribuicdes de RMSD ao longo das simulagoes.

Assim como no caso anterior, ao compararmos os dados da amostragem por
MC full_flex e as conformacbes dos ligantes nas estruturas cristalograficas, vemos
que as conformacgdes amostradas se apresentaram dentro de um desvio de 6 A com
relacdo as conformacfes experimentais (RMSD) para todos os atomos de acordo
com as energias amostradas para o sistema. A figura a seguir mostra o perfil de
energia assumido pelos complexos durante as simulagbes e os estados de

ocupacéo de RMSD.
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Figura 28 - Avaliacdo das energias livres de ligacdo médias para as simulacdes de MC para os 30
complexos como uma funcdo do RMSD do ligante comparado com a posicao
cristalografica. Aqui, 0 modelo eletrostatico € Poisson, temperatura € 250K e

amostragem é full_flex.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na Figura 28 é possivel ver que os estados de energia acessados durante as
simulagdes utilizando full_flex como modelo de amostragem e Poisson como modelo
eletrostatico se assemelham muito com os perfis apresentados por esse mesmo
modelo eletrostatico, porém, utilizando sample_torsion. A diferenca se da na
distribuicdo de pontos apresentados nos gréficos, indicando que ao utilizarmos
full_flex, os ligantes acessam estados de energia, variados com o RMSD, bastante
distintos, sem apresentar as ‘faixas continuas’ que vimos com sample_torsion, uma

vez que agora as conformacdes sdo amostradas de maneira mais precisa.

Assim como para DM e para o outro modelo de amostragem por MC, também
fizemos uma analise dos angulos de diedro formados pelos atomos pesados dos
ligantes que possuiam ligacBes torcionaveis. A seguir apresentamos o resultado

obtido para um dos ligantes.

Ligante Livre Ligante no Complexo B om
00 004 | [l WC- 250K - sample_torsion - Coulomb
B MC - 250K - sample_torsion - Poisson
E 0,015 { 003 ] MC - 250K - full flex - Poisson
o
E 0.01 Lo
7]
0 | NG
E 0,005 s . o001 o
PO, S . W [ . S [T SIS Cl Y W i s i Wl \’(\?
180 120 ] 1] o) 120 180 180 1200 <60 0 ] 120 180
isobutilbenzeno
Angulo (Graus)

184L

Diedro formado pelos atomos: 1)C1-C1'-C2'-C3’

Figura 29 - Analise do perfil de angulos de diedro para o ligante 184L (isobutilbenzeno). No gréfico,
1), indicado acima dele, representa o angulo de diedro formado pelos atomos indicados
na parte inferior da figura, como mostrado na molécula e significa que os gréaficos
naquela coluna apresentam resultados para esse angulo. O nimero 2), indicado acima
da coluna de graficos a direita indica que os graficos nessa coluna apresentam
resultados para os angulos de diedro correspondentes com a parte inferior da figura. Em
marrom, est4 o perfil gerado por DM; em vermelho o perfil gerado por MC a 250K,
usando amostragem por sample_torsion e Coulomb como modelo eletrostatico, e em
verde o perfil gerado por MC a 250K, usando amostragem por sample_torsion e Poisson
como modelo eletrostatico; e em laranja esta representado o perfil gerado por MC a
250K, usando full_flex como amostragem e Poisson como modelo eletrostatico.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A Figura 29 apresenta os graficos normalizados com as distribuicdes de
angulos de diedro formado pelos atomos Cl1 — C1’ — C2° — C3’ indicados na
molécula, obtidas a partir das analises das trajetérias das simulacées de DM e MC,
com ambos os modelos de amostragem e modelos eletrostaticos, como indicado na
legenda da figura. Aqui, também é possivel ver que o perfil assumido pelas
simulacdes de MC com full_flex é bastante semelhante ao apresentado pela DM,
entretanto, as distribuicbes geradas por MC aparecem de maneira menos

acentuadas do que as obtidas por meio da dinamica.

Se comparamos os dois modelos de amostragem por MC entre si é possivel
ver que os perfis que eles apresentam sédo bastante semelhantes, com full_flex se

aproximando mais do perfil apresentado por DM.

O perfil apresentado para todos o0s outros seis ligantes com ligacoes
torcionaveis foi bastante simular ao apresentado pela Figura 29, isto €&, as
amostragens dos angulos de diedro também se concentraram ao redor de angulos
especificos, com pouca variacdo de acordo com cada ligante e suas ligacfes
torcionaveis, sendo sempre menos acentuadas que os resultados apresentados por
DM.

Assim como para o sistema amostrado por sample_torsion, ao analisar toda a
trajetéria dos ligantes nos complexos € possivel ver que eles acessaram
configuracBes que varrem todo o espaco de configuracbes acessiveis, como pode

ser visto na Figura 30.
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PDBID: 186L PDBID: 3HUK

Figura 30 - Configurac6es amostradas dos ligantes livres e complexados durante as simulacfes de
MC, a 250K, utilizando sample_torsion como modelo de amostragem e Poisson como
modelo eletrostatico. A) apresenta o ligante 186L (n-butilbenzeno) livre, acessando todo
0 espaco de conformacdes na caixa de simulacdo. B) apresenta o ligante 3HUK
(benzilacetato) livre, acessando todo o espac¢o de conformacdes na caixa de simulagéo.
C) apresenta o ligante 186L, cujo receptor possui apenas a mutacéo L99A, no complexo,
ocupando todo o espago do sitio de ligacdo durante as simulacdes. D) apresenta o
ligante 3HUK, cujo receptor apresenta as mutagdes L99A e M102Q, no complexo,
ocupando todo o espaco do sitio de ligacdo durante as simulagées.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na Figura 30 é possivel ver o comportamento de dois dos 30 ligantes no
complexo durante as simulagdes, cujo receptor possui apenas a mutacdo L99A,
186L, e outro cujo receptor possui as mutacdes L99A e M102Q, 3HUK. Eles
representam o comportamento tipico de um ligante durante as simulacdes. Nessa
imagem é possivel ver que o espaco de conformacgdes disponivel para o ligante foi
totalmente preenchido pelos movimentos de rotacao, translacdo e torcdo ao longo
das trajetorias, tanto para os ligantes livres, que preencheram toda a caixa de
simulacdo, quanto para os ligantes complexados, que também preencheram todo o

espaco disponivel nos sitios de interacao.

4.2.2.2 Energialivre de Ligacdo para MC

Assim como para sample_torsion, os calculos da energia livre de ligacao
foram feitos a uma temperatura de 250K, para os 30 complexos ligante-receptor,
sem usar amortecimento ou solvatacdo. As energias obtidas foram comparadas com
os valores determinados experimentalmente disponiveis na literatura.**®**?> Como os
resultados utilizando Poisson com o modelo eletrostatico ja se mostraram melhores,

aqui ndo apresentaremos energias obtidas a partir de Coulomb.
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Tabela 10 - Comparacao entre os dados experimentais e 0s dados calculados para os 30 complexos
analisados utilizando as simulacdes de Monte Carlo, a 250K, utilizando Poisson como
modelo eletrostatico e full_flex como modelo de amostragem.

Energia Livre de Ligagao

Poisson
PDB ID Experimental (kcal/mol) ABwoul_fex (keal/mol)
182L -5,46 -18,3+0,2
183L -5,13 -19,2+0,1
184L -6,51 -21,0+0,2
185L -4,89 -19,56 + 0,09
186L -6,70 -22,3+0,1
187L -4,67 -17,5+0,1
188L -4,60 -17,6 £ 0,1
1NHB -5,76 -18,2+0,2
3DMX -5,35 -15,27 + 0,08
4W52 -5,19 -15,5+0,2
4W53 -5,52 -17,3+£0,1
4W55 -6,55 -20,6 +0,4
4W57 -6,69 -21,9+0,4
1LGW -5,563 -18,0+ 0,1
1LI2 -5,58 -15,89 + 0,09
1LI3 -5,87 -18,1+0,2
1LI6 -5,25 -16,29 + 0,05
1XEP -4,16 -18,4+0,1
2RBO -5,52 -17,84 + 0,09
3HT8 -5,04 -19,39 + 0,08
3HTB -5,33 -22,55 + 0,07
3HU8 -4,02 -21,7+0,1
3HUA -4,61 -22,54 + 0,09
3HUK -4,48 -22,2+0,1
3GUJ -5,80 -155+0,1
3GUK -5,30 -17,22 + 0,06
3GUL -5,50 -17,77 £ 0,08
3GUM -4,90 -17,3+0,1
3GUN -4,00 -17,4+0,2
3GUO -5,00 -16,58 + 0,09
Correlagdo de Pearson 0,12
Correlagdo por média de Bootstrap 0,20 + 0,02

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para esse caso, como para os anteriores, se olharmos para as correlacdes
dos 30 complexos de uma vez vemos valores bastante baixos. Porém, assim como
antes, se retiramos trés dos ligantes, notamos uma melhora na correlagdo com as

energias experimentais. As imagens a seguir ilustram esses resultados.
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Figura 31 - Comparacgdo entre os dados experimentais e os valores obtidos para as simulagfes de
MC, a 250K, utilizando full_flex como modelo de amostragem. (A) contém todos os 30
complexos simulados, com os dois ligantes mais discrepantes destacados em vermelho
(3HUS8, 3HUA e 3HUK). (B) Contém os 27 ligantes restantes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Figura 31 e na Tabela 10 vemos que a correlagédo entre os valores de
energia livre de ligacdo experimentais e calculados para os 30 complexos foi
bastante baixa, sendo a correlagcéo de Pearson 0,12 e por bootstrapping 0,20 % 0,02,
com desvio médio absoluto de 1,87 kcal/mol (N=30). Se retiramos os trés ligantes
destacados na imagem, a correlacdo de Pearson vai para 0,46, ao passo que por
meio de bootstrapping a correlacdo vai para 0,51 + 0,02, com desvio de 1,55
kcal/mol (N=27).

Fazendo a correcdo para o solvente, apresentada na equacgao (4.2),
esperava-se que os valores de energia livre de ligacao calculados mostrassem uma
melhora com relacdo a nao usar tal abordagem. Esses resultados podem ser vistos

na Tabela 11.
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Tabela 11 - Comparacgéo entre 0os dados experimentais e 0s dados calculados para os 30 complexos
analisados utilizando as simulagdes de Monte Carlo, a 250K, utilizando Poisson como
modelo eletrostatico, full_ flex como modelo de amostragem, utilizando os como
parémetros de solvatagéo a = 0,2 kcal/(mol.e'z) e 3 =-0,005 kcal/mol.

Energia Livre de Ligagao Poisson
PDB ID Experimental (kcal/mol) ABve 1 fex (kcal/mol)
182L -5,46 -14,11 + 0,09
183L -5,13 -15,5+0,1
184L -6,51 -17,2+0,2
185L -4,89 -14,3+0,1
186L -6,70 -17,82 + 0,09
187L -4,67 -14,2+0,1
188L -4,60 -145+0,1
1NHB -5,76 -14,6 + 0,1
3DMX -5,35 -12,1+0,1
4W52 -5,19 -12,0+0,1
4W53 -5,52 -13,71 + 0,07
4W55 -6,55 -16,2+ 0,3
4W57 -6,69 -17,3+0,2
1LGW -5,563 -9,4+0,1
1LI2 -5,58 -10,07 £ 0,09
1LI3 -5,87 -11,75 + 0,09
1LI6 -5,25 -11,62 + 0,07
1XEP -4,16 -9,60 + 0,09
2RBO -5,52 -12,3+0,1
3HT8 -5,04 -13,0+0,2
3HTB -5,33 -15,2+0,2
3HUS8 -4,02 -13,7+0,2
3HUA -4,61 -15,45 + 0,07
3HUK -4,48 -11,9+0,1
3GUJ -5,80 -11,28 + 0,09
3GUK -5,30 -12,9+0,1
3GUL -5,50 -13,42 + 0,09
3GUM -4,90 -13,3+0,1
3GUN -4,00 -7,9+£0,1
3GUO -5,00 -9,88 + 0,09
Correlagdo de Pearson 0,51
Correlagdo por média de Bootstrap 0,56 + 0,02

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nesse caso, ao considerarmos a solvatacéo, a correlacdo dos 30 ligantes
calculados com os valores experimentais € consideravelmente maior do que 0s
resultados obtidos até agora. Novamente, retirando os trés mesmos ligantes de
antes a correlacdo com os dados experimentais aumenta, como pode ser visto na

figura a sequir.
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Figura 32 - Comparacédo entre os dados experimentais e os valores obtidos para as simulacdes de
MC, & 250K, utilizando full_flex como modelo de amostragem, considerando a
dessolvatacdo, com a = 0,2 kcal/(mol.e'z) e B = -0,005 kcal/mol como parametros. (A)
contém todos os 30 complexos simulados, com os dois ligantes mais discrepantes
destacados em vermelho (3HU8, 3HUA e 3HUK). (B) Contém os 27 ligantes restantes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Tabela 11 e na Figura 32 vemos que a correlacdo entre os valores de
experimentais e calculados para os 30 complexos foi bastante elevada ao
compararmos com 0s outros resultados, sendo a correlacdo de Pearson 0,51 e por
bootstrapping, 0,56 + 0,2, com desvio médio absoluto de 1,87 kcal/mol (N=30).
Retirando os trés ligantes de sempre, temos que a correlacdo aumenta, indo para
0,62, por Pearson, ou 0,62, e por bootstrapping, 0,65 + 0,2, com desvio médio
absoluto de 2,02 kcal/mol (N=27).

Assim como para 0s casos anteriores, utilizar esse modelo de amostragem nao
resultou em acerto dos valores absolutos das energias, apenas o perfil de tendéncia

a se correlacionar com os dados experimentais.
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5 DISCUSSOES

Ao analisarmos todos os resultados apresentados fica claro que para todas as
simulacées de MC que realizamos os valores calculados das energias livres de
ligacdo ndo foram os mesmos quando comparados com 0s dados experimentais.
Entretanto, os graficos mostram uma tendéncia caracteristica do peffil
termodinamico, o que significa que, em termos de valores absolutos, nosso método
ainda ndo é capaz de acertar, porém, o perfil das energias pode ser observado a

partir dos dados gerados.

5.1 Comparacdo com outros autores

Uma vez que nosso método se mostrou minimamente funcional, isto é, ele foi
capaz de predizer o perfil termodinamico para um conjunto de 27 ligantes com uma
correlacao boa, isto é, r = 0,65 + 0,02, é natural que facamos uma comparacdo com
outros autores que abordam problemas semelhantes. A seguir, € possivel ver tal

comparagao.

Para representar as energias nas tabelas foram utilizadas siglas, de modo
que o sub indice SF3 significa “Scoring Function 3”, que representa as energias
calculadas sem considerar a solvatacdo nem amortecimento, baseado na equacéao
(3.1); SF2 significa “Scoring Function 2”, que representa as energias calculadas
considerando a solvatacdo mas ndo o amortecimento — baseado na equacao (4.2) —
e SF1 significa “Scoring Function 17, que representa as energias calculadas
utilizando o potencial amortecido, mas nao a solvatacdo, baseado na equagéo (4.1).

C representa a utilizagdo de Coulomb como modelo eletrostatico e P, Poisson.

Assim, nas Tabela 12 a Tabela 13Tabela 14 AGey, representa a energia livre de
ligacao experimental, AGgsrs.c representa os valores calculados pelo nosso método,
com Coulomb como modelo eletrostatico, sem utilizar amortecimento ou solvatacéo.
AGspzp representa o mesmo que o anterior, porém, com Poisson como modelo
eletrostatico. AGsgo.c representa as energias calculadas utilizando Coulomb como

modelo eletrostatico e considerando a solvatagao, sem usar amortecimento. AGsg.p
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representa 0 mesmo que o anterior, porém, com Poisson como modelo eletrostatico.
AGsri-c representa as energias calculadas pelo nosso método utilizando Coulomb
como modelo eletrostatico, usando o potencial amortecido, mas sem usar
solvatagdo. AGgsr1p representa o0 mesmo que o anterior, mas com Poisson como

modelo eletrostatico.

Tabela 12 - Comparacéo entre os valores de energia livre de ligacdo calculados por Steinbrecher e
colaboradores® com os valores calculados pelo nosso programa.

PDB ID AGexp AGsteinb AGsr3-c AGsra.p AGsra.c AGsr2.p AGsFi-c AGsr1-p
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

184L -6,51 -6,86 -7,66 -8,15 -5,47 -5,82 -7,70 -8,17
186L -6,70 -7,18 -9,87 -10,18 -7,50 -7,79 -9,96 -10,22
187L -4,67 -4,20 -2,20 -0,23 -0,21 -0,32 -2,13 -2,25
188L -4,60 -5,13 -3,13 -3,50 -1,20 -1,59 -3,09 -3,44
1NHB -5,76 -5,50 -0,82 -0,82 1,34 1,33 -0,81 -0,78
3DMX -5,35 -4,28 -1,13 -1,12 0,95 0,97 -1,09 -1,09
4W53 -5,52 -4,93 -1,06 -0,87 1,08 1,25 -0,95 -0,84
4W55 -6,55 -6,57 -7,48 -6,79 -4,18 -4,38 -6,95 -6,65
Correlagdo 0,89 0,76 0,79 0,73 0,71 0,73 0,73

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Tabela 12, comparamos os valores de energia livre de ligacdo obtidos a
partir do nosso método com os valores obtidos por Thomas Steinbrecher e
colaboradores,? indicada por AGstein,. Nesse trabalho eles validam um protocolo de
FEP, o FEP+, baseado em simulacdes de dinamica molecular e que considera
flexibilidade conformacional e os efeitos da entropia para calcular as afinidades de

ligacdo de diversos compostos.

Ao compararmos o0s resultados que nés obtivemos com os resultados
reportados por eles € possivel ver gue nossa maior correlacdo, para esse conjunto
de dados, foi de 0,79, utilizando Poisson como modelo eletrostatico, sem utilizar
amortecimento ou solvatacdo, enquanto eles obtiveram 0,89 de correlacdo para
esses dados. Essa diferenca pode ser justificada por Steinbrecher e seus
colaboradores terem usado um modelo mais robusto, porém, com custo
computacional bastante elevado. Nesse, Steinbrecher menciona que todos os
céalculos reportados por eles foram obtidos depois de 24h de simulacdes em 30
GPUs.

Se levarmos em conta que nossos sistemas foram simulados em CPUs e que
o tempo médio para a obtencdo dos valores de energia livre de ligagdo para 10
réplicas de 40 milhdes de passos cada, para os 30 complexos, foi de 4h entédo

podemos afirmar que existe competitividade do MCLIBELa frente aos métodos
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desenvolvidos por outros autores, uma vez que os resultados obtidos foram bastante

satisfatorios e com poder de processamento menor.

A Tabela 13 apresenta 0s nossos resultados comparados com os resultados
obtidos por David Minh e seus colaboradores.*® Em seu trabalho, eles utilizam
modificacdes em MM-GBSA e MM-PBSA para realizar o calculo das energias livres
de ligacdo, além de adicionarem um estimador para a entropia a partir de uma
expanséao da fungéo para o célculo das energias livres e utilizar os termos de ordens
mais altas dessa expansao como 0s componentes da energia livre, como a entropia,

por exemplo.

Tabela 13- Comparacdo entre os valores de energia livre de ligacdo calculados por Minh e
colaboradores® com os valores calculados pelo nosso programa.

PDB ID AGexp AGwinh AGsFs.c AGsFs.p AGsr2-c AGsFa2.p AGsF1c AGsF1p
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

182L -5,46 -7,04 -3,58 -3,62 -0,67 -0,68 -3,53 -3,52
183L -5,13 -6,86 -4,33 -4,65 -2,02 -2,34 -4,28 -4,59
184L -6,51 -10,58 -7,66 -8,15 -5,47 -5,82 -7,70 -8,17
185L -4,89 -7,84 -4,87 -4,63 -1,65 -1,45 -4,82 -4,60

186L -6,70 -13,17 -9,87 -10,18 -7,50 -7,79 -9,96 -10,22
187L -4,67 -5,65 -2,20 -0,23 -0,21 -0,32 -2,13 -2,25

188L -4,60 -9,2 -3,13 -3,50 -1,20 -1,59 -3,09 -3,44
1NHB -5,76 -7,11 -0,82 -0,82 1,34 1,33 -0,81 -0,78
Correlagéo 0,73 0,71 0,73 0,72 0,71 0,71 0,71

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Tabela 13, AGwinn representa a energia livre de ligacdo calculada por
David Minh utilizando o truncamento de primeira ordem que eles mencionam em seu

trabalho para computar a entropia.

Ao compararmos nossas energias livres de ligacdo com os obtidos por Minh e
seus colaboradores vemos que a correlacdo com os dados experimentais que eles
obtiveram foi bastante razoavel, isto é, r = 0,73, um valor que também obtivemos
para o0 mesmo conjunto de dados utilizado a fungcdo SF3 com Poisson. Isso pode ser
justificado pelo fato de ele utilizar as fungdes padrdo do AmberTools, ou seja, utiliza
um potencial do tipo AMBER classico, como nos utilizamos para a fungdo SF3.
Como ele também utiliza um meio dielétrico constante, o nosso resultado que melhor

se assemelha ao dele ser o que utiliza Poisson também era esperado.
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Embora eles tenham apresentado bons resultados, seus dados derivam de
200 ns de simulacbes de DM, seguidos por célculos de MM-GBSA, que, se
realizados em GPUs, costumam durar mais de 24h utilizando o AmberTools, o que é
consideravelmente custoso. Além disso, apesar da boa correlacéo, tanto eles como
ndés ndo acertamos os valores absolutos das energias livres de ligacdo, apenas o

perfil caracteristico.

A Tabela 14 compara nossos resultados com os obtidos por Enrico Purisima e
colaboradores.”® Em seu trabalho foram feitos testes de docking exaustivos como
uma alternativa para MC e DM a fim de calcular grandezas termodinamicas de um
sistema proteina-ligante, como energia livre de ligacdo, entalpia e entropia. Para
realizar esse célculo eles incluiram termos de solvatacdo baseado em resolver a
equacao de Poisson, usando dois modelos eletrostaticos diferentes.

Tabela 14 - Comparacgdo entre os valores de energia livre de ligacdo calculados por Purisima e
colaboradores’ com os valores calculados pelo nosso programa.

PDB ID AGexp AGpun AGpur1 AGsrac AGsra.p AGspa-c AGspa.p AGsric AGsr1p
(kcal/mol)  (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
182L -5,46 -6,99 -8,72 -3,58 -3,62 -0,67 -0,68 -3,53 -3,52
183L -5,13 -5,14 -6,47 -4,33 -4,65 -2,02 -2,34 -4,28 -4,59
184L -6,51 -7,35 -8,31 -7,66 -8,15 -5,47 -5,82 -7,70 -8,17
185L -4,89 -3,47 -6,89 -4,87 -4,63 -1,65 -1,45 -4,82 -4,60
186L -6,70 -7,50 -8,40 -9,87 -10,18 -7,50 -7,79 -9,96 -10,22
187L -4,67 -3,63 -4,63 -2,20 -0,23 -0,21 -0,32 -2,13 -2,25
188L -4,60 -3,38 -4,41 -3,13 -3,50 -1,20 -1,59 -3,09 -3,44
3DMX -5,35 -5,32 -6,45 -1,13 -1,12 0,95 0,97 -1,28 -1,27
Correlacdo 0,91 0,81 0,82 0,83 0,92 0,91 0,83 0,83

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Tabela 14, AGpy1 € AGpyr2 representa as energias livres de ligacao obtidas
a partir dos modelos 1 e 2 descrito por Purisima’™ em seu trabalho, para o conjunto

de ligantes de lisozima de virus T4.

Como pode ser visto, ambos os modelos usados por eles apresentaram boa
correlacdo com os dados experimentais, sendo possivel chegar a valores calculados
bastante proximos dos valores experimentais. Porém, se compararmos com nossos
resultados é possivel ver que mesmo que nés nao tenhamos obtido os valores
absolutos de energia, apenas os perfis, as correlacdes foram bastante altas (r = 92,

para o nosso melhor caso).
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Uma comparacdo mais justa seria utilizando nosso modelo que leva em
consideracao a solvatacédo, o SF2. Ao olharmos pra ele vemos que independente do
modelo eletrostatico utilizado, nossa correlagéo foi igual ou superior a apresentada

por Purisima, indicando a competitividade entre os métodos.

Apesar do bom desempenho do método que utiliza docking exaustivo, ele
ainda apresenta limitagdes, como ndo lidar muito bem com ligantes muito flexiveis,

um problema que tentamos resolver por meio da amostragem full_flex.

E valido dizer que todos esses autores trabalharam com um conjunto de
ligantes para lisozima de T4 menor do que o0 nosso, e todos eles utilizaram ligantes
cujos receptores possuiam apenas a mutacdo L99A, a qual gera a cavidade apolar
no interior da enzima, enquanto que nosso conjunto teste possui, além dessa

mutacao, regido polar no sitio de ligacdo (M102Q) ou sitio carregado (M102E).

Ao ampliarmos o conjunto de moléculas analisadas, adicionando dados de
ciclodextrina, disponiveis no trabalho de David Mobley e seus colaboradores,* e
utilizarmos nosso melhor conjunto de parametros para realizar as simulacdes, isto €,
full_flex como modelo de amostragem, Poisson como modelo eletrostatico e

considerarmos a solvatacdo, chegamos ao que pode ser visto na Figura 33.
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Figura 33 - Comparacao entre os dados experimentais e os valores obtidos para as simulagfes de
MC, a 250K, utilizando full flex como modelo de amostragem, considerando a
dessolvatacdo, com a = 0,2 kcal/(mol.e’z) e B = -0,005 kcal/mol como parametros. Em
azul estdo representados os dados obtidos para ciclodextrina e em vermelho, os dados
de lisozima de virus T4.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Comparando os dados de energia livre calculados com os dados
experimentais, para todo o conjunto, isto é, analisando 51 ligantes, obtemos uma
correlacdo de Pearson r = 0,72, ou, por bootstrapping, 0,75 + 0,01. Ainda aqui, nédo
acertamos os valores absolutos das energias, porém, a tendéncia de correlagdo com

os dados experimentais mostrou-se bastante satisfatoria.

5.2 Amostragem

As configuragbes amostradas para as moléculas nas secbOes sobre
amostragem (4.2.1.1 e 4.2.2.1) apresentaram resultados condizentes entre si, isto €,
independente do tipo de amostragem utilizado ou do modelo eletrostatico escolhido,

os perfis de distribuicbes dos desvios com relacdo a configuracdo cristalografica
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variando com a energia apresentou perfis semelhantes. Utilizar o modelo de
amostragem full_flex resultou numa distribuicdo de pontos ao longo dos gréficos de
energia livre versus RMSD menos uniforme, de modo que aglomerados de pontos
surgissem de maneira mais distinta nos perfis apresentados. Esses perfis se deram
dessa maneira pelo fato de termos menos pontos nos graficos, isto €, as simulacdes
feitas para esse modelo foram mais curtas. Entretanto, utilizar full_flex como modelo
corresponde a uma amostragem mais correta, em termos de algoritmo de
Metropolis, corrigindo a necessidade do termo jacobiano ao usar um sistemas de

coordenadas diferente do cartesiano (angulos de Euler, no caso).

Os angulos de diedro amostrados para os ligantes que possuiam angulos de
torcdo foram bastante semelhantes entre as simulacbes de Monte Carlo,
independentemente do conjunto de parametros utilizados para gera-los, isto é, o
modelo eletrostatico e o tipo de amostragem, pouco influenciavam nos angulos de
diedro. Além disso, as simulacdes de MC também apresentaram distribuicbes mais
uniformes quando comparadas com a dinamica molecular, apesar de manter o perfil
dos diedros amostrados apresentadas por ela. Essa distribuicdo mais homogénea
era esperada, uma vez que as simulacbes de MC se baseiam em processos

estocasticos enquanto que as simulacdes de DM séo processos deterministicos.

Embora o full_flex seja um modelo mais rigoroso para amostrar as
configuragcdes das simulagbes de MC, ele ainda precisa passar por melhorias. 1sso
porque os célculos levam mais tempo para convergir e descorrelacionar que o
modelo sample_torsion, estimando energias ligeiramente piores do que esse ultimo.
Numa comparacdo justa, a correlacdo com os dados experimentais entre os 27
ligantes na configuragdo SF3 Poisson sample_torsion foi 0,58, enquanto o0 mesmo
conjunto de parametros, com full_flex, resultou numa correlagdo de Pearson de 0,51.
Além disso, assim como sample_torsion, o modelo mais rigoroso também

superestima os valores das energias calculadas.

De modo geral, quando comparamos ambos 0s métodos podemos
percebemos que utilizar sample_torsion, dentro das devidas proporcdes, retorna
resultados bastante significativos (r = 57, para 27 ligantes, considerando a
solvatacdo), com boas correlacbes com dados experimentais e hum tempo bastante

razoavel (cerca de 4 horas). Em contrapartida, ndo explorar todo o espaco de
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conformacdes para os angulos de tor¢do das moléculas que formam diedros implica
em aceitar que o algoritmo ndo realiza a amostragem da forma mais rigorosa
possivel, perdendo estados de energia e conformacfes que deveriam ser

amostrados.

Se comparamos os resultados obtidos a partir do nosso método com o0s
resultados obtidos por dos célculos que partiram de simulacbes de dinamica
molecular é possivel ver que nenhum dos métodos utilizados para obter as energias
por DM apresentou resultados melhores do que os advindos das simulagbes de MC,
utilizando Poisson como modelo eletrostatico, sample_torsion como modelo de
amostragem e levando em conta a solvatacdo, ao se retirar os 3 ligantes
probleméticos (3HU8, 3HUA e 3HUK). Além disso, utilizar o método apresentado
aqui ainda apresenta a vantagem do custo computacional e, consequentemente, 0
tempo gasto nas simulacfes, ser menor, principalmente porque ndo é necessario

utilizar GPUs para obter resultados rapidos.

Etapas futuras de desenvolvimento do método devem permitir que o receptor
seja flexivel durante as simulacBes para tornar o sistema mais real, além de
aprimorar a amostragem do tipo full_flex. Além disso, considerar diferentes tipos de
campo de for¢ca que ndo tenhamos testado pode ser também uma alternativa. Minh
afirma que erros provenientes dos campos de forca aumentam porque os campos de
forca de mecéanica molecular apenas se aproximam da mecanica quantica,
contabilizando efeitos locais do ambiente, como polarizacéo e rearranjo de ligagoes,

tais como protonacdo e tautomerizacdo de maneira inadequada.®

53 Efeito do Modelo Eletrostatico

Na secédo 4.2.1.4 apresentamos os dados gerados para as energias livres de
ligacéo, utilizando as diferentes formas de calcular as energias, isto €, utilizar ou n&do
a solvatacao bem como a utilizacdo de um potencial de van der Waals amortecido.
Nela foi possivel ver que os valores calculados utilizando Poisson/DelPhi como
modelo eletrostatico implicaram em melhores correlacfes, independente da forma

como a energia foi calculada. Esse resultado era esperado, uma vez que o modelo
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eletrostatico empregado € mais robusto e representa melhor o comportamento do

meio. A imagem a seguir representa o comportamento padrao que a utilizacdo desse

modelo resultou.

o
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Passo de MC

Comparacao entre as médias das contribuicdes das energias eletrostéticas utilizando os
diferentes modelos. Azul, representa a média para a componente eletrostatica utilizando
Poisson como modelo para os quatro ligantes indicados e vermelho, representa a média
para a componente eletrostatica utilizando Coulomb como modelo. Aqui, a temperatura
foi de 250K, a solvatacdo ndo foi considerada e ndo foi utilizado um potencial
amortecido.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 34 apresenta as médias da componente eletrostatica para os

ligantes 1LI3 e 2RBO, cujos receptores possuem as mutagdes L99A e M102Q, e

para os ligantes 3GUN e 3GUO, cujos receptores possuem as mutacdes L99A e

M102E. Ao utilizar Coulomb, os valores médios da componente eletrostatica das

energias sdo mais negativos, indicando que o modelo superestima tal componente.

Entretanto, se olharmos para as médias obtidas utilizando Poisson, vemos que ndo
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ocorre essa superestimava, resultando numa contribuicdo eletrostatica menor, como

era de se esperar para tal modelo.*

Como pode ser visto em todos os resultados apresentados na secao anterior,
ao calcularmos as energias livres de ligacdo pelos dois modelos eletrostaticos,
Poisson sobressaiu como o melhor modelo a ser utlizado, apresentando as
melhores correlagdes com os dados experimentais. Esses resultados ficam ainda
melhores quando adicionamos 0s termos de solvatac&o. Isso se deve ao fato de que
tanto Poisson como considerar a solvatagdo sdo modelos mais robustos e que se

aproximam mais de modelos reais para realizacédo dos célculos das energias.

Outro reflexo da média da contribuicdo eletrostatica utilizando o modelo PB
ser menor pode ser observado nos graficos de energia variando com o RMSD.
Neles, ao utilizarmos Coulomb permitimos que os ligantes acessassem estados de
energia mais favoraveis, isto €, mais negativos quando comparado com aqueles

apresentados por PB.

5.4 Entalpia e Entropia de Ligacéo

Como foi visto nas Tabela 8 e Tabela 9, o valor da contribuigao entalpica para
a energia de ligacdo foi bastante consideravel e maior do que a contribuigdo
entropica, mesmo para os ligantes que deveriam ter uma contribuicdo dessa ultima
mais elevada — ou seja, aqueles que sao estritamente apolares no sitio estritamente
apolar.

Morton e seus colaboradores®® mostraram em seu trabalho que a contribuicio
entalpica € maior para o caso dos mutantes que possuem apenas L99A como
mutacao, devido as interagcdes entre o ligante e o receptor ndo se basearem na
transferéncia de solvente e sim numa cavidade enterrada e apolar que acomoda um
ligante também apolar, o que compensaria a perda entropica.

Além disso, experimentalmente, os ligantes polares cujos receptores
possuiam a mutacdo M102E, apesar de serem dominados pela entalpia, deveriam

também apresentar uma contribuicdo entrépica consideravel, uma vez que ela
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advém da necessidade de estabilizar a rede de ligagdes de hidrogénio.*® Tal
contribuicdo nao foi vista nos resultados das simulagoes.
Assim como as energias livres de ligagdo médias calculadas sdo maiores que

as determinadas experimentalmente,***’

os valores de entalpia e entropia obtidos
pelos métodos de MC também nao foram os mesmos. Isso pode ser justificado pela
rigidez do receptor e, consequentemente, do sitio de ligagédo contribui bastante para
discrepancia entre os valores obtidos de entropia e entalpia, uma vez que o receptor
nao pode se “mover” e nao garante que todas as regides de minimo possam ser
amostradas.

Os ligantes cujos receptores possuiam as mutagdes L99A e M102Q também
apresentaram resultados de entalpia mais elevados (valores ndo apresentados aqui,
uma vez que nado ha dados experimentais para comparagdo), como era de se
esperar dado que eles apresentam regides polares que podem interagir com a parte

polar adicionada a cavidade pela nova mutacéo.
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6 CONCLUSAO

A abordagem utilizada para a determinac&o da energia livre de ligagdo, a qual
combinou energias médias no ensemble de Monte Carlo e estimativa da entropia
pela aproximagao de primeira ordem mostrou-se eficiente em termos de tempo
computacional e para comparagdo com energias livres de ligacao determinadas
experimentalmente. As propriedades termodindmicas que foram avaliadas
diretamente possibilitam a determinagédo de perfis termodinamicos para os ligantes,
0s quais apresentaram uma boa correlagdo quando comparados a outros métodos.
Sendo o algoritmo capaz de encontrar minimos de energia e mapear o sitio de
ligacao a fim de elucidar a maneira como as interagdes entre ligante e receptor estao
acontecendo.

Apesar do modelo descrito aqui como full_flex ser mais rigoroso e representar
melhor 0 que se deveria esperar do comportamento das moléculas durante a
simulacdo de Monte Carlo e, consequentemente, fazer uma amostragem mais
adequada dos estados disponiveis para os ligantes, o modelo sample_torsion, que
foi amplamente testado, foi capaz de apresentar resultados que podem ser utilizados
como forma preliminar de analise de dados de energia livre de ligagdo por métodos
computacionais.

A utilizacdo de métodos mais robustos, como a dindmica molecular e seus
meétodos de calcular as energias livre de ligagao entre os ligantes e seus respectivos
receptores é bastante custosa computacionalmente falando, apesar de resultar em
dados com maior correlacdo com os experimentais para quantidades maiores de
complexos.

O programa, no geral, apresenta uma boa estimativa das energias livres de
ligacdo usando os dois métodos de amostragem, com resultados ligeiramente
melhores para as que utilizaram o modelo eletrostatico Poisson. O custo
computacional para esse tipo de simulacao é bastante reduzido quando comparado
com as DM, vide Tabela 15, de modo que ele se mostra uma alternativa bastante

satisfatoria para analises preliminares.
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Tabela 15 - Tempo gasto para obter as coordenadas por meio da dindmica molecular e Monte Carlo e
para o calculo das variaces de energia livre a partir das coordenadas geradas.

Método Simulacéao Tempo Gasto Processamento
DM Coordenadas ~ 15h 1x GTX 980
DM Energia — LIE <5 min 1x Xeon E5640
DM Energia — Vacuo ~3h 1x GTX 980
DM Energia — MM-GBSA ~7h 1x GTX 980
DM Energia — MM-PBSA ~12h Ix GTX 980
MC sample_torsion ~ 4h 1x Xeon E5640
MC full_flex ~12h 1x Xeon E5640

Fonte: Elaborada pelo autor.

Utilizar um modelo eletrostatico mais robusto, como o Poisson, resultou, no
geral, uma melhora significativa na correlagdo entre os valores das energias livres
de ligacdo experimentais e os calculados. Apesar de ainda errarmos os valores
absolutos para essas energias, os perfis observados sédo bastante interessantes, o
que confirma a possibilidade de utilizar o moédulo de Monte Carlo do programa
LiBELa para analises preliminares dos perfis energéticos de moléculas de interesse.

Apesar da aproximagao de primeira ordem para o calculo de entropia se
mostrar uma alternativa interessante para obter essa propriedade, os resultados aqui
obtidos ndo foram tdo satisfatérios quanto poderiam ser, de modo que futuras
melhorias no programa deverao ser feitas a fim de aprimorar esse quesito. Além
disso, permitir que o receptor seja flexivel também auxiliaria a gerar resultados mais

acurados.
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APENDICE A - Deslocamentos na Caixa de Simulacdo
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Figura 35 - Deslocamento dentro da caixa de simulagdo para as trajetorias dos ligantes durante MC,
utilizando 250K como temperatura para o sistema, sample_torsion como modelo de
amostragem e Coulomb como modelo eletrostatico. Na figura, azul representa os
deslocamentos na coordenada x do espaco, amarelo representa os deslocamentos na
coordenada y e marrom, em z.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 35 mostra o comportamento dos diferentes ligantes dentro da caixa

cubica delimitada durante as simulagfes de MC, usando o modelo eletrostéatico de

Coulomb. Nela € possivel ver que todos os ligantes se deslocaram em todo o

espaco nas trés coordenadas disponiveis, isto €, foi possivel amostrar configuracdes

que passaram por toda extensdo da caixa de simulagdo. Além disso, para todas as

coordenadas, o comportamento dos ligantes foi bastante semelhante.
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Deslocamento (A)

Figura 36 - Deslocamento dentro da caixa de simulac¢éo para as trajetdrias dos ligantes durante MC,
utilizando 250K como temperatura para o sistema, sample_torsion como modelo de
amostragem e Poisson como modelo eletrostatico. Na figura, azul representa os
deslocamentos na coordenada x do espaco, amarelo representa os deslocamentos na
coordenada y e marrom, em z.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Figura 36 estdo representadas as amostragens para os deslocamentos
nas trés coordenadas para todos os ligantes simulados, utilizando como modelo
eletrostatico Poisson. Assim como no modelo anterior, aqui também é possivel ver
gue os ligantes se deslocaram em todo o0 espaco permitido, amostrando
configuragbes me toda a caixa cubica de simulagées. Novamente, o comportamento
de todos os ligantes para todas as coordenadas foi bastante semelhante, isto €, ndo
apresentaram sinais claros de favorecimento de uma delas em detrimento de outra.
A utilizacdo de um modelo eletrostatico distinto ndo influenciou em gerar
configuracbes que ocupassem todo o espaco disponivel durante as etapas de

translagoes.

Além das translacdes, as rotacdes dos ligantes durante as simulacfes

também foram avaliadas, como pode ser visto a seguir.
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Angulo de Rotagio (grau)

Figura 37 - Rotacdo dentro da caixa de simulacdo para as trajetérias dos ligantes durante MC,
utilizando 250K como temperatura para o sistema, sample_torsion como modelo de
amostragem e Coulomb como modelo eletrostatico. Na figura, azul representa rotacdes
em a no espaco rotacional, amarelo representa rotagdes em 3 e marrom, as rotagdes em

Y.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Figura 37 € possivel ver o comportamento das rotacdes dos ligantes
durante as simulagdes de Monte Carlo. Nela podemos notar que as rotagdes em a e
y no espaco de Euler, limitadas entre 0° e 360° os ligantes amostraram
configuracbes de maneira semelhante, isto é, ndo houve preferéncia por nenhuma
delas. Para a rotacdo em 3, definida entre 0° e 180°, o comportamento geral dos
ligantes foi bastante semelhante, excetuando-se aqueles que apresentam ligacbes
torcionaveis, que amostraram menos configuracdes em determinadas faixas de

angulos e mais em outras. Apesar disso, todo o espaco de rota¢gfes foi amostrado
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Figura 38 - Rotagcdo dentro da caixa de simulagdo para as trajetérias dos ligantes durante MC,
utilizando 250K como temperatura para o sistema, sample_torsion como modelo de
amostragem e Coulomb como modelo eletrostatico. Na figura, azul representa rotacdes
em a no espaco rotacional, amarelo representa rotacbes em 3 e marrom, as rotacdes em

Y.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 38 apresenta as rotacfes dos ligantes amostradas durante as

simulacdes de MC. Assim como no caso anterior, € possivel ver um comportamento

bastante semelhante para todos os ligantes nos angulos a e y. Entretanto, o angulo

B apresenta as diferengas, principalmente entre os ligantes que possuem ligagoes

torcionaveis, novamente, amostrando menos configuracfes em determinadas faixas

de angulos e mais em outras. Para esse modelo eletrostatico, os perfis amostrados

em [3 para os ligantes com ligagdes rotacionaveis mostraram-se diferentes dos perfis

amostrados usando Coulomb, isto é, as faixas de angulos mais amostradas neste

modelo foram as menos amostradas no outro.
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APENDICE B - Entropias e Entalpias

Tabela 16 - Analise da contribuicdo entrépica para a energia livre de ligacdo. Comparacdo entre os

valores experimentais de energia, entalpia e entropia com os valores estimados pelo
LIBELa, para a temperatura de 250K, Coulomb como modelo eletrostatico, sem
solvatacéo, usando 0,5 A como constante de amortecimento. Na tabela, AGeyp, AHeyp € -
TAS.,, representam, respectivamente, as energias livres de ligagéo, entalpias e entropias
experimentais. AG¢,c, AHcaic € -TAS¢yc representam, respectivamente, as energias livres
de ligacdo, entalpias e entropias calculadas.

PDB ID AG‘exp AHexp 'TASexp AGcalc AHcalc 'TAScaIc
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

182L -5,46 -8,04 2,58 -3,563 -5,38 1,85
183L -5,13 -8,31 3,18 -4,28 -6,19 191
184L -6,51 -7,09 0,56 -7,70 -9,57 1,87
185L -4,89 -11,23 6,34 -4,82 -6,80 1,98
186L -6,70 -8,06 1,36 -9,96 -11,92 1,96
187L -4,67 -6,97 2,30 -2,13 -3,73 1,60
188L -4,90 -8,45 3,85 -3,09 -4,64 1,55
1NHB -5,76 -6,76 1,00 -0,81 -2,50 1,70
3DMX -5,35 -6,32 1,13 -1,09 -2,78 1,69
4W52 -5,19 -6,32 1,13 -0,76 -2,25 1,49
4W53 -5,52 -6,53 1,10 -0,95 -2,64 1,69
4W55 -6,55 -9,97 3,42 -6,95 -8,89 1,94
4W57 -6,69 -8,06 1,36 -9,04 -11,03 1,99
3GUJ -5,80 -6,00 0,19 -2,25 -4,10 1,85
3GUK -5,30 -5,30 0,03 -2,85 -4,85 2,00
3GUL -5,50 -5,00 -0,50 -0,74 -2,69 1,95
3GUM -4,90 -3,70 -1,16 -1,46 -3,32 1,86
3GUN -4,00 -8,10 4,10 -5,61 -7,59 1,97
3GUo -5,00 -9,20 4,20 -3,26 -5,20 1,94
Correlacdo de Pearson 0,54 0,53 0,09
Correlagdo por média de Bootstrap 0,54 0,50 0,13

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 39 - Comparacéo entre os valores experimentais e calculados das energias livres de ligagéo,
entalpia e entropia para 250K, usando Coulomb como modelo eletrostatico, sem
considerar solvatacdo, usando 0,5 A como constante de amortecimento. Nos gréficos,
AH ¢é a entalpia e -TAS € a entropia.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao compararmos as energias livres de ligacado experimentais e calculadas vemos
gue para esse conjunto de ligantes (Tabela 16 e Figura 39), temos que o valor da
correlacdo entre tais grandezas é razoavel, sendo r = 0,54. Os valores das entalpias
calculadas comparados com os valores experimentais também apresentaram
correlacdo razoavel, isto é, r = 0,53. Entretanto, para as entropias o valor calculado
foi bastante ruim, r = 0,09. E possivel ver que a contribuicio entalpica na
composicdo da energia livre de ligagdo € muito maior do que a contribuicdo
entropica. Além disso, é valido dizer que para todas essas entidades, o programa
também errou os valores absolutos, mas, para a energia livre de ligacdo e para a

entalpia, a tendéncia do perfil termodindmico esta presente.
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Tabela 17 - Andlise da contribuicdo entropica para a energia livre de ligagdo. Comparacgdo entre os

valores experimentais de energia, entalpia e entropia com o0s valores estimados pelo
LIBELa, para a temperatura de 250K, Poisson como modelo eletrostatico, sem
solvatacéo, usando 0,5 A como constante de amortecimento. Na tabela, AGeyp, AHeyp € -
TAS,,, representam, respectivamente, as energias livres de ligagéo, entalpias e entropias
experimentais. AGg,c, AHcac € -TAS¢yc representam, respectivamente, as energias livres
de ligacao, entalpias e entropias calculadas.

PDB ID AGexp AHexp 'TASexp AGcalc AHcalc 'TAScaIc
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

182L -5,46 -8,04 2,58 -3,52 -5,34 1,82
183L -5,13 -8,31 3,18 -4,59 -6,49 1,90
184L -6,51 -7,09 0,56 -8,17 -10,04 1,87
185L -4,89 -11,23 6,34 -4,60 -6,57 1,97
186L -6,70 -8,06 1,36 -10,22 -12,16 1,94
187L -4,67 -6,97 2,30 -2,25 -3,84 1,59
188L -4,90 -8,45 3,85 -3,44 -4,98 1,54
1NHB -5,76 -6,76 1,00 -0,78 -2,46 1,68
3DMX -5,35 -6,32 1,13 -1,09 -2,76 1,68
4W52 -5,19 -6,32 1,13 -0,81 -2,45 1,65
4W53 -5,52 -6,53 1,10 -0,84 -2,71 1,87
4W55 -6,55 -9,97 3,42 -6,65 -8,55 1,90
4W57 -6,69 -8,06 1,36 -9,70 -11,70 1,99
3GUJ -5,80 -6,00 0,19 -1,72 -3,56 1,84
3GUK -5,30 -5,30 0,03 -1,70 -3,69 2,00
3GUL -5,50 -5,00 -0,50 0,32 -1,60 1,92
3GUM -4,90 -3,70 -1,16 -0,34 -2,19 1,84
3GUN -4,00 -8,10 4,10 -2,41 -4,36 1,95
3GUO -5,00 -9,20 4,20 -1,21 -3,14 1,93
Correlagcdo de Pearson 0,66 0,51 0,04
Correlagdo por média de Bootstrap 0,66 0,45 0,08

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 40 - Comparagdo entre os valores experimentais e calculados das energias livres de ligacgéo,
entalpia e entropia para 250K, usando Poisson como modelo eletrostatico, sem
considerar solvatacdo, usando 0,5 A como constante de amortecimento. Nos gréficos,
AH ¢é a entalpia e -TAS € a entropia.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Comparando as energias livres de ligacdo experimentais com as calculadas
pelo LiBELa (Figura 40 e Tabela 17), podemos ver que para esse conjunto de
ligantes a correlacdo entre os valores foi de 0,66, enquanto que os valores
calculados de entalpia tiveram uma correlacdo de 0,51 com os dados experimentais.
Ja para a entropia, as correlagdes foram consideravelmente baixas, chegando a -
0,08. Aqui também fica clara a contribuicdo entalpica mais elevada na composicao
das energias livres de ligacdo e, novamente, os valores estimados ndo sao iguais

aos valores absolutos.



# mode

mode
dock_parallel
parallel_jobs

#
# input files
#

rec_mol2
lig_mol2
reflig_mol2
multifile

#

APENDICE C - Input MCLiBELa

€q
no

J..1../mol2/182L_DOCKPREP.mol2.gz

J..1../mol2/182L_LIG_DOCKPREP.mol2.gz
00 /mol2/182L_LIG_DOCKPREP.mol2.gz
multimol.dat

# force field parameters

#

deltaij
deltaij_es
mol2_aa
search_box

scoring_function

use_grids
grid_spacing
grid_box
write_grids

solvation_alpha
dielectric_model

diel

ligand_energy_model
atomic_model_ff

#

# DelPhi Parameters

#

delphi_grid
use_delphi
delphi_gsize

#

# Optimization
#

timeout

0.0

0.0

no
8.08.08.0
3

yes
04

30.0 30.0 30.0

McGrid
0.2

r

1.0
GAFF
GAFF

../..Igrids/phimap2.phi

yes
75

120

minimization_tolerance 1.0e-10

minimization_delta

dock_min_tol

minimization_timeout
sort_by energy
overlay_optimizer
energy_optimizer

ignore_h
deal

1.0e-5
1.0e-10
120

yes
In_auglag
direct

no

no
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elec_scale 1.0
vdw_scale 1.0

#

# MC Options

#

nsteps 50000000
temperature 250.0
cushion 0.5
max_atom_displacement 0.04
rotation_step 2.0
torsion_step 2.0
sample_torsions no
mc_full_flex yes
compute_rotation_entropy no
equilibration_steps 1000000
ligand_simulation yes
mc_stride 10000
seed 26465
#entropy_rotation_bins 720
#entropy_translation_bins 20

#

# SA Options

#

sa_start_temp 100.0
sa_steps 10000
sa_mu_t 1.1

#

# MCR Options

#

mcr_size 20
mcr_coefficients 1.090507733 1.090507733 1.090507733 1.189207115 1.189207115

1.189207115 1.189207115 1.189207115 1.189207115 1.189207115 2.0 2.0 2.0 2.02.0 2.0 2.0 2.0 2.0
2.0

#
# output
#

output_prefix 182L_SF3 1
write_mol2 yes

#
# flexible ligands
#

generate_conformers no
number_of conformers 10
conformers_to_rank 1
conformer_generator GA
conformer_min_steps 1000



