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RESUMO

Fosfolipases A, constituem uma familia de enzimas interfaciais que catalisam a
hidrélise de fosfolipidios de membrana na posi¢do sn-2. Nas fosfolipases cataliticamente
ativas (FLA, D49), o residuo Asp49 possui um importante papel na coordenacdo do ion
calcio divalente que auxilia na estabiliza¢dao do intermediério tetraédrico.

Nesse trabalho, foram realizadas simula¢des por dindmica molecular (DM) de uma
fosfolipase secretada de veneno de Agkistrodon halys pallas utilizando como solventes:
dgua, metanol e octanol. Devido a baixa afinidade do ion cdlcio em ambientes aquosos,
diferentes forcas de restricio foram aplicadas nesse fon e mediu-se o comportamento
desse, através da variacdo da sua distincia em relagdo ao residuo Asp49. Todas as
simulacdes foram realizadas por um periodo de tempo de 5 ns, somando um total de 45 ns
de simulacdo, utilizando o pacote GROMACS implementado com o campo de forca
GROMOS96 43a2.

Os resultados mostraram uma série de mudancgas conformacionais importantes na
fosfolipase durante a sua aproximacgao a superficie da membrana, como o aumento da drea
acessivel ao solvente e a reorientacdo de cadeias laterais de residuos com importancia
catalitica. Os dados obtidos com as simula¢es foram utilizados para propor um modelo
interfacial de ativagdo para FLAsv.

Desta forma, os principais eventos associados com a ativacao de FLA,sv envolvem: a)
a reorganizacdo da algca de coordenagdo de cdlcio na proximidade da membrana, seguida
pela captura do ion Ca**;b)a reorientacdo da cadeia lateral de Trp31, que ird definir um
novo sitio de especificidade para a cadeia fosfolipidica; c) a redugdo da distancia entre os
residuos His48 e Asp49, para aumentar a nucleofilicidade da His48; d) a reorientacdo da
cadeia lateral do residuo Lys69 concomitante com a projecdo da alca-69 para o solvente,
resultando no aumento da acessibilidade ao sitio ativo.

Assim, esses resultados, em adicdo ao conhecimento bioquimico e a dados
cristalograficos, abrem acesso a uma compreensdo mais detalhada dos mecanismos

moleculares associados com a ac¢do de fosfolipases A,.



ABSTRACT

Phospholipases A, (PLA;) are interfacial active enzymes that catalyze hydrolysis at the
sn-2 position of membrane phospholipids. In the catalytic active PLA, (D49 PLA,;), the
Asp49 residue plays a key role in the coordination of the calcium ion that assists in the
stabilization of the transition state intermediary. Despite the catalytic importance of Ca’*, it
has low affinity for the sPLA, active site.

Molecular dynamics simulations of a D49 svPLA, from Agkistrodon halys pallas were
performed in aqueous environment, methanol and octanol. Because of the svPLA; low
affinity for the calcium ion in aqueous systems, different restrain forces were applied on
Ca," and evaluated with respect to ion coordination with key residues. All simulations
were performed for a time period of 5 ns using the GROMACS package with GROMOS96
43a?2 force field.

The results have showed a series of important conformation changes of sPLA2v during
its approaches to membrane surface, as the increase of the solvent accessible surface area
and the reorientation of side chains of residues of catalytic importance. Analyses of the
simulations data were utilized to propose an interfacial activation model for svPLA,.

According, the principal events associated with svPLA, activation involve: a) the
reorganization of calcium binding loop at membrane proximity followed by the Ca** up
take; b) side chain reorientation of Trp31, which will define a new specificity pocket for
the phospholipid chain; c) reduction of the distance between His48 and Asp49, in order to
increase the nucleophilicity of His48; d) side chain reorientation of Lys69 concomitant
with the projection of the 69-loop to solvent resulting in an increase of the active site
accessibility.

These results, in addition with biochemical and crystallographic data knowledge, open
access to a more detailed understanding for the molecular mechanism associated with the

interfacial activation of phospholipases A,.



1 Introducao

Nas células, aproximadamente metade das proteinas estd associada a membranas. Elas
podem se apresentar como proteinas integrais de membranas ou como proteinas associadas
a superficie (interfaciais). Ao longo dos anos, um esforco considerdvel foi dedicado ao
estudo estrutural e funcional das primeiras. Por outro lado, um nimero limitado de
proteinas interfaciais foi caracterizado de forma mais extensiva. Como resultado, as
proteinas interfaciais permanecem como um dos mais desafiadores sistemas nas
biociéncias moleculares (BAHNSON, 2005).

Catalise interfacial € o nome dado a0 mecanismo de catalise heterogénea que ocorre na
interface entre dois sistemas. Esse fendmeno ndo é exclusivo dos processos bioldgicos,
pois existe em diversos sistemas, como, por exemplo, na interface 6leo-dgua, na superficie
de filmes ultrafinos e nos sistemas de extracdo de metais, entre diversas outras aplicagdes
de interesse industrial (VOLKOV, 2002).

Em enzimologia, a catdlise interfacial é caracterizada naqueles sistemas onde, como
conseqiiéncia da transi¢do do substrato de um estado monomérico para um estado
agregado, é observado um aumento substancial da atividade enzimatica (TATULIAN et
al., 1997). Tal fendmeno representa 0 mecanismo enzimdtico caracteristico das
superfamilias das lipases e das fosfolipases, sendo que essas dltimas t€ém servido como
modelo para o desenvolvimento do conhecimento desse topico (BERG et al., 1998).

Uma grande variedade de enzimas estd envolvida no metabolismo de diversos grupos
de solutos apolares e anfifilicos, incluindo fosfolipidios, 4cidos graxos, esterdides,
eicosandides, carotendides e clorofilas. Na natureza, as enzimas interfaciais evoluiram de
forma a otimizar o processo catalitico dentro das realidades biofisicas dos agregados
moleculares de substratos apolares (e anfipaticos) em dispersdes aquosas. De forma
simplificada, para realizar o ciclo catalitico, uma enzima interfacial acessa o seu substrato,
o qual € insolivel em dgua, posicionando-se na interface entre as fases polar e apolar. As
enzimas pertencentes as superfamilias das lipases e das fosfolipases exercem sua acdo
fisiolégica em sistemas bifdsicos, onde a fase polar € de natureza aquosa e a fase apolar é
constituida pelos proprios substratos (i.e. principalmente lipideos, no caso das lipases, ou
fosfolipideos, no caso das fosfolipases) (COSTA & de AMORIM, 1999).

O fendmeno da catdlise interfacial foi largamente estudado nas décadas de 1960 e



7z

1970, quando se tornou claro que muitas outras enzimas cuja atividade é exercida na
membrana requerem o componente lipidico presente numa concentragdo minima. Em
trabalho pioneiro, VERGER et al. (1973) mostraram que a atividade enzimética é perdida
com a remogao dos lipideos do sistema, sendo restaurada com a sua reposicao.

Existem diversas interpretagdes do fendmeno da ativag@o interfacial enzimdtica. Um
delas (chamada de hipdtese do substrato) considera as propriedades fisicas da membrana,
incluindo fluidez, curvatura, carga superficial, entre outras como os determinantes
majoritarios da ativacdo enzimdtica na superficie de membrana. Outra teoria difundida
(hipétese enzimatica) postula que mudangas conformacionais na enzima s@o as principais
responsdveis por esse fendmeno (TATULIAN, 2001). Estas duas interpretagdes
representam casos limites, sendo que o mais provavel € que a ativagado interfacial decorra
tanto em decorréncia de fatores particulares da membrana quanto da capacidade da enzima
adotar uma conformacdo 6tima (plasticidade) para a atividade catalitica.

A parte dessas interpretacdes, estudos diversos demonstram que a ativacdo interfacial
em enzimas depende do estado fisico do substrato (TATULIAN, 2001), e da extensao da
interface (observa-se que a atividade enzimatica € proporcional a drea interfacial) (COSTA
& de AMORIM, 1999).
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Figura 1. Modelo cinético para catélise e ativacao interfaciais. As espécies marcadas com

um asterisco estdo na interface e em equilibrio com as espécies correspondentes na fase

aquosa. A espécie “L” pode ser um inibidor, um substrato competitivo ou o solvente.
Figura adaptada de BERG et al.(1998).

A figura 1 ilustra de forma simplificada as relagdes cinéticas e de equilibrio entre uma
enzima (E) e seus ligantes (L, S ou P) em um ambiente heterogéneo. Os equilibrios
relacionando com as espécies nas duas fases (aquosa e de membrana) controlam a catélise
interfacial (nimero de ciclos cataliticos enquanto a enzima permanece na interface) assim
como a acessibilidade do substrato.

Foram propostas diversas equacdes visando a descri¢do das varias etapas da catélise

interfacial [BERG et al (1998); BERG et al (2001)]. De forma geral, a cinética de uma



biocatdlise interfacial ird variar conforme o tipo de enzima, substrato e ligantes envolvidos.
Outros fatores a serem considerados sdo a acessibilidade e a dinamica de difusdo das
moléculas do substrato e do produto entre as interfaces coexistentes (i.e. membrana, ou
particulas dispersas, e fase aquosa interveniente). Geralmente, o processo de difusdo ocorre
numa escala de tempo superior aquela do ciclo catalitico. Além disso, numerosas rotas
cinéticas sdo possiveis, dependendo das contribui¢des das velocidades e dos equilibrios

que controlam o ciclo catalitico.

1.1 Fosfolipases

Entre as enzimas que apresentam o fendmeno da catalise interfacial, as fosfolipases
compdem uma superfamilia de esterases cuja funcdo envolve a hidrdlise de
glicerofosfolipidios (KINI, 1997). Além da atividade catalitica, estas proteinas podem
apresentar uma grande diversidade de funcdes, tais como miotoxidade, neurotoxidade,
miocardiotoxidade, entre outras (KINI & EVANS, 1987).

De forma mais geral, as fosfolipases podem ser classificadas quanto a ligacdo clivada
em seus substratos, originando, assim, cinco grandes familias: fosfolipases A, fosfolipases

A,, fosfolipases B, fosfolipases C e fosfolilipases D (figura 2).

Fosfolipase B 0
—————— > Fosfolipase A2‘. ¢ ”
0 | H?C —O0—C—R;
R2_|CI_L0_CH e Fosfolipase D

X: alcool polar como colina, serina, etanolamina, mio-inositol, glicerol e fosfatidilglicerol

R, e R, : cadeias hidrocarbénicas de acidos graxos

Figura 2. Sitios de agdo de fosfolipases sobre glicerofosfolipidios. Adaptada de KINI
(1997)

Fosfolipases A; (FLA1; EC 3.1.1.32) caracterizam-se pela hidrdlise de ligacdes na
posicdo sn-1 de fosfolipidios, reacdo que resulta na formacao de 2-acilfosfolipidios e de
acidos graxos livres. Esta familia estdi amplamente distribuida em diversos tecidos e

organismos (AOKI et al., 2002). Além de sua importancia fisiolégica, FLA| possuem



especial interesse em aplicacdes industriais, devido a produ¢do de 2-acilfosfolipidios de
valor comercial considerdvel. Ja os lisofosfolipidios resultantes da acdo das FLA; t€ém
propriedades emulsificantes, sendo uteis em processos relacionados com a tecnologia de
alimentos e nas industrias farmacéutica e cosmética (SONG & RHEE, 2001).

Fosfolipases A, (FLA;; EC 3.1.1.4) catalisam a hidrélise da posicdo sn-2 de
glicerofosfolipidios de membrana, produzindo 1-acilfosfolipidios e 4cidos graxos livres.
Esta reacdo € particularmente importante quando o &4cido graxo gerado é o 4cido
araquidonico, ja que este ultimo € convertido por enzimas metabdlicas em varios
compostos bioativos (eicosanoides), tais como as prostagrandinas e os leucotrienos. Outros
produtos da reacdo, por exemplo 4cido lisofosfatidico e lisofosfatidilcolina, também sao
biologicamente ativos, sendo precursores de outros potentes mediadores bioativos, tais
como o fator de ativacdo plaquetdria (PAF) (KUDO, 2004). Além disso, estudos recentes
indicam que FLA; possuem fun¢io na apoptose, homostasia de Ca™*e isquemia miocardial
(MURAKAM]I, 2004).

Fosfolipases B (FLB; EC 3.1.1.5) representam enzimas da superfamilia das
fosfolipases capazes de realizar a clivagem das ligagdes sn-1 e sn-2 de glicerofosfolipidios,
apresentando assim nao somente acdo fosfolipidica, mas também lisofosfolipidica (LPL;
EC 3.1.1.5), desacilando completamente os seus substratos. Além disso, descreve-se para
estas enzimas atividade tipo fofoslipase-transacilase (LFTA; EC 3.1.1.5) em fungos
(CHEN et al., 2000), sendo consideradas como fatores de viruléncia para organismos
patogénicos (SHEN et al., 2004). Desta forma, as FLB apresentam simultaneamente trés
atividades enzimaticas (fosfolipidica, lisofosfolipidica e transacilica) em uma tnica
proteina. Contudo, ainda ndo se conhece qual destas atividades é mais importante para a
acdo patogénica (GANENDREN et al., 2006).

Fosfolipases C (FLC; EC 3.1.4.3) compdem uma familia de fosfodiesterases de
multiplos dominios, importantes no metabolismo de fosfolipidios inositdlicos. FLC tém
como substrato fosfatidilinositol 4,5-bifosfato [PI1(4,5)P2], gerando dois produtos
intracelulares: inositol 1,4,5-trisfosfato (InsP3), um reconhecido mensageiro mobilizador
de calcio, e diacilgricerol (DAG), um ativador da quinase C (REBECCHI & PENTYALA,
2000). Em razdo dessas acdes, as FLC desempenham um papel importante no mecanismo
de sinalizacdo celular em mamiferos, com fun¢do reconhecida na acdo de muitos

hormoOnios, neutransmissores, fatores de crescimento e outros estimulos extracelulares



(HARDEN & SONDEK, 2006). Nas células de mamiferos, varias formas distintas de FLC
foram identificadas e agrupadas em trés subfamilias: FLCp, FLC, e FLC;. Projetos de
seqiienciamento de genoma tem possibilitado a identificagdo de trés novos membros da
familia FLC: FLC,, FLC; e FLC, (COCKCROFT, 2005). Baseado na caracterizagdo
molecular das isoformas de FLC e em estudos de sua regulacio, KATAN (2005) propds
que as isoformas dentro das familias estabelecidas ndo somente preservam uma grande
similaridade de seqiiéncia, mas também compartilham uma organizacio comum de
dominios.

A ativacdo de FLCs é um processo regulado principalmente por mecanismos de
ligacdo a receptores localizados na superficie celular. FLCg s@o reguladas por receptores
acoplados a proteina G (GPCR — G protein coupled receptors) enquanto que enzimas da
subfamilia FLCy s@o reguladas por receptores e outras proteinas relacionadas a tirosina
kinase. A presenca de dominios adicionais especificos nas subfamilias contribui para a
existéncia dos diferentes mecanismos regulatorios observados nas proteinas da familia
FLC (COCKCROFT, 2005).

Fosfolipases D (FLD; EC 3.1.4.50) ttm como funcdo principal a hidrdlise de
glicerofosfolipidios, produzindo &cido fosfatidico e um aminodlcool. Além disso,
observado-se que FLD apresentam potencial para catalisar reacdes de transfosfatidilacao
onde, na presenca de um alcool aceptor apropriado, elas catalisam a substituicao da cadeia
hidroxilada. Todavia, a ocorréncia bioquimica e a funcdo fisioldgica deste ultimo
mecanismo ainda sdo desconhecidas (ULBRICH-HOFMANN et al., 2005). A primeira
atividade tipo FLD foi descrita, em 1947, por Hanahan e Chaikoff em extratos de cenoura.
Atualmente, membros da familia FLD sdo encontrados em organismos tdao diversos como
virus, bactérias, fungos, plantas e animais. Nas células de mamiferos, fosfolipases D sdo
encontradas na maioria dos tipos celulares, exercendo atividade regulatéria sobre o
citoesqueleto, além de estarem envolvidas nos processos de sinalizagcdo celular e no trafego

vesicular associado a secrecdo e a endocitose (JENKINS & FROHMAN, 2005).

1.1.1 A Grande familia das fosfolipase A,

Dentro da superfamilia das fosfolipases, as fosfolipases A, formam a familia que

provavelmente apresenta a maior diversidade funcional. Em 1994, DENNIS (1994)



revisou os entdo existentes grupos I, II e III, assim como o emergente grupo IV. Trés anos
apds, o0 mesmo autor publicou uma nova revisdo onde o nimero de grupos conhecidos ja
havia saltado para nove (DENNIS, 1997). Em 1999, eles ja eram dez (BALSINDE et al.,
1999). No ano seguinte passaram a ser onze (SIX & DENNIS, 2000) e, com as recentes
insercoes de trés grupos: XII (HO et al., 2001), XIII (CANAAN et al., 2004) e XIV
(BALSINDE et al., 2002), chega-se aos quatorze grupos atualmente conhecidos.

Segundo SIX & DENNIS (2000), quatro critérios devem ser empregados para a
classificacdo de uma enzima em um dos diferentes grupos de FLA;:

1) apresentar como principal atividade (porém ndo necessariamente a tnica) a
capacidade de catalisar a hidrélise de ligagdes sn-2 de substratos
fosfolipidicos;

2) possuir a estrutura primdria conhecida;

3) FLA, que possuam um determinado grau' de identidade de seqiiéncia
devem estar no mesmo grupo;

4) caso haja mais de um gene de FLA, homoélogo dentro de uma espécie, a
cada um deles deve ser atribuido uma letra indicativa de subgrupo
(exemplo: Grupos IVA, IVB e IVC). Variagdes ativas de proteinas geradas
por processamento devem ser consideradas proteinas diferentes, porém
pertencentes ao mesmo subgrupo, podendo receber um numeral
diferenciador apds suas atividades serem confirmadas (e.g. grupos VIA-1 e

VIA-2).

1.1.1.1 FLA; Grupos I e I1

Os primeiros estudos de atividade tipo fosfolipase foram realizados em suco
pancredtico bovino e em veneno de cobras®. Esses ocorreram na década final do século
XIX e no principio do século XX, sendo posteriormente estendidos a vérios venenos de
serpentes, abelhas e suco pancredtico de outros mamiferos (DENNIS, 1994; SIX &
DENNIS, 2000). A maior compreensdo mecanistica (SCOTT, 1997) e a resolu¢do da

estrutura tridimensional das FLLA, levou, inicialmente, a divisdo dessas em dois grupos de

" O autor nio define qual seria o percentual minimo de identidade necessario para classificar uma fosfolipase
dentro de um mesmo grupo.
? termo que se refere as serpentes venenosas da familia Elapidae.



acordo com os seguintes critérios (DENNIS, 1994; SIX & DENNIS, 2000):
a) posicao das pontes dissulfidicas;
b) presenca de alcas exclusivas;

c) seqiiéncia de aminoécidos.

As fosfolipases A, dos grupos I e II compartilham um conjunto homoélogo invaridvel
de estrutura tercidria (figura 3), o qual inclui trés alfa-hélices (residuos 1-12, 37-54 e 90-
109) e uma alca na regido dos residuos 24-30 (SCOTT, 1997). Os modelos estruturais
obtidos por cristalografia de raios-X dessas enzimas demonstram um contetido de cerca de
50% de alfa-hélices (DENNIS, 1994) e uma quantidade relativamente pequena de folhas
beta, normalmente formada por um unica regido (residuos 74-84, localizados entre as

hélices 2 e 3), a qual € estabilizada pelo nitrogénio N-terminal (SCOTT, 1997).

hélice 3 alga pancreatica
\ / { oualca 59)
/ helice 2

folhas beta
(B-wing) \

diade catalitica
fresiduos 48 e 43)

alga de ligacao
de Ca?*

hélice MN-term

regiéao
_-terminal

Figura 3. Regides estruturalmente conservadas em FLA,s. Modelo estrutural de uma
fosfolipase A, do veneno de Gloydius halys pallas (PDB ID: 1PSJ), obtido por WANG et
al. (1996).



Fosfolipases A, dos grupos I e II possuem seqiiéncia de aminoécidos e contetido de
pontes de enxofre altamente conservados, sendo seis delas em posi¢des fixas, unindo os
residuos 27-131, 29-45, 44-109, 51-102, 61-95 e 85-100 (figura 4), além de uma sétima,

cuja a posi¢ao € variavel.
61-95

Figura 4. Pontes de enxofre estruturalmente conservadas em FLA,s. Modelo estrutural de
uma fosfolipase A, do veneno de Gloydius halys pallas (PDB ID: 1PSJ), obtido por
WANG et al. (1996). A numeracdo dos residuos, ndo consecutiva, emprega o esquema

comum proposto para todas as fosfolipases, o qual toma como base a posi¢do do residuo
Asp49.

Fosfolipases do grupo IA possuem como caracteristica tipica a presenca de uma alca
localizada na superficie chamada “alca elapidica”, a qual conecta a hélice 2 a uma folha
beta (SIX & DENNIS, 2000). Essas enzimas sdo encontradas no veneno de cobras e kraits
(serpente indiana). Elas possuem um tamanho que varia entre 13 e 15 kDa (DENNIS,
1997). Além das seis pontes de dissulfeto conservadas, estas FLLA, apresentam uma ponte
que liga os residuos 11 e 77 (SIX & DENNIS, 2000).

Por sua vez, fosfolipases do grupo IB foram as primeiras enzimas da familia FLA,GI
identificadas a partir de fontes nao-venenosas, sendo encontradas no suco pancredtico de

mamiferos. Como caracteristica exclusiva, estas proteinas apresentam uma extensao tnica



de 5 aminoécidos chamada "alca pancredtica", assim como uma ponte de enxofre ligando
os residuos 11 e 77 (caracteristica de FLA,GI). FLA,GIB sado secretadas como zimogénios,
cuja atividade catalitica sé € possivel apds a clivagem de uma seqiiéncia de 7 aminoacidos
por proteases endogenas (SIX & DENNIS, 2000).

O Grupo II de fosfolipases apresentou um rdpido crescimento nas duas ultimas
décadas, onde ele passou de 2 subgrupos (DENNIS, 1994), até chegar nos 6 subgrupos
conhecidos (SIX & DENNIS, 2000). Trata-se de um extenso nimero de fosfolipases que se
diferenciam entre si por caracteristicas como pontes de enxofre (uma ponte ligando os
residuos 50 e 137 € tipica para esse subgrupo), tamanho, extensdo da alca C terminal e

ocorréncia na natureza (tabela 1).

Tabela 1: caracteristicas das FLA,GII

Massa No. de Extensao
Subgrupo molecular ontés de da regido Exemplos de ocorréncia
FLA,GII  aproximada P C-terminal P
dissulfeto
(kDa) (em a.a.)
A 13-15 7 7 Fluido sinovial humano, plaquetas
de cascavéis e veneno de viboras
B 13-15 6 6 Veneno de viboras gaboon
C 15 8 7 Testiculo de ratos e camundongos
D 14-15 7 7 Pancreas / baco de humanos e ratos
E 14-15 7 7 Cérebro/ coracao/ dtero de
humanos e ratos
F 16-17 7 30 Embrido e testiculo de
camundongos
Tabela parcialmente adaptada de SIX & DENNIS (2000)
1.1.1.2 FLA; Grupo IIT

O terceiro grupo de fosfolipases foi criado originalmente para agrupar enzimas
presentes no veneno de abelhas. Atualmente, ele comporta uma série de outras FLA,
secretadas, presentes no veneno de escorpides, de lagartos e de dguas vivas. Uma busca no
genoma humano encontrou um fragmento com 31% de identidade a FLA, GIII da abelha
doméstica (Apis mellifera) (SIX & DENNIS, 2000). O grupo III das FLA, possui muitas

semelhangas bioquimicas com os grupos I e II, o que pode ser atribuido a semelhangas de



10

seqiiencia (SIX & DENNIS, 2000). Pertencem ao grupo III proteinas com tamanho de
cerca de 15 a 18 kDa e que apresentam 5 pontes de enxofre caracteristicas.

Em comparac¢do com as demais fosfolipases dos grupos III, as FLA,GIII de humanos
sdo proteinas que se destacam pelo maior tamanho (massa molecular 55 kDa). Sao
constituidas por trés dominios, incluindo um dominio central homdlogo a fosfolipase A,
(com uma massa molecular de 16 kDA), o qual apresenta todas as caracteristicas das
demais enzimas do grupo III. Transcritos dos genes que expressam essas proteinas foram
detectados em rim, coragdo, figado e musculo esquelético. Porém, até o momento nao foi
descoberto como estas enzimas sdo proteoliticamente processadas nas células

(MURAKAMI, 2004).

1.1.1.3 FLA; Grupo IV

As fosfolipases desde grupo foram as primeiras encontradas (em 1986) que nao
apresenta a estrutura catalitica comum aos grupos anteriores (e.g. His48-Asp49). Foi
proposto para as enzimas deste grupo um novo modelo de mecanismo catalitico onde a
diade catalitica € formada pelos residuos Ser228-Asp-549 (SIX & DENNIS, 2000).

Além disso, estas enzimas caracterizam-se pela presenca de um dominio C2 (figura 5)
no qual ligam-se dois ions cdlcio. O dominio C2 € a regido utilizada para a ligacdo de
FLA; do grupo IV com superficies fosfolipidicas. In vivo, esse dominio possui a fung¢do de
transportar a proteina do citosol para a regido da membrana em resposta a um aumento da
concentracao intracelular de {ons calcio.

Por terem sido encontradas originalmente no citosol, as fosfolipases deste grupo
passaram a ser conhecidas por fosfolipases citos6licas ou FLAc (SIX & DENNIS, 2000).

Estas enzimas sdo célcio dependentes e apresentam um tamanho consideravelmente
maior que as pertencentes aos grupos anteriores. Atualmente, estas fosfolipases estdo
divididas em trés subgrupos: FLA;GIV (com cerca de 85 kDa) FLA,GIVg (114 kDa) e
FLA,GIV¢ (61 kDa) (SIX & DENNIS, 2000).
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Dominio C2 Dominio hidrolitico

Figura 5. Modelo estrutural de uma fosfolipase A, citosélica (PDB ID: 1CJY), obtido por
Dessem et al. (1999).

Fosfolipases do grupo IV apresentam um papel importante na mediagdo de processos
inflamatérios e nas rotas de transducdo de sinal, pois hidrolisam preferencialmente
fosfolipidios contendo 4cido araquidénico (HIRABAYASH et al., 2004). Além disso,
fosfolipases A, do grupo IVp apresentam atividades de lisofosfolipase e transacilase in

vitro (DENNIS, 1997).

1.1.1.4 FLA; Grupo V

O grupo V das fosfolipases A, foi proposto em 1994. FLA, deste grupo possuem cerca
de 14 kDa e seis pontes de enxofre conservadas dos grupos I e II, sem apresentar as pontes
especificas destes dois grupos (se¢do 1.1.1). O grupo V de fosfolipases A, retine enzimas
secretadas que nao se enquadram facilmente nos grupos anteriores (SIX & DENNIS,
2000).

FLA,GV foram inicialmente encontradas em camundongos, onde sdo transcritas e
expressas em niveis muito superiores as PLA,GII em vérios tecidos e células
imunoldgicas. Porém sdo também amplamente encontradas em tecidos humanos, onde sua

maior expressao di-se no coracio (MURAKAMI, 2004).
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1.1.1.5 FLA; Grupo VI

Dentre as enzimas deste grupo, encontra-se a primeira fosfolipase ndo-dependente de
calcio caracterizada. Ela foi inicialmente denominada iFLA, sendo, apds, nomeada FLA,
GVIA-1 (SCOTT, 1997). Primeiramente isolada e caracterizada em macréfagos P388D,
possui aproximadamente 750 aminodcidos e 85 kDa e Apresenta a seqii€éncia consenso
Gly-X-Ser-X-Gly, caracteristica de lipases, a qual contém a serina nucleofilica prépria das
fosfolipases citosdlicas. (SIX & DENNIS, 2000).

As enzimas do subgrupo GVIA sao encontradas nas células pancreaticas de humanos,
camundongos e ramster € possuem uma fun¢do importante na homostasia e na tradugdo de
sinais de outros processos fisioldgicos (SIX & DENNIS, 2000).

Um grupo GVIB foi identificado baseado na seqiiéncia preliminar derivada do projeto
genoma humano e posteriormente clonado de cDNA de miusculo esquelético e corag@o. As
proteinas do subgrupo GVIB possuem aproximadamente 25% de similaridade de seqiiéncia
com as proteinas do subgrupo GVIA.

Foi detectada a existéncia de outras proteinas relacionadas com o grupo FLA,GVI, em
espécies evolutivamente distantes (e.g. batata). Porém, ndo foi determinado se essas
enzimas pertencem a um dos dois sub-grupos ja existentes ou se necessitardo da criagdo de

um novo® (SIX & DENNIS, 2000).

1.1.1.6 FLA; Grupo VII

Até o momento da redacdo desse trabalho, o grupo VII de FLA, apresentava apenas
duas proteinas, classificadas em dois subgrupos distintos:

a) subgrupo GVIIA-FLA;: constituido por uma proteina secretada de 45 kDa e 441
aminodcidos, encontrada na corrente sanguinea de muitos animais; contém O motivo
consenso Gly-X-Ser-X-Gly, além da triade classica das hidrolases: Ser273, Asp296 e
His351. Entre outras atividades, esta enzima possui acdo acetil-hidrolase sobre o fator de
ativacdo plaquetdria do plasma (pPAF-AH: plasma platelet activating factor
acetylhydrolase). (SIX & DENNIS, 2000).

b) subgrupo GVIIB-FLA;: constituido por uma proteina intracelular (PAF-AH II),

3 Acx ~ . . .
Até meados de 2006 ndo havia sido criado um novo subgrupo para agrupar essas enzimas.
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originalmente purificada a partir de tecido cerebral bovino. Possui 41% de identidade de
seqiiencia com a pPAF-AH, além de apresentar o motivo consenso Gly-X-Ser-X-Gly. Esta
enzima é expressa em taxas elevadas no figado e nos rins e, em menor quantidade, em
outros tecidos. Atua na célula como agente auxiliar de inibicdo da apoptose ativada por

oxidacdo (SIX & DENNIS, 2000).

1.1.1.7 FLA; Grupo VIII

Também constituido por dois subgrupos (VIIIA e VIIIB), estas enzimas sdo expressas
intracelularmente em cérebro bovino, nas subunidades heterotriméricas da proteina PAF-
AHIb.

Cada um dos subgrupos de FLA, VIII tem aproximadamente 26 kDa e guardam uma
identidade de 62% entre si, apresentando-se como duas subunidades dentro do
heterotrimerico PAF-AHIb (platelet-activating factor acetylhydrolase isoform Ib) (figura 6)
que ainda apresenta uma subunidade regulatéria de 45 kDa (SIX & DENNIS, 2000).

Figura 6. Modelo estrutural do heterodimero catalitico al/B2 do fator de ativagdo
plaquetdrio acetilhidrolase Ib de cérebro bovino (PDB ID: 1FXW), obtido por
SHEFFIELD et al. (2001).
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1.1.1.8 FLA; Grupo IX

Este grupo de enzimas de aproximadamente 14 kDa apresenta atualmente uma unica
proteina, chamada conodipina-M, obtida do veneno da lesma marinha Conus magus
(McINTOSH et al., 1995). Composta por dois polipeptideos unidos por pontes
dissulfidicas, ela apresenta a diade His/Asp caracteristica das fosfolipases secretadas, mas
possui um baixo requerimento do fon célcio divalente (20 uM de Ca®* para uma atividade
de 50%).

Até o momento da redacdo do presente trabalho, a estrutura tridimensional da

conodipina-M ndo havia ainda sido resolvida, segundo consulta na base de dados PDB.

1.1.1.9 FLA; Grupo X

Assim como o grupo V, este grupo reline enzimas cuja classificacdo nos grupos ja
existentes € dificil. Estas fosfolipases possuem elementos estruturais caracteristicos de
outros grupos de FLA, secretadas: i) as pontes dissulfidicas dos grupos 1 e II; ii) a
seqiiéncia da extensdao C terminal do grupo II; iii) a seqii€éncia propeptidica do grupo 1. As
fosfolipases A, do grupo X possuem aproximadamente 14 kDa e 123 residuos (SIX &
DENNIS, 2000).

Transcritos de FLA,-X s@o expressos nos 6rgaos dos sistemas imunoldgico e digestivo

de humanos (MURAKAMI, 2004).

1.1.1.10 FLA; Grupo XI

Este grupo é composto por fosfolipases secretadas presentes em plantas, tais como
arroz, olmo, cravo e Arabidopsis (SIX & DENNIS, 2000). Até o momento da redacdo do
presente trabalho, apenas duas fosfolipases sdo inluidas neste grupo, estando subdivididas
em dois subgrupos: GXIA e GXIB.

Apesar de apresentar varios residuos conservados em relagdo aos grupos secretados ja
conhecidos, a baixa identidade de seqiiéncia (menor que 25%), assim como a presenga de
sete cisteinas estruturalmente unicas, distinguem estas fosfolipases das demais, justificando

a classificacdo como um grupo proprio.
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1.1.1.11 FLA; Grupo XII, XIII, XIV e além

Em 2001, HO et al. reportaram um novo grupo de fosfolipases, identificado como
FLA, GXII, que se distingue dos outros grupos ricos em cisteina com um motivo catalitico
imidazdlico, com 20 kDa e distribuicdo de 14 cisteinas dentro da proteina. Isoformas
geradas por processamento alternativo com localizacdo subcelular diferente foram
identificadas. Os autores sugerem que este grupo auxilia a resposta de células
imonolodgicas T, a partir da liberagdo de sinais secundarios e geragao de eicosandides.

Recentemente, uma nova fosfolipase secretada foi identificada em camundongos e
humanos, sendo classificada em um novo subgrupo: XIIB. A proteina madura tem uma
massa molecular de 19,7 kDa e caracteristicas estruturais similares aquelas previamente
identificadas como FLA, GXII, que passou a ser conhecido como GXIIA (ROUAULT et
al., 2003).

O grupo XIII foi proposto por Cannan et al. (2004), contendo fosfolipases oriundas de
capsideos de parvovirus. Essas proteinas possuem atividade auxiliar na entrada do
parvovirus na célula hospedeira. Este grupo possui pouca identidade de seqiiéncia com as
demais fosfolipases secretadas e ndo apresenta pontes de dissulfeto. Ensaios com
inibidores de fosfolipases conhecidos resultaram em nenhuma ou baixa capacidade
inibitéria. Estas diferencas estruturais € no mecanismo catalitico levaram os autores a
propor a classificacdo destas enzimas como o novo grupo FLA, GXIIIL.

Em 2001, SORAGNI et al encontraram uma fosfolipase dependente de cdlcio
associada a superficie de membrana no fungo Tuber borchii. Esta enzima foi chamada de
TbSP1, sendo a primeira fosfolipase A, descrita em fungos. Caracteriza-se como uma nova
classe de FLA,, a qual foi posteriormente classificada como FLA, GXIV (BALSINDE et
al., 2002). A fosfolipase TbSP1 ¢ sintetizada inicialmente como uma pré-proteina
secretada durante a fase micelial. A proteina madura, porém, também encontra-se
distribuida na parte interna da membrana celular, proxima a membrana plasmatica. Estudos
feitos por SORAGNI et al. (2001) apontam o papel desta proteina na adaptacdo do fungo a
condic¢des persistentes de limita¢do nutricional.

Desta forma, a descoberta de fosfolipases A, em novos organismos, as quais ndo se
enquadrem nos atuais grupos, trard a necessidade da ampliacdo desta classificacdo, tanto

criando novos subgrupos como gerando outros grupos além dos quatorze ja existentes.
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Um critério mais simples utilizado para classificar as fosfolipases A, leva em
consideracgdo a distribui¢do destas no meio intra ou extra-celular:

1 — FLA, secretadas: composto por enzimas menores, que apresentam a diade
catalitica His48-Asp49 conservada;

2 - FLA; citoso6licas: composto por proteinas relativamente maiores, encontradas no
citosol; estas proteinas caracterizam-se pela presenca da diade catalitica Ser-Asp, a qual

ndo estd estruturalmente conservada entre as proteinas desta classe.

Uma classifica¢do simplificada dos grupos existentes de fosfolipases A, € apresentada
na tabela 2*.

Tabela 2: classifica¢io das fosfolipases A"

Grupo Localizacao Tz;:{n]z;:)h ° Fontes Caracteristicas
1A Secretada 13-15 Venenos dc? cobras e Par H{s—AsQ, 7 pontes
kraits dissulfidicas
IB Secretada 13-15  Péancreas mamifero | & FIS-ASD, Alga l?lgpdlca, 7
pontes dissulfidicas
hlfrill:lll’(li(()) 511121 O‘S:l}as Par His-Asp, extensao
IIA Secretada 13-15 P q caboxilica, 7 pontes
de cascavéis e . -
dissulfidicas
veneno de viboras
Par His-Asp, extensao
IIB Secretada 13-15 Veneno de viboras caboxilica, 6 pontes
gaboon . oy
dissulfidicas
. Par His-Asp, extensao
IncC Secretada 15 Testiculo de ratos e caboxilica, 8 pontes
camundongos . L
dissulfidicas
" Par His-Asp, extensao
118D Secretada 14-15 Pancreas / bago de caboxilica, 7 pontes
humanos e ratos . .
dissulfidicas
Cérebro/ coragao/ Par His-Asp, extensao
IE Secretada 14-15 atero de humanos e caboxilica, 7 pontes
ratos dissulfidicas
e , Par His-Asp, extensao
IF Secretada 16-17 Embrido e testiculo caboxilica, 7 pontes
de camundongos . 1
dissulfidicas
m Secretada 15-18 Abelhfls, lagartos, Par HI.S-ASI?, 5 pontos
escorpides, humanos dissulfidicas

* Visando uma maior facilidade de consulta, na tabela estdo repetidos alguns dados apresentados na tabela 1
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Grupo Localizacao Tamanho Fontes Caracteristicas
(kDa)
Células U937 .. o
IVA  Citosdlica 85 humanas, plaquetas Dormmr(; Cu21;tf§rsif;)rllaga0
264.7, rim de rato g
Pancreas, figado,
IVB Citosoélica 114 coragdo e cérebro Dominio C2
humano
IVC  Citosélica 61 Coragdoemusculo Dominio C2, fenilada
esquelético humano
Coragdo e pulmdo  Par His-Asp, auséncia de alca
\" Secretada 14 de macroéfagos e elapidica, auséncia de extensao
humanos C terminal
e Macréfagos P388Dy, Processamento menor, 8
VI A-1 Citosélica 84-85 CHO repeticdes an kyrin®
e Linfécitos B . . b
VI A-2 Citosdlica 88-90 humanos, testiculos 7 repeti¢des ankyrin
VIB Citosoélica 88 C,O racao Huma/ng, Ligada a membrana
Musculo esquelético
Plasma humano,
VIIA Secretada 45 bovino, suino e de Triade Ser/His/Asp
camundongos.
VIIB  Citosélica 40 Rim e f1gad9 Intracelular, miristoilada
humano e bovino
Intracelular, enovelamento tipo
VIII A  Citosdlica 26 Cérebro humano proteina G, triade catalitica
Ser/His/Asp, dimérica
VIII B  Citosdlica 26 Cérebro humano Igual a/anterlor, ativa como
heterodimero ou homodimero
IX  Secretada 14 Veneno de lesma Par His-Asp
marinha
% Secretada 14 Le}lcoc1t0, bago e Par H1s—As~p, alca elgp1d1ca,
timo humanos extensao C terminal
XT A Secretada 12,4 Vegetais Cisteinas f:sFruturalmente
dnicas
XIB Secretada 12,9 Vegetais Cisteinas f:sFruturalmente
dnicas
XIT A Secretada 20 Células Th2 Par His-Asp, 14 cisteinas
XIIB  Secretada 19.7 Camundongos e Leu48, 14 cisteinas
humanos
. N3ao apresenta pontes de
X111 Secretada <10° Cap s1de(3s de sulfeto, sitio catalitico
parvovirus

diferenciado
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Grupo Localizacao T?kml;jl:)h ° Fontes Caracteristicas

X1V Secretada 13-19

Fungo simbiéticoe  Unica encontrada em fungos,
Streptomyces sintetizada como zimogénio

“Dados obtidos de BALSINDE ef al.(2002), CANAAN et al. (2004), DENNIS (1997), HO et al. (2001) e

SIX & DENNIS (2000).

°Classe de proteinas Alfa-Beta o/p constituida principalmente por folhas betas antiparalelas (regides

segregadas Alfa e Beta) com repeticdes organizadas em estruturas alongadas.

“O motivo fosfolipase de parvovirus possui cerca de 108 residuos (massa total da proteina: 81-89 kDa).

A grande complexidade estrutural e funcional descrita anteriormente justifica o imenso
fascinio que as fosfolipases A, vem exercendo sobre a comunidade cientifica. O
detalhamento das relagdes estrutura-funcio das fosfolipases A,, além de contribuir para o
entendimento de diversos eventos bioldgicos, abre espago para a possibilidade de
planejamento de novas proteinas, com atividades desejadas, bem como para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para um grande nimero de estados patoldgicos

(MURAKAMI, 2004).

1.2 Fosfolipases A; secretadas

Fosfolipases A, secretadas (FLA,s) estdo presentes em venenos de vertebrados e
invertebrados. Em muitos casos, elas representam os maiores componentes das peconhas
desses animais (VALENTIN & LAMBEAY, 2000).

A diversidade molecular observada nas fosfolipases A, secretadas de veneno de
serpentes (FLA,sv), associada com a presenca de receptores para estas proteinas em
mamiferos, aponta para a possivel existéncia de um grande numero de diferentes
fosfolipases A, secretadas de mamiferos (FLA,sm). As FLA,sm representariam ligantes
endégenos naturais para tais receptores (VALENTIN & LAMBEAY, 2000). No genoma
humano foram identificados genes de fosfolipases A, dos grupos IB, IIA, IID, 1IE e IIF,
A, V, X, e XII (BERG et al., 2001).

Conforme ja visto, embora a seqii€ncia de aminodcidos das FLA,sv possa diferir
significativamente, a estrutura tridimensional € bastante conservada, apresentando diversas
caracteristicas em comum.

A especificidade de uma FLA,sv é determinada pela sua capacidade de reconhecimento
interfacial e pela presenca de sub-sitios de especificidade na regidao do sitio catalitico.

Desta forma, duas regides sdo particularmente importantes no que concerne ao estudo da
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atividade dessas proteinas: o sitio catalitico e o sitio de reconhecimento interfacial (face i),
sendo este ultimo responsdvel por fazer contatos com moléculas fosfolipidicas na
superficie da membrana (BERG et al., 2001).

Os residuos cataliticos das fosfolipases A, secretadas estdo localizados em uma das
extremidades do sitio ativo. A fenda hidrofébica de acesso ao sitio catalitico é formada
pelos residuos Leu2, Phe4, 1le9, Alal02, Alal03 e Phel06. O sitio catalitico € circundado
pela face i, a qual age como um dominio ou sitio de ligacdo interfacial (figura 7). Todas as
estruturas ativas de FLAs conttm a mesma diade catalitica: His48-Asp49. As
propriedades que diferenciam as diversas FLA;s sdo, geralmente, os residuos que formam
a face i e outros residuos da superficie protéica que fazem parte de dominios de

reconhecimento para outras fungdes (tais como miotoxicidade e neurotoxicidade).

Figura 7. Representagdo esquematica da superficie molecular destacando as regides que
formam a face i da fosfolipase de Gloydius halys pallas, PDB ID 1PSJ (WANG et al.,
1996). Em amarelo: residuos que compdem a diade catalitica; em vermelho: residuos
diretamente relacionados com a interagdo interfacial - Trp31 e Lys69 (SIX & DENNIS,
2000); em azul: demais residuos que compdem a face i.

1.2.1 Interacoes com a face i - Mecanismo de ativacao interfacial das Fosfolipases A,

De uma forma simplificada, pode-se afirmar que o mecanismo de ativagdo interfacial

de fosfolipases A,, envolvendo desde a aproximagdo da enzima a superficie fosfolipidica
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até a liberacdo dos produtos de catalise, ¢ um processo que ocorre em cinco etapas bem
definidas, sendo cada uma delas finamente controlada por uma constante de equilibrio. Na

figura 8 estdo detalhadas estas etapas.

E

E
“ etapa 1

facei

(E*S)Y —— E*+P*— E
Hd KS* K” k*cul Hd2

E+8* === E*+§*

Figura 8. O mecanismo de ativacdo e de acado interfacial de FLA,. Figura adaptada de
BERG et al. (2001).

Como pode ser observado na figura 8, inicialmente, enquanto que a enzima permanece
no meio extracelular, ela encontra-se na forma inativa (E). Durante o processo de
aproximacdo da enzima a membrana, mudancas conformacionais originadas na face i
induzem a passagem para um estado ativado (E*) (Etapa 1). Na segunda etapa do processo
de ativacdo interfacial, a enzima captura um fosfolipidio da membrana, o qual ¢
direcionado para o seu sitio catalitico (complexo E*S). Na etapa 3, forma-se o complexo
enzima ativada-substrato, (E*S)". E nessa etapa que ocorre a clivagem da ligagdo éster.
ApOs (etapa 4), hd a liberagdo dos produtos de catdlise, deixando vago o sitio ativo da
fosfolipase. A existéncia da quinta etapa desse processo ainda € motivo de controvérsia. Os
modelos propostos divergem quanto a necessidade do retorno da enzima para o meio

extracelular para que o ciclo catalitico se reinicie.
1.2.2 Mecanismo catalitico das FLA,

Apesar de ndo ser requerido para a ligagdo da enzima na interface, a presenca de um
fon célcio divalente (Ca**) é um cofator essencial para a ligacdo do substrato no sitio
catalitico e para o processo enzimatico das fosfolipases A, (BERG et al., 2001).

O mecanismo atualmente aceito para a agdo catalitica de FLA, foi originalmente
proposto por SCOOT et al. (1990), sendo posteriormente revisado por KINI (2003) (figura
9).
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Figura 9. Mecanismo catalitico tipico de fosfolipases A,. Verde: componentes
enzimaticos; Vermelho: substrato; Azul: moléculas de 4gua; Lilds: cadeia alifdtica do
grupo ligado a carbonila sn-2 do fosfolipidio. Os simbolos C28, C30 e C32 se referem aos
carbonos alfa dos residuos 28, 30 e 32 respectivamente. “w6” e “w12” representam duas
moléculas de dgua. R; e R, s@o cadeias alifdticas quaisquer.

Este mecanismo ocorre durante a “etapa 3” do mecanismo de ativacdo interfacial
(figura 8, secdo 1.2.1), em quatro estdgios principais.

O sitio catalitico da enzima na forma ativada (E*) possui um ion cdlcio que é
coordenado pela carboxila da cadeia lateral do aspartato 49, pelos oxigénios carbonilicos
dos residuos 28 e 30 da al¢a de ligacdao de cdlcio (figura 3, na secdo 1.1.1.1) e por duas
moléculas de dgua estrutural (na figura 9, as moléculas de dgua estdo em azul e o restante
dos residuos em verde). O nitrogénio gama () da cadeia lateral da histidina auxilia na
coordenacio de uma das moléculas de dgua. O complexo enzima ativada - substrato (E'S)
¢ formado a partir do deslocamento, pelo fosfolipideo, de uma das moléculas de dgua
(w12) coordenadas pelo ion célcio presente no sitio ativo. Através de interagdes
eletrostéticas, o ion célcio polariza a carbonila localizada na posi¢do sn-2 do substrato,
aumentando o cardter eletrofilico do carbono carbonilico.

No estdgio seguinte, ocorre o ataque nucleofilico de uma molécula de dgua (w6) sobre

a carbonila sn-2. O aumento do carater nucleofilico da molécula de dgua é provocado pela
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polarizacdo de uma das ligacdes H-O da dgua pelo nitrogénio Yy da cadeia lateral de His48.
O ataque a carbonila leva a formagdo do complexo enzima ativada — intermedidrio
tetraédrico (E*TI). Apés, o cardter de dupla ligacdo da carbonila € restituido mediante a
cisdo heterolitica do (complexo enzima ativada — produto (E*P)).

Por dltimo, ocorre a protonagdo do lisofosfolipidio formado, juntamente com a
desprotonagdo do nitrogénio gama da histidina (estdgio 4). Observa-se que, neste ponto, o
sitio catalitico € regenerado as condic¢des iniciais e ocorre a formagdo de produtos ndo

ionizados, liberados na seqii€éncia de reagdes.

1.3 Estudos computacionais relacionados a fosfolipases

Apesar de toda a contribuicdo que a modelagem molecular pode dar ao entendimento
das fosfolipases, hd poucos estudos existentes na literatura. Um dos trabalhos precursores
foi o realizado por DEMARET & BRUNIE (1992), onde uma simula¢do de dinamica
molecular de 100 ps foi utilizada com o objetivo corroborar a verossimilhan¢ca de uma
estrutura catalitica atipica de uma fosfolipase do veneno de Crotalid A. p. piscivorus’.
Neste trabalho, a estrutura do sitio catalitico foi remodelada para uma conformagao similar
aquela entdo conhecida de outras fosfolipases. Apds o periodo de simulagdo, observou-se a
convergéncia do modelo gerado para a estrutura originalmente proposta, resolvida por
cristalografia de raios-X. Desta forma, os autores concluiram que as caracteristicas
observadas sao proprias da proteina e ndo representam um artefato de cristalizacao.

JONES et al. (1993) utilizaram a modelagem molecular para realizar uma simulacio de
48 ps de uma fosfolipase A, complexada com 1,2-Dilauroil-D,L-fosfatidiletanolamina
(DLPE) em 4gua. Foi encontrada uma grande semelhalng;al6 entre a estrutura prevista para o
complexo e a obtida por cristalografia de raios-X.

Posteriormente, ZHOU & SCHULTEN (1996) investigaram a interacdo de uma FLA,
com uma superficie de uma membrana monocamada. Trajetérias de DM de 138 ps foram
geradas para a fosfolipase A; livre (no estado ndo complexado) e dois complexos enzima-

membrana, com diferentes condicdes de ligagdo (com uma variacio de distincia de 2,5 A

> A estrutura nio se encontra depositada no PDB.

® Essa semelhanca pode ser causada, em grande parte, pelo baixo tempo de simulagdo realizado (quando
comparado aos padrdes atuais), pois talvez ndo houve tempo para que ocorresse uma completa relaxacio da
proteina e que esta assumisse uma estrutura diferenciada prépria do meio fisioldgico.
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entre si, chamados pelo autor de fortemente ligado, o mais préximo, e fracamente ligado, o
mais distante). As energias livres de solvatacdo (meio aquoso) foram calculadas para as
moléculas lipidicas na inteface enzima-membrana. Os resultados deste trabalho mostraram
que a dessolvatagcao dos lipidios ocorre somente na simulagdo onde a ligacdo membrana-
enzima era mais forte. Neste trabalho € mostrado que os fosfolipideos da membrana
interagem preferencialmente com residuos hidrofébicos. Os resultados obtidos apontam
para um modelo onde os produtos de hidrélise desestabilizam a membrana facilitando o
acesso da enzima ao substrato e conseqiientemente aumentando a velocidade da reacgao.

Dentre os mais recentes trabalhos de dinamica molecular relacionados a fosfolipases,
destaca-se o realizado por HY VONEN et al. (2001). Um ponto especialmente interessante
nesse trabalho € que nele ndo foram feitas simulacdes de fosfolipases, mas de trés
diferentes situacdoes de membranas fosfolipicas para relatar a acdo das FLA,. Simulagdes
de 1 ns foram realizadas para uma membrana composta por 1-palmitoil-2-linoleoil-sn-
glicero-3-fosfatidilcolina (PLPC) e para duas de suas versdes hidrolisadas (bicamadas
consistindo de lisofosfolipidios e fons linoleato ou de lisofosfolipidios e moléculas de
acido linol€ico). Os resultados revelaram que a perda da estrutura da bicamada hidrolisada
deve-se ao aumento da mobilidade das moléculas lipidicas na direcdo do interior da
bicamada.

Utilizando uma metodologia computacional que difere dos trabalhos anteriores,
DIRAVIYAM & MURRAY (2006) empregaram o método de diferencial finito de Poisson
Boltzmann para, quantitativamente, analisar a contribuicdo das interagdes eletrostaticas
para a associagdo de duas FLA,GII altamente basicas com membranas fosfolipidicas. Os
calculos deste trabalho tinham como objetivo prever o quanto a ligacdo com a membrana é
afetada pela forca idnica, pela composi¢do da membrana, pela substituicdo de residuos na
enzima e pela presenca de cdlcio no sitio ativo. Os resultados mostraram que interagdes
eletrostéticas nio especificas ndo somente possuem um papel fundamental no recrutamento
de enzimas pela membrana, mas também orientam as enzimas para a catélise na regido da
interface. Em relacdo a presenca do cdlcio, um leve aumento na forca de interacdo com a
membrana foi observado na auséncia desse fon. Porém, os autores, ndo consideram clara a

interpretacdo desse resultado.



2 Objetivos

A presente dissertacdo propde-se a estudar as fosfolipases D49 utilizando ferramentas

de dinamica molecular, visando atingir as seguintes metas:

a. obter modelos estruturais de FLA,sv em dgua e em ambiente pouco polar (visando
um modelo de baixo custo computacional para simular o ambiente de membrana);

b. a partir de simulagdes mais longas, complementar os estudos de dinamica
molecular de FLA,sv ja existentes;

c. estudar a dinAmica do mecanismo de ativacdo interfacial de FLA,sv;

d. propor um modelo para o mecanismo de ativacao interfacial de FLA,sv.

Desta forma, espera-se com esse trabalho a obtencdo de um maior detalhamento dos
mecanismos de catalise interfacial e de catalise enzimatica de FLA,sv buscando contribuir
para o futuro desenvolvimento de farmacos para o tratamento de estados patolégicos

relacionados a essas enzimas.



3. Metodologia

3.1 Dindmica molecular

Dentre as diversas técnicas que compdem o dominio da quimica computacional, a
dindmica molecular apresenta-se como uma metodologia de grande adequacdo para o
tratamento de sistemas complexos, constituidos por centenas ou milhares de dtomos, tais
como aqueles usados no estudo das proteinas. Essa adequacdo surge pelo fato da dindmica
molecular basear-se nas equagdes cldssicas do movimento newtoniano, cuja resolucio, em
comparacdo com as metodologias que utilizam tratamento quantico, ¢ substancialmente
mais rapida, possibilitando assim a insercao da dimensao tempo.

Essa particularidade define o principal objetivo de uma dindmica molecular, que é a
obtencdo de uma trajetéria que determine a posi¢do dos dtomos de um sistema em funcao
do tempo.

No inicio da simulagdo, sao atribuidas aos &4tomos velocidades iniciais que
correspondem a distribuicdo de Maxwell a uma temperatura determinada. Apds, a
simulacdo continua em uma série de passos, correspondendo a pequenos incrementos de
tempo, onde a forca sobre cada 4tomo € atualizada (FLORES & MOSS, 1990).

Essa forca F(t) é calculada de acordo com a equagdo 3.1, através da derivacdo da

funcdo de energia potencial em relagdo a posicao de cada d&tomo do sistema r;(t):

Fl(t) = _%V (r17 I, ..., rn) (31)

1
A aceleracdo a,(t) de cada &tomo com massa m;, ¢ dada por

)
m, (3.2)

l

ai(t) =

Assim, a posi¢do atomica pode ser obtida por

d’r, F.(t)
1 t - 1
dt? @ m.

1

(3.3)

Nas subsecdes a seguir, sdo detalhados os elementos mais importantes para o

entendimento da metodologia desse trabalho.
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3.1.1 Campo de forcas

O termo campo de forgas refere-se ao conjunto de funcdes e parametros utilizados

para descrever a energia potencial de um sistema de particulas. Esses dados sdo obtidos a

partir de uma combinagdo de valores experimentais e cdlculos de mecanica quantica de

alto nivel.

Basicamente, um campo de forcas € constituido por dois componentes distintos (van

der SPOEL et al., 2002):

1.

2.

um conjunto de equagdes (chamadas de func¢des potenciais) usadas para gerar as
energias potenciais (e suas derivadas: as forgas potenciais);

os parametros usados nesse conjunto de equacoes.

Apesar de um campo de forcas possuir implementado um conjunto de fungdes

potenciais, seus parametros podem ser modificados para se adequarem melhor as

necessidades do usudrio ou devido a atualizagdes do conhecimento utilizado na sua

construcao.

As fungdes potenciais podem ser subdivididas em 3 tipos, descritos a seguir.

1.

Cdlculo das interacdes entre dtomos covalentemente ligados: envolve o célculo dos
estiramentos das ligacdes covalentes, dngulos entre ligacdes quimicas vizinhas,
diedros proprios e diedros improprios (os célculos sdo realizados tendo como ponto
de partida listas pré-estabelecidas contendo os valores padrio para estes
parametros).

Célculo das interagdes entre dtomos que ndo estdo conectados por ligacdes
covalentes: essas interacdes, cujo cdlculo é realizado somente para os 4tomos nao
covalentemente ligados que estdo dentro de um raio pré-determinado (lista de
vizinhos), levam em conta a impenetrabilidade das nuvens eletronicas, as forcas de
dispersdo e indugdo dipolar, assim como atragdes e repulsoes eletrostaticas.
Especiais: levam em conta a necessidade de impor, para certos grupos do sistema,
restri¢des de posicao e restricdes de distancia. Essas for¢as sdo usadas para impor
restri¢des de movimento ao sistema, tanto para evitar o aparecimento de artefatos
de simulagdo, quanto para incluir conhecimento obtido por dados experimentais.
Em ambos os casos, elas ndo fazem realmente parte do campo de forgas, pois sdao

adicionadas pelo usudrio. Essas for¢as sdo discutidas mais adiante, na secao 3.1.4.
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3.1.1.1 Calculo das interacdes ligadas

Interacdes ligadas sdo baseadas em listas de 4tomos previamente elaboradas. Elas
compreendem ndo somente interacdes entre pares atdmicos, mas incluem também
interacdes entre trés e quatro corpos. Sao divididas em estiramento de ligacdo (dois
corpos), angulo de ligacdo (tré€s corpos), e angulo diedro (quatro corpos). Um tipo especial
de interacdo por diedro (chamada de diedros imprdprios) € utilizado para forcar dtomos a
permanecerem em um plano ou para prevenir transicdes para uma configuracdo de

quiralidade oposta (imagem espelhada) (figura 10).

Estiramento de ligacio

Anaulo de ligagéo

Diedro Impréprio Diedro préprio

Figura 10. Interacdes ligadas.

3.1.1.2 Calculo das interacoes nao-ligadas

As interagOes ndo ligadas s@o calculadas com base em trés diferentes termos: repulsao,
dispersao e coulombico (ou eletrostitico).

Como ndo € possivel obter solucdes exatas para a interagdo nao-ligada entre dois
atomos, sdo empregadas metodologias que trabalham com aproximacdes. Além disso,

computacionalmente € muito custoso calcular as interacdes nao-ligadas entre todos os
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pares de dtomos existentes. Para reduzir o tempo de computacdo, um raio de corte Rcut é
utilizado onde, além desse raio, as interacdes sdo consideradas negligencidveis e assim ndao
sdo incluidas. E geralmente aceito que Reur ndo deve ser menor do que 8 A (FLORES &
MOSS, 1990).

Uma outra forma de diminuir o gasto computacional € atualizar a lista de vizinhos
somente apds um determinado nimero de passos de simulagdo (normalmente 10). Além
disso, essa lista pode ser dividida em duas partes, uma que lida com interagdes de curto
alcance, e uma segunda para interacdes de longo alcance, que poderd ser atualizada com
menor freqiiéncia.

Geralmente, os termos de repulsdo e dispersdao sdo combinados em tratamentos tipo
Lennard-Jones (interacdo 6-12) ou Buckingham (interacdao de expoente 6). O potencial de
Buckingham € mais flexivel e realistico que a interacdo de Lennard-Jones, porém apresenta
um maior custo computacional. Em adi¢do, as interacdes entre dtomos carregados sdao
calculadas através da aplicacdo de um termo eletrostatico.

A figura 11 exemplifica os diferentes tipos de interagao nao-ligadas existentes.

® 00

Interacdes por Interagdes
van der Waals coulémbicas

Figura 11. Interacdes nao-ligadas.

3.1.2 Campo de forcas do GROMOS

A qualidade das simulagdes de sistemas de interesse bioldgico realizada por dinamica
molecular depende criticamente do campo de forgas utilizado para descrever as interacoes
entre as particulas do sistema. Campos de forca sdao geralmente parametrizados usando
dados experimentais de moléculas pequenas — assim, eles somente podem ser considerados
confidveis apds a realizacdo de simulagdes de sistemas bioldgicos relevantes seguida da

validacdo dos resultados obtidos mediante a compara¢do com dados obtidos na bancada.
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GROMOS™ (atualmente GROMOS96™) é 0 nome dado para um pacote comercial de
simulacdo molecular adaptado para o estudo de sistemas bioldgicos, associado com
diversos campos de forgas.

De uma forma geral, os campos de forca do GROMOS ™ dividem-se em dois tipos: os
campos de forcas “versdo-A”, desenvolvidos para a aplicagdes com solucdes aquosas ou
apolares, empregados para proteinas, nucleotideos ou agucares e os campos de forcas
“versdo-B”, elaborados para simulagdes com moléculas isoladas em fase gasosa.

De acordo com The van Gunsteren group’s Home Page’ (2006), o primeiro conjunto
de parametros (campo de forcas) para o GROMOS data de 1984 e os campos de forcas
mais utilizados atualmente sdo: GROMOS 37C4 de 1985; GROMOS 43A1 de 1996 e o
GROMOS 45A3 de 2001. As versdes mais atuais sio o GROMOS 45A4 (campo de forcas
otimizado com parametros para carboidratos) e GROMOS 53A5/6 (ambos otimizados para

calcular a energia livre de solvatagdo de cadeias laterais de aminoacidos).

3.1.3 Condicoes periddicas de contorno

O uso de condi¢des periddicas de contorno em simulacdes de DM serve para eliminar
os efeitos de superficie e para expandir uma simulacdo de um unico sistema (e.g. proteina
mais moléculas de solvente) para o infinito, pois 0 mesmo sistema € replicado em todas as
direcdes da caixa simulada (figura 12).

Nesse tratamento, os atomos do sistema a ser simulado sao colocados em uma caixa, a
qual € circulada por cépias transladadas de si mesma. Desta forma passam a inexistir
fronteiras no sistema. Assim, o artefato causado por fronteiras indesejadas € substituido
pela abordagem das condi¢des periddicas (van der SPOEL et al., 2002).

Existem muitas geometrias de caixas possiveis para o uso em condi¢des periddicas de
contorno, tais como o dodecaedro rombico e octaedro truncado (Figura 13). Esses sistemas
sd0 mais proximos de uma esfera do que um sistema cubico, sendo considerados
computacionalmente menos custosos para o estudo de macromoléculas em solug¢do (van
der SPOEL et al., 2002), j4 que poucas moléculas de solvente sdo requeridas para

preencher a caixa.

" http://www.igc.ethz.ch/
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Figura 12. Representacdo simplificada do uso de condi¢des periddicas de contorno em

M

Figura 13. Dodecaedro rombico e octaedro truncado, ambos em orientagdes arbitrarias.

Figura adaptada de van der SPOEL et al. (2002).

uma simulagao.

3.1.4 “Constraints” e “Restraints’’: SHAKE e LINCS

Os termos “constraints” e “restraints” sdo usados normalmente para fixar posicoes de
referéncia. Elas podem ser utilizadas durante a equilibragdo, para evitar reorganizacoes
muito drésticas de partes criticas do sistema (como restringir 0 movimento em uma

proteina que esté sujeita a grandes perturbagcdes causadas por um solvente que ainda ndo se
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encontra equilibrado).

Outra aplicacdo € a restricdo de particulas que estdo sobre um perimetro ao redor de
uma regido que ¢é simulada. No passado, tendo como objetivo economizar custo
computacional, essa aplicacdo foi bastante empregada, geralmente para modelar
determinadas regides de interesse de macromoléculas, (e.g. sitio de interesse de uma
proteina) deixando o restante do sistema totalmente ou parcialmente “preso’.

No ambiente computacional (virtual) ndo existem ligacdes covalentes reais mantendo
os atomos conectados. Mas, como hd um potencial harmdnico para cada ligacdo, é
virtualmente impossivel rompé-las. Ligacdes com atomos leves, contudo, podem vibrar em
freqiiéncias cujo tempo caracteristico € inferior ao do passo de integracdo, levando a erros
na propagacao das posi¢des e na conservacdo da energia. Essas ligacdes devem ser
corrigidas usando constraints para eliminar o efeito espirio dos movimentos rapidos.
Dessa forma, os algoritmos SHAKE, RATTLE e LINCS sdo exemplos de alternativas
empregadas para contornar esse problema.

No caso da rotina SHAKE, por exemplo, um conjunto r de distancias (e angulos) de
referéncia é empregado para alterar um conjunto de coordenadas r’, gerando um novo
conjunto r’’, o qual deve satisfazer os valores presentes em uma lista pré-definida de
distancias constrangidas (constrained bond lengths):

SHAKE (r’ = 1’°; 1)

A partir da escolha de um valor de tolerancia, O algoritmo SHAKE corrige as
coordenadas atdmicas da lista de ligacdes constrangidas de forma interativa até que seja
satisfeito o critério de tolerancia relativa escolhido, para s6 entdo permitir que a simulag¢ao
avance para o proximo passo.

Por sua vez, o LINCS (LINear Constraint Solver) ¢é um algoritmo que retorna as
ligacdes aos seus comprimentos corretos apds uma atualizacdo sem a aplicacdo de
constrangimentos moleculares (unconstrained update). Esse método ndo € interativo e,
embora esteja baseado em operagdes que envolvem matrizes, ndo sdo realizadas
multiplicagdes entre matrizes. O algoritmo LINCS € considerado mais estdvel e rdpido que
o algoritmo SHAKE. Contudo, pode ser utilizado somente com ligagdes constrangidas
(bond constraints) e com angulos isolados de ligacdo constrangidos (isolated angle

constraints) (e.g. angulo do préton na hidroxila).
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3.1.5 Termostato e barostato

A utilizagdo de um termostato e de um barostato nas simulacdes de dinamica
molecular serve para manter a temperatura e a pressao, respectivamente, dentro de valores
desejados.

Em uma dindmica molecular, a temperatura T estd relacionada com a diferenca de
velocidades atdomicas e é definida como a energia cinética do sistema. Por diversas razdes
(e.g. flutuagdes durante a etapa de ambientacao, flutuagdes como resultado do truncamento
de forcas e erros de integracdo) faz-se necessdrio o controle da temperatura do sistema.
Essa propriedade pode ser mantida constante durante uma DM através de métodos
variados. Um método bastante utilizado trata de acoplar o sistema fracamente a um banho
externo. Nesse procedimento as velocidades das particulas sdo corrigidas a cada passo da
simulacdo (van der SPOEL et al., 2002). Normalmente, o acoplamento térmico € realizado
através do uso de um termostato de Berendsen em um banho com temperatura Ref; [K], e
uma constante de atualiza¢do de tempo Tau; [ps]. Diversos grupos podem ser acoplados
separadamente.

De forma semelhante ao acoplamento de temperatura, o sistema também pode ser
imerso em um ‘“banho de pressdo”. Essa propriedade pode ser mantida constante de uma
maneira similar através do ajuste do volume da caixa do sistema. Existem diversas formas
de controlar a pressao durante uma DM, entre as principais destacam-se:

1. Isotrépica — a pressao € tratada isotropicamente com uma constante de tempo Taup
[ps]. A compressibilidade e pressdo de referéncia sdo escolhidas pelo fornecimento
das propriedades compressibilidade [bar] e refp [bar];

2. Semi-isotropica — a pressdo acopla isotropicamente nas direcdes x e y, mas de uma
forma diferente na direcdo z. Esse método pode ser util em simulacdes com
membranas. Dois conjuntos de valores sdao necessdrios para as direcdes x/y e z
respectivamente.

3. Anisotrépica — De forma semelhante a anterior, s6 que seis valores s@o necessarios
para os componentes XX, yy, ZZ, Xy/yX, Xz/zx e yz/zy respectivamente.

4. Tensao-superficial — O acoplamento por tensdo superficial se d4 para superficies
paralelas a uma plano xy. Esse método utiliza um acomplamento de pressao normal

2z

para a direcdo z, enquanto que a tensdo de superficie é acomplada com as
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dimensdes x/y da caixa.

5. Triclinico — Esse método utiliza uma caixa completamente dindmica, utiliza seis

valores para compressibilidade e seis pressdes de referéncia.

3.1.6 Etapas da simulacao

Didaticamente, a descricao de um procedimento de simulagdo por dindmica molecular

pode ser dividida em seis etapas, resumidas a seguir.

1.

Etapa inicial. Nessa etapa ocorre o assinalamento das condi¢des iniciais do
sistema, tais como coordenadas atOmicas, temperatura inicial, pressdo, entre
outras. Nessa etapa, nenhum calculo € rodado.

Minimizagao de energia. A funcdo dessa etapa é a realizacdo de um calculo
prévio, que visa a relaxacdo da estrutura proteina e dos ligantes, removendo
desta forma eventuais contatos irreais gerados em conseqiiéncia do
empacotamento cristalino.

Simulacdo com restricio de posicdes. Nessa etapa, a proteina e os ligantes
(quando existirem) sdo mantidos rigidos, enquanto as moléculas do solvente sdo
relaxadas. Essa etapa pode variar, de poucos picosegundos até algumas
centenas, dependendo da complexidade do sistema utilizado.

Termalizacdo. Corresponde ao periodo da simulagdo em que é feito um aumento
gradual da temperatura, objetivando evitar o choque térmico no sistema
simulado. A duracdo da etapa de termalizacdo varia de acordo com a
complexidade do sistema.

Ambientacdo. E uma etapa onde o sistema ja se encontra nas condi¢des de
pressdo e temperatura desejadas, mas ainda ndo teve tempo suficiente para
relaxar e assumir uma configuracdo de equilibrio estrutural e termodinamico.
Uma etapa de ambientacdo mais longa, geralmente, garante resultados de
melhor qualidade na préxima etapa.

Producdo. A ultima etapa de uma simulacdo por dinamica molecular. Essa etapa
gerard uma trajetéria que serd utilizada para a obtencdo dos dados

experimentais.
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As seis etapas anteriormente comentadas, pode ser acrescidas novas etapas, como a
inser¢do de ions, a insercdo de outros solventes (para sistemas bifdsicos), uma nova etapa
de restricdo de posi¢des apds a termalizacdo, etapas para o equilibrio da pressdo do
sistema, entre outras podem se fazer necessarias conforme a complexidade do sistema

simulado.

3.1.7 Validacao da simulaciao de DM

Estudos realizados através de simulagdes de dindmica molecular sdo verificados pela
comparacdo de propriedades simuladas e experimentalmente medidas (ndo-
computacionais) do sistema considerado.

Segundo van GUNSTEREN & MARK (1998), deve-se considerar cinco fatores
durante a validacdo de resultados de uma simulacdo computacional: qualidade da teoria ou
modelo, acuricia do tratamento das interacdes interatdmicas ou do campo de forgas, grau
de amostragem estatistica e convergéncia, qualidade do software de simulacdo e o quao
competentemente esse software € utilizado.

Os autores dividiram os resultados de comparagdes entre valores ndo-computacionais
(de bancada) e simulados (tedricos) em dois casos extremos:

1. Valores convergem. O que pode ser devido a uma ou mais das seguintes razoes: a
simulagdo adequadamente reflete o sistema real, a propriedade examinada ¢é
insensivel aos detalhes da simulag¢do ou aconteceu uma compensagao de erros.

2. Nao ha convergéncia entre os valores. O que pode ser causado por duas razdes
principais: a simulacdo ndo reflete o sistema real (teoria ou modelo incorreto,
campo de forca inadequado, simula¢do ndo convergiu, software falho ou utilizado

incorretamente) ou os dados experimentais estdo incorretos.

Para que os resultados de uma dindmica molecular possam ser considerados validos,
possuindo um grau de amostragem estatistica e convergéncia adequada, varios fatores
podem ser estimados. Esses fatores podem ser divididos em trés categorias principais:

1. Propriedades Estruturais, tais como posi¢cdo atdmica média ou distancias

interatbmicas, manutencdo de estruturas secunddrias, adequacdo ao diagrama de

Ramachandran, raio de giro (Rg), superficie acessivel ao solvente (SAS), fatores de



35

temperatura cristalograficos (fatores B); fatores de distribui¢do radial e densidade
do sistema;

2. Propriedades Termodinamicas, entre elas as energias do sistema (e.g. energia total e
energia livre de solvatacdo), capacidade calorifica, coeficiente de expansdo térmica
e tensdo superficial;

3. Propriedades Dinamicas, tais como constantes de difusdo, tempo de correlacdo

rotacional, tempo de correlacao dielétricos e viscosidade do sistema.

Observa-se que essas propriedades sé podem ser utilizadas para fins de validacdo
quando obtidas em sistemas equilibrados e deve-se sempre utilizar os valores médios das

propriedades.

3.2 Métodos estocasticos

Uma alternativa a utilizagao aos métodos de dinamica molecular é o uso de técnicas
que permitam a inser¢do de parametros aleatorios nas simulacdes, através das ferramentas
da mecénica estatistica®.

A habilidade de fazer predicdes baseadas em propriedades microscopicas € uma das
principais vantagens da mecénica estatistica quando comparada aos métodos puramente
termodindmicos. Apesar de ambos os modelos serem governados pela segunda lei da
termodindmica através da medi¢do da entropia, nos métodos termodinamicos, essa
propriedade pode ser apenas medida empiricamente, sendo que na mecanica estatistica, ela
€ uma funcdo da distribuicao do sistema em seus micro-estados.

A principal distingdo dos métodos de mecanica estatistica em relacdo a dinamica
molecular é que esses sdo estocdsticos, ou seja, sdo nao-deterministicos, usualmente
através da incorporagdo de valores aleatdrios na simulagdo.

Existem vérios métodos computacionais utilizados para a simulacdo de sistemas
bioldgicos que acoplam ferramentas da mecanica estatistica. Entre estes, os métodos de

Monte Carlo (MC) e de dindmica Browniana (DB) aparecem com grande freqii€ncia.

¥ A dindmica molecular também estd baseada na mecénica estatistica. As médias de “ensemble” que
correspondem as propriedades termodindmicas sdo assumidas como sendo iguais as médias temporais
(hipétese ergddica).
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Monte Carlo é um método para interativamente validar um modelo deterministico,
usando um conjunto de nimeros aleatérios como entrada. Uma simulacdo por Monte Carlo
gera configuracdes de um sistema ao fazer mudancas de posi¢des randdmicas (orientagdes
e conformagdes) nas espécies presentes. Uma técnica chamada de amostragem por
importancia € utilizada nessas simulacdes para que haja um cdlculo acurado das
propriedades moleculares. Por ser um método ndo-dindmico, MC ndo possui contribui¢io
da dimensdo tempo, sendo ineficaz para calcular propriedades que dependem desse
parametro.

Por sua vez, a dinamica browniana ¢ um método utilizado para a investigacdo da
dindmica de grandes complexos em grandes escalas de tempo. Os principios bdsicos
envolvendo a dinidmica browniana sido os mesmos da dinidmica molecular. Assim, a DB
pode ser definida como um métodos de DM acrescido de parametros aleatorios.

Porém, a descricio detalhada de atomos individuais € perdida. Nesse método, as
moléculas sdo tratadas como corpos rigidos ou semi-rigidos. Desta forma, a dinidmica
browniana € geralmente um método mais conveniente matematicamente do que acurado,

porém ele permite a ampliacdo do tempo de simulacdo para microsegundos, através da

adicao dessas novas aproximacoes.

3.3 Programas utilizados

Na realizacao desse trabalho, diversos programas e pacotes de dados, de autoria de

terceiros e de licenca gratuita foram utilizados. Dentre eles, inclui-se:

Programa para obtencdo das trajetdrias de Dindmica Molecular: GROMACS 3.1.4.
(GROMACS, 2006; van der SPOEL et al., 2002; BERENDSEN et al., 1995; LINDAHL et
al., 2001);

Programa utilizado para geragdo de topologias: PRODRG (van AALTEN et al., 1996);

Programa utilizado para a manipulacdo de estruturas: Swis-PDB Viewer (GUEX &
PEITSCH, 1997);

Ferramenta utilizada para o refino de estruturas: POV-ray for Windows (POV-RAY,
2006);
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Campo de forcas utilizado: GROMOS96 43a2 (van GUSTEREN et al.,, 1996;
SCHULER et al., 2001).

3.4 Obtencao da estrutura inicial

As coordenadas iniciais das simulagdes realizadas no presente trabalho foram obtidas
da estrutura cristalografica da fosfolipase A, acida de Gloydius halys pallas, catalogada
como “1PSJ” no Protein Data Bank (RCSB PROTEIN DATA BANK, 2006). Essa
estrutura foi obtida, através de experimentos de difracdo de Raio-X, por WANG, X.Q. e
LIN, Z.J. e depositada em 24 de maio de 1995. Ela possui uma resolucao de 2.0 A e foi
citada inicialmente em WANG et al. (1996).

Halys € o nome genérico proposto em 1849 para um grupo de viboras venenosas
encontradas na Asia. Devido a grandes semelhangas morfolGgicas, até recentemente
(1999), essas serpentes foram classificadas no género Agkistrodon, porém, atualmente, elas
pertencem ao género Gloydius. Por isso, a estrutura depositada no PDB é denominada
como pertencente a uma proteina extraida da serpente Agkistrodon halys pallas, porém
essa subespécie na nova classificacdo passou a denominar-se Gloydius halys pallas.

A subespécie Gloydius halys pallas (encontrada somente na china) contém, em seu
veneno, trés diferentes fosfolipases A2 (com pontos isoelétricos de 4,5; 6,9 e 9,3 e
classificadas como &cida, neutra e bésica, de acordo com essa propriedade). Elas diferem
grandemente em atividade enzimatica, poténcia letal e efeito farmacol6gico (WANG et al.,
1996).

A FLA;sv utilizada (seqiiéncia de aminodcidos e estrutura secunddria ilustradas na
figura 14) € composta por 124 residuos, com aproximadamente 14 kD, e possui pequena
toxicidade e alta atividade enzimdtica, além de apresentar a habilidade de inibir a
agregacdo plaquetdria. Ela foi escolhida como modelo de FLA2sv nesse trabalho por

apresentar o fon cdlcio internalizado no seu sitio ativo.
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Figura 14. Seqiiéncia de aminodcidos e estrutura secunddria da fosfolipase A2 4cida de
Gloydius halys pallas. Adaptada da figura gerada automaticamente pelo Protein Data
Bank. A numeracdo dos aminoécidos é baseada no esquema comum proposto para todas as

fosfolipases e ndo € consecutiva.
3.5 Geracao das caixas de solvente

Os trés ambientes utilizados como solvente, nesse trabalho foram obtidos de forma

diferenciada, conforme descrito a seguir.
3.5.1 Simulacoes em meio aquoso

Nas simulagdes em ambiente aquoso, o0 modelo SPC de dgua foi utilizado. Para que
ocorresse a neutralizacao das cargas do sistema, 3 dtomos de sédio foram inseridos.

Diversas condi¢des de aplicacdo de forcas de restricdo sobre o dtomo de célcio foram
utilizadas. Nesses casos, construiu-se uma arquivo proprio de restricdo energética que
matinha uma forca aplicada sobre o fon (variando entre 500 e 2000 J mol” nm™) e uma
forca desprezivel sobre o restante dos dtomos da proteina (1 mJ mol™ nm™, o minimo
permitido pelo programa). Os detalhes particulares de cada simulagdo estdo descritos no

artigo em anexo no proximo capitulo.
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3.5.2 Simulacido em metanol

A caixa de metanol foi construida utilizando a topologia existente no pacote original do
GROMACS (2006), ja adaptada para o formato GROMOS96. Para neutralizar o sistema,

tré€s atomos de sodio foram inseridos.

3.5.3 Simulacao em octanol

Os parametros para as moléculas de octanol, para o campo de forcas utilizado, foram
obtidos com o provedor PRODRG (van AALTEN et al., 1996). A molécula gerada foi
copiada repetidas vezes com o auxilio do programa Swis-PDB Viewer (GUEX &
PEITSCH, 1997) até que fosse obtida uma caixa com 160 moléculas.

Essa caixa foi equilibrada através de uma simulacio de dinamica molecular de 4,5 ns.
Ap0s, as coordenadas finais da simulacdo foram utilizadas para solvatar a proteina. Como

o sistema € pouco polar, ndo foram inseridos contra-ions.

3.6 Protocolo das simulacoes

Todos os sistemas foram simulados em condi¢des de pressdo constante (NPT) e com a
utilizacdo de condi¢des periddicas de contorno (PBC). As dimensdes da caixa central
foram feitas de forma que sempre existisse uma distincia minima de 10 A entre quaisquer
atomos da proteina e a parede mais proxima, para as simulagdes em meio aquoso e
metanol. Nas simulacdes em octanol a distancia utilizada foi de 12 A.

Apo6s a conversdo da estrutura cristalografica obtida para o formato GROMACS, foi
feita uma minimizagdo, por mecanica molecular, de 200 passos com o objetivo de relaxar a
proteina. Na seqii€ncia, para relaxar as fortes interagdes entre solvente-solvente e proteina-
solvente foi realizado 1 ps de simulac¢do de dindmica molecular restringindo a estrutura da
proteina. As velocidades iniciais foram obtidas de acordo com a distribui¢ao de Maxwell.

O sistema foi aquecido gradualmente, de acordo com a rampa mostrada na figura 15.
Ap0s, o sistema foi ajustado para 310 K. As simulacdes foram realizadas com um tempo
de integracdo de 2 fs. As temperaturas da proteina e do solvente foram independentemente

acopladas com um banho térmico com um tempo de relaxa¢do de 0,1 ps. A pressdao do
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sistema foi acoplada por um banho de pressdao com escala isotropica e tempo de relaxacdo
de 0,5 ps para a dgua e o metanol. Para o octanol, o tempo de relaxagdo foi gradualmente
decrescendo ao longo da simulagdo, partindo de 0,80 até chegar a 0,55 ps em 6 passos de

0,05 pscada(0,0a1,0ns,1,0a1,2ns,1,2a1,4ns,1,4a1,6ns,1,6a1,8nse 1,8a2,0).
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Figura 15. Rampa de termalizacdo das simulagdes

As complessibilidades isotérmicas para a d4gua e o metanol foram ajustadas em 4,5 x
107 (bar'l), e em 4,6 x 107 para o octanol (bar'l) (LIDE, 2004). Os comprimentos de
ligacdo foram obtidos com o algoritmo LINCS (HESS, 1997) para uma expansao de ordem
quatro.

As interacdes eletrostaticas entre dtomos ndo-ligados foram validadas pelo método
PME com um espaco de grade de carga de aproximadamente 1.0 A. A malha de carga foi
interpolada como uma malha cdbica com uma tolerancia de soma fixada em 4.0 x 10°. As
interacdes do tipo Lennard-Jones foram validadas usando-se um corte de distancia (cut-off)
de 10 A, com uma lista de pares atualizada a cada 10 passos.

As andlises estruturais e energéticas foram feitas considerando os ultimos 4 ns das

simulacoes.



4. Resultados

Os resultados obtidos nesse estudo foram utilizados para a redacdo de um artigo
cientifico. A proxima pdgina apresentard uma breve introducio a este, juntamente a sua

condic¢do atual. Apds, nas pdginas posteriores, o artigo € apresentado na integra.
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4.1 Artigo 1

Este trabalho investiga a conformacdo de uma estrutura de FLA,sv sobre diferentes
condi¢des ambientais (meio aquoso, imersa em metanol ou octanol) utilizando nove
simulacdes de dindmica molecular que juntas possuem um tempo total de 45 ns. Devido a
baixa afinidade do ion calcio em sistemas aquosos, diferentes forcas de restricdo foram
aplicadas no fon Ca’*.

Os resultados dessas simulagdes foram utilizados para propor um novo modelo de
ativacdo interfacial para FLAsv, salientando a importancia dos movimentos das cadeia
laterais dos residuos do sitio ativo dessas enzimas, assim como, dos residuos pertencentes a

face i.
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ABSTRACT

Asp49 plays a key role in the coordination of calcium in the catalytic site of PLA,, thus
assisting the stabilization of the ES intermediary transition state, which induces the enzyme
activation. In this work, a molecular dynamics simulations of a D49 svPLA, from
Agkistrodon halys pallas were performed in water, methanol and octanol. Because of the
low affinity of svPLA, for calcium ion in aqueous systems, different positional restraint
forces were applied and the coordinates describing svPLA,-Ca®* ligant properties were
simulated and evaluated. The results of the simulations were utilized to propose an
interfacial activation model for svPLA,. In this model, events related with svPLA,
activation involve: a) the reorganization of calcium binding loop at membrane proximity
followed by the Ca”* uptake; b) side chain reorientation of Trp31, which define a new
specificity pocket for the phospholipid chain; ¢) reduction of the distance between His48
and Asp49, increasing the nucleophilicity of Ne—His48; d) side chain reorientation of
Lys69 concomitant with projection of the 69-loop to solvent. These results, in addition
with existing biochemical and crystallographic data, allow us to describe a more detailed
model, which facilitate the understanding of the molecular mechanism associated with the

interfacial activation of phospholipases A,.
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1. Introduction

Phospholipases A, (PLA;; EC 3.1.1.4) belong to an enzyme family whose specificity is the
Ca2+—dependent catalytic hydrolysis of the sn-2 ester bond of membrane phospholipids,
thus releasing free fatty acids and lysophospholipids [1]. The proteins of PLA, family
display high level of sequence similarity and structure conservation but, despite of such
common structural pattern, they have presented a wide spectrum of biological functions.
Mammalian PLA,, for instance, play a key role in cellular proliferation, muscular
contraction and inflammatory processes [2]. On the other hand, most secreted
phospholipases A, are toxic proteins not always displaying enzymatic activity. Snake
venom phospholipases (svPLA;) constitute the main component of these venomous
secretions. Besides the ability to hydrolyze phospholipids, these small proteins are also
capable to induce a great diversity of pharmacological actions such as myotoxicity,
neurotoxicity, as well as inflammatory and edematogenic response. They also affect
platelet reactions (aggregation and secretion) and blood coagulation [3-7].

The catalytic mechanism of PLA2-phospholipid reaction was proposed by Scott in 1990
[8]. The critical step of the phospholipid hydrolysis is the nucleophilic attack of a water
molecule at the sn-2 ester bond of the phosphoglyceride substrate. The tetrahedral
intermediate formed in this step is stabilized by a calcium ion, which is coordinated by
Asp49, one water molecule and the backbone of the protein oxygen atoms of Gly30, Trp31
and Gly32. Most of the resolved svPLA, structures have an aspartate residue structurally
conserved (Asp49), which exerts the function of assisting the stabilization of the
tetrahedral intermediate during the catalytic cycle.

An interesting aspect of structure-function of these enzymes is the physiologic structure of

the active site in presence of Ca**. Most of the D49-svPLA, structures in Protein data Bank
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- PDB do not have a calcium ion bound to the resolved crystallographic models. In cases
where the ion is included the resolved structures were obtained in conditions with much
higher ion concentration than that found under physiological conditions, i.e. 3.7 mM
instead of 1.1 — 1.3 mM, which is the usual Ca** concentration of present in physiological
condition [9,10]. In addition, some works report the presence of other ions (e.g. Na®)
replacing calcium in the protein-binding loop [11]. The reason for the absence of calcium
ion in crystallographic structures is a consequence of the low affinity of this ion for
secreted phospholipases A, [12]. It is them possible that the artifacts used to force the
presence of calcium ion in crystallographic structures do not allow a realistic picture of the
local protein conformation influenced by this ion. Although progress has been achieved in
the understanding of structure-function relationships in phospholipases, there is still a gap
in correlating the enzyme’s activity and specificity to the interfacial binding properties of
the enzyme with its phospholipidic substrate. As the enzyme approaches the substrate,
phospholipid-enzyme interactions seem to play an important role in the activation process.
This intermediate moment of the activation pathway, at present time, cannot be probed by
experimental procedures, however computer simulations might provide essential
information.

There are only few molecular dynamics (MD) studies of PLA, reported in the literature
[13,14,15]. Moreover, it must be noted that these studies were carried out using short
simulation times and, therefore, are not very effective to show slow conformational
rearrangements. Indeed, in the cases, when larger simulation times were used the MD
techniques have shown to be a very useful method to describe conformational events in
other proteins [16,17]. To elucidate the mechanisms that govern the action of svPLA; upon

their substrates, it is important to obtain detailed information about the structure of svPLA,
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in the membrane environment. Concerning to this subject, a hypothetic mechanism
describing the interfacial activation of these enzymes has been proposed [18] and its
importance for the enzyme activation has been proved. In fact, the hydrolytic activity of
svPLA, upon phospholipids is largely and abruptly increased (up to 10,000-fold) when
monomeric phospholipids aggregate to form micelles at their critical micellar
concentration [19]. It then seems that a critical micellar concentration of the substrate is
necessary in order to create a suitable and apolar environment that induces conformational
reorganization of the enzyme active site. Yet, the hydrolysis of bilayer vesicles can occur
in two distinct modes. The hopping mode, when the binding and desorption occurs during
each catalytic cycle and the scooting mode, when the enzyme remains bound to the
interface during the several catalytic cycles [20]. Independent by of the mode of action,
PLA, catalysis occurs when its active site interacts with phospholipids present in the
membrane interface and is accompanied by a series of structural changes in the protein-
interface complex. Moreover, the overall process of svPLA, activation depends on a
conformational change in the enzyme, the reduction of the water shell around the
phospholipid molecules and a better orientation of the scissile bond of the substrate.

In this work, we used Molecular Dynamics (MD) simulations to explore and discuss the
possible mechanism of the interfacial activation of svPLA;s at atomic level. Our work is
justified by the fact that the current data obtained by in crystallographic and NMR studies
are not capable to provide a real picture of the structure of svPLA; in apolar environment,
one of the requisites to increase the catalytic efficiency of PLA,. In this sense, the
information obtained here, allows a better understand of the conformational
rearrangements that takes place at the time of the interfacial activation, leading to the

proposition of an active site model that explains how svPLA;s can discriminate between
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different phospholipids. Finally, the proposed model provides new insights into existing

mechanistic assumptions.

2. Methods

2.1 Molecular dynamics simulation

Eight simulations were performed, in different conditions, using as starting coordinates the
crystallographic structure of an acidic phospholipase A, from Agkistrodon halys pallas
[21], (entry 1PSJ of the Protein Data Bank (PDB)). The details of the simulations are
summarized in table 1.

Molecular dynamics simulations were carried out using GROMOS96 43a2 force field
[22,23] implemented in GROMACS version 3.1.4 [24,25,26,27]. All systems were
simulated in NPT ensemble and periodic boundary conditions (PBC). The dimensions of
the central box were chosen in such way that the minimum distance of any protein atom to
the closest box wall was 10 A for simulations in water and methanol and 12 A for
simulations in octanol. Initially, the protein structure was submitted to 200 steps of steepest
descent energy minimization. To relax strong solvent-solvent and solvent-protein non-
bonded interactions, 1 ps of MD simulation was performed restraining the protein
structure. Initial velocities were assigned according to Maxwell distribution. The system
was heated with gradual increments in the following temperatures: 50 K (2 ps), 100 K (4
ps), 150 K (4 ps), 200 K (5 ps) and Sps at 250 K. Just after equilibration, the temperature
of the system was adjusted to 310 K. All simulations were performed using an integration

time step of 2 fs. The temperatures of solvent and samples were independently coupled to
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the bath temperature with a relation time of 0.1 ps. The pressure in the system was weakly
coupled to the bath pressure, applying an isotropic scaling and a relaxation time of 0.5 ps.
Isothermal compressibility for water and methanol was estimated as 4.5 x 10 (bar).
Bond lengths were constrained using the LINCS algorithm [28] with 4™ order expansion.
Electrostatic interactions among non-ligand atoms were evaluated by the PME method
with a charge grid spacing of approximately 1.0 A. The charge grid was interpolated on a
cubic grid with the direct sum tolerance set to 4.0 x 10°. Lennard-Jones interactions were
evaluated using a 10 A atom-based cutoff. The pair list was updated at each 10 steps.
Structural and energetic analysis were made considering as the production time the last 4

ns of the simulations.

2.2 syPLA; Simulations in Aqueous Environment

For the aqueous solvent simulations, the SPC model of water was used. Three sodium ions
were added in the box to neutralize the charges. The components of the simulations were
the protein, one calcium ion (except for D49M-WCA), three sodium ions and 6539 water
molecules. For D49M-WCA, five sodium ions and 6538 water molecules constituted the
simulated system. Since in the first simulation (D49M-Full) the calcium ion had moved
apart from the active site, other simulations were carried out with the application of
restraining forces on the ion. In order to maintain the calcium ion at the binding loop, the
systems were evaluated by the application of position restraint forces of 500 J mol” nm™, 1
kJ mol” nm™ and 2 kJ mol”" nm™ (simulations D49M-PR0.5, D49M-PR1.0 and D49M-

PR2.0, respectively) during the equilibration time (first 1 ns). In the D49M-PRO.5F
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simulation the position restraint force of 500 J mol”' nm™ applied on the calcium ion was

kept during the simulation time.

2.3 svyPLA, Simulation in Methanol

The methanol box was constructed using the topology present in the original package of
GROMACS [18]. The crystallographic water molecules were not used because in a
previous simulation they lend to the unfolding of the proteins (not shown). Three sodium
ions were used to neutralize the system. The protein, one calcium ion, three sodium ions

and 4235 methanol molecules constituted the simulated system.

2.4 svyPLA, Simulation in Octanol

A box containing 160 molecules of octanol was generated and equilibrated in a 4.5 ns MD
simulation. Octanol parameters for GROMOS96 43A2 force field were obtained from a
single octanol molecule using the PRODRG server [29]. After, the protein was solvated
using the genbox module of the GROMACS and the final coordinates of the equilibrated
octanol box.

The system was simulated without crystallization water molecules and counter-ions, being
constituted by the protein, one calcium ion, and 776 octanol molecules. The run parameters
used in the simulation were the same as previously mentioned, except for the octanol
compressibility (estimated as 4.6 x 10 (bar)), and for the pressure coupling relaxation

time. The last one was gradually decreased along the simulation, from 0.80 to 0.55 ps, in 6
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steps of 0.05 ps each (0.0 to 1.0 ns, 1.0 to 1.2ns, 1.2to 1.4 ns, 1.4 to 1.6 ns, 1.6 to 1.8 ns

and 1.8 to 2.0).

3. Results and discussion

The stability and convergence of each MD simulation is shown in table 2, where the
average data of the following structural parameters (calculated considering the last 4 ns of
the simulations) are shown: a) the atomic positional RMS (root mean square) with respect
to the backbone atoms of initial crystallographic structure, b) the radius of gyration (Rg), c)
the total number of hydrogen bonds (NHb), and d) the total solvent-accessible surface area
(SASA). Except for D49M-MeOH, the RMS distance calculated between all protein atoms
in the simulations and the crystal structure remained in accordance with the expected data
for stable simulations. Probably, in D49M-MeOH, the protein was subjected to an initial
denaturation process, as it can be observed by the concomitant increase of Rg and SASA
and by decrease of NHb. For the remaining systems, the changes in the radius of gyration,
number of hydrogen bonds and solvent-accessible surface area reflect the polarity of
solvents. With the decrease of the polarity (water — octanol), Rg decreases (e.g. D49M-
PRO.5 = 1.42 — D49M-OcOH = 1.40) while NHb increases (e.g. D49M-PR0.5 = 88.0 —
D49M-OcOH = 121.4). The visual analysis of the MD final structures indicates that the
observed changes are resultant from a folding back process originated by charged and
polar side chains into the protein surface in a nonpolar solvent. Interestingly, the SASA for
simulation in octanol was greater than for the simulations in water (e.g. D49M-PRO0.5 =
41.1 — D49M-OcOH = 45.6). Despite the apparent “shrinking” of the protein in presence

of octanol, the protein SASA in this solvent was larger than in the simulations performed
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in water (Table 2). This is not surprising, since computationally the SASA is determined
considering the surface generated by the center of a sphere (generally with radius of 1.4 A)
rolling on the protein molecular (van der Waals) surface [30]. As shown in Fig. 1, the
shape of the svPLA, protein in water is topologically more irregular than the protein
surface in octanol, resulting in a small area to be covered using the standard probe radius.
The observed trend in SASA is the opposite of that one for the radius of gyration since in
octanol the protein adopts a more spherical shape (Fig. 1 a and 1 d). It is well known that
the radius of gyration is a good parameter to evaluate proteins that are globular in shape
[31] and, probably in this case, it is not the best choice to analyze protein structures
generated by simulations in aqueous solution.

Another point of interest concerns the presence of a cation at the calcium-binding loop.
Some crystallographic structures deposited in PDB show the ion at the calcium-binding
loop, but its kinetic data reveals that the affinity of the calcium to its binding loop is
extremely low (Kc =350 uM) [7]. To confirm this, svPLA, MD simulations in water were
also performed with the application of position restraint forces (0.5, 1.0 and 2.0 kJ mol
nm'z) on the calcium ion (see Table 1). The simulations showed that, none of the
conditions used was able to reproduce the permanence of the cation at its binding loop.

As shown in Fig. 2, the distance between calcium ion and the Cy of Asp49 increases, in
aqueous environment simulations (Figs. 2 a and 2 b), it can be observed, since the
beginning of the production step, while in the simulation in octanol the calcium does not
change significantly its distance from Asp49 as compared respect to the starting
crystallographic position (figure 2 d). Other results can be visualized in Fig. 3, where the
final structures of D49M-FULL, D49M-PRO.5, D49M-MeOH and D49M-OcOH

simulations are presented in ribbon. The release of calcium from its binding loop for
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D49M-FULL, D49M-PR0.5 and D49M-MeOH is clearly noted in Figs. 3 a, 3 b and 3 c,
respectively, while the figure 3 d (D49M-OcOH) shows the calcium conserved at its
binding site.

The results of the simulations support the hypothesis that, because the low specify of
calcium for secreted phospholipases A,, the ion is positionally stable at the active site only
when the phospholipase is closer to the i-face (i.e., in more apolar environment). Also, it is
possible to propose a molecular mechanism for interfacial activation of svPLA,s. The
model mechanism is based in some critical rearrangements that occur in svPLA, during the
approximation with the membrane interface. These conformational events are illustrated in
Fig. 4, which shows the superposition of the 5 ns structures of the D49M-Full (Fig. 4 a)
and D49M-OcOH (Fig.4 b) simulations with the starting crystallographic structure. In
D49M-Full (Fig. 4 a), the release of Ca** from the calcium-binding loop is accomplished
by the reorientation of the side chain of Lys69, which results in a partial obstruction of the
cavity of the active site. At the same time, Trp31 folds back to the bulk of the protein.
However, in D49M-OcOH (Fig. 4 b), Ca®™ is kept coordinated in the calcium-binding loop,
influencing the local structure of the active site. The presence of Ca** leads to a rotation of
the Lys69 side chain, leaving it more distant from the residues of the catalytic dyad,
whileTrp31 is projected to the protein surface. These conformational changes cause a
slight opening of the active site, which allows the reorganization of the site region to
docking of phospholipid substrate.

To confirm these results, an additional simulation (D49M-OcOH(2)) was performed where
the initial conformation was the latest structure of D49M-PRO0.5 simulation, changing the
solvent from water to octanol and performing it as the D49M-OcOH simulation during Sns.

Figure 5a presents the initial and final structures of this simulation. The results showed a
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movement of 0.49 nm of the calcium ion between the initial (Fig.5b) and the final position
(Fig.5¢). Besides, at the beginning of the simulation, the calcium ion was situated at a
distance of 0.44 nm from the Asp49 carbonyl, while at the end of the simulation, this
distance was reduced to 0.32 nm. This shows the reestablishment of the ion coordination at
the catalytic site. This event is accomplished with the approximation between Asp49 and
His48 side chains and the favorable orientation of the calcium-binding loop (see figures 5b
and 5c for details).

The trajectories of the x; and %, dihedral torsional angles of Trp31 are depicted in Fig. 6,
where it can be seen the high degree of fluctuation experimented by Trp31 side chain in the
simulation in water (D49M-FULL) (Fig. 6 a). In D49M-FULL, the %, torsional angle of
Trp31 rapidly changes from its initial value of — 150° to -70° and stays around this value
during most of the simulation time. The Y, torsional angle of Trp31 oscillate around your
initial value (-100°) but with a large transitional grade after 4 ns of simulation. Both %; and
X2 of Trp31 show small amplitude fluctuations. In contrast, as shown in Fig. 6 b, in the
simulation in octanol (D49M-OcOH), the ¥, and %, torsional angles of Trp31 revealed to
be more stable, adopting new values after 1.0 ns ()1, -170° to 50 °) and 0.9 ns ()2, -90° to -
250 °) of the simulation time. The y; and Y, dihedral torsional angles of Lys69 side chain
for DA9M-FULL and D49M-OcOH simulations are plotted as a function of time in Fig. 7.
The %, value of Lys69 (Fig. 7 a) side chain for the simulation in water (D49M-FULL)
rapidly oscillates through a series of 360° transitions while the Y, torsional angle oscillates
from its initial value of -150° to -190° with sizable fluctuations. In apolar environment
(D49M-0OcOH), ¥ torsional angle of Lys69 oscillates mainly between the initial value of -
180° and -300° (Fig 7 b). The 7 torsional angle is mostly distributed between its value in

crystallographic structure (-175%) and -280°.
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Besides the need of geometrical and electrostatic complementarities between the
phospholipase and the phospholipid, the catalytic dyad must be highly organized to
guarantee an optimal catalytic efficiency. As can be seen in Fig. 8, where are depicted the
time series for the Asp49(0y)-His48(NJ) distance, during the simulation in water these
residues have moved away from the initial crystallographic positions, while in D49M-
OcOH simulation it is observed an slight approximation of the side chains of Asp49 and
His48.

The observation of the structures generated from the trajectories of the MD simulations can
be rationalized in a model for svPLA, interfacial activation at membrane interface, as
depicted in Fig. 9. In Fig. 9 a, the protein appears in an intracellular-like conformation,
where the side chains of catalytically important residues partially obstruct the active site.
Specifically, Lys69 side chain blocks the active site, Trp31 is disordered and the residues
of the catalytic dyad are distant to for establish of an effective interaction. The enzyme
surface (Fig. 9 c¢) shows the key residues dislocated of catalytically active positions,
blocking the active site. During the activation, while the enzyme approaches to i-face, the
key residues (Fig. 9 ) move to new positions, resulting in the opening of the active site
and the creation of new binging pockets (Fig. 9 d).

Recently, another methodology has been used to study proteins at the membrane interface.
This method called “anion-assisted dimer” complexes a monomeric protein in a dimeric
form, and obligates that each monomer should plays to the other one the role of an
interface, thus simulating protein-membrane interactions [32]. However, though being
useful in certain cases, this method ignores the big difference between a protein and the

complexity of a membrane surface. An alternative to this is a mechanistic molecular
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approach where the protein is drowned in an apolar solvent [33], approach that we have

used in this work.

4. Conclusions

We have investigated the conformation of a svPLA, structure under different
environmental conditions using MD simulations. In the simulations performed in water,
different position restraint forces had been applied in order to keep the calcium ion
positioned at the calcium-binding loop. We found that none of the conditions used was
able to keep the cation in this position, supporting the observed low affinity of svPLA; to
Ca” in water. The results lead to the suggestion of a new interfacial model for svPLA,
activation at i-face. According to this, in aqueous environment the svPLA, remains
catalytically inactive because of the absence of Ca”* ions in the active site. As the enzyme
approaches the interface, a series of conformational changes occurs. These changes
involve: a) the increase of solvent accessible surface area (probably caused by the opening
of the pockets located in the active site region); b) a side chain reorientation of Asp49
residue that allows Ca®* coordination; ¢) formation of the catalytically dyad His48-Asp49
interaction; d) reorganization of calcium binding loop; ) projection of Trp31 side chain to

the solution and f) reorientation of Lys69 side chain allowing access to the active site.
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Fig. 1. The final SASA structures of the simulations (5 ns). (1 a) D49M-Full, (1 ) D49M-
PRO.5, (1 ¢) D49M-MeOH and (1 d) D49M-OcOH



60

.25

(A

A ]
-E-'L.‘." . 1 ' E.:
g | | &
S M A 5
= ! I ] )
k35 i
i T 200 o ATHND NN} ] T 200 MxKI ) T
|24 124
(C) (D)
S 75 ‘ a7
B m H
5 W o 5
2 s ' g o4
- =
(] i ] W 5]
125 ' 1125
% T ETTT ] W) ) NN} I T ETT ] uxN) ) RN}
Time (ps) Time {ps}
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Fig. 3. Final ribbon structures of the simulations (5 ns). Crystal starting structure (blue)
and the structures generated from the simulation (red). (3 a) D49M-Full, (3 ) D49M-
PRO.5, (3 ¢) D49M-MeOH and (3 d) D49M-OcOH
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Fig. 4. View of the conformation of the active site lid in the crystal starting structure
(blue) and the structures generated from the simulation (red). D49M-Full (4 a) and D49M-
OcOH (4 b).
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Fig. 5. (5 a) Initial (blue) and final (red) ribbon structures of the_D49M—OcOH(2)
simulation (5 ns). (5 b) Active site organization at simulation begin (water), (5 c¢) Active
site at simulation end (octanol).
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Fig. 8. Time series for the distance variation between Asp49(0y) and His48(NJ) in D49M-
Full and D49M-OcOH simulations.



67

“Lys 69
Asp49af;
-9

SUBSTRATE

Fig. 9. Interfacial model proposal. All final structures of 5 ns simulations, where 9 a and 9
¢ are from D49M-Full and 9 b and 9 d are from D49M-OcOH. In Fig. 9 a, the protein
appears in an intracellular-like conformation, where the side chains of catalytically
important residues obstruct partially the active site. Specifically, Lys69 side chain blocks
the active site, Trp31 is disordered and the residues of the catalytical diad are distant for
the establishment of an effective interaction. The enzyme surface (Fig. 9 ¢) shows the key
residues dislocated of catalytically active positions, blocking the active site. During the
activation, while the enzyme approaches to i-face, the key residues (Fig. 9 ) move to new
positions, resulting in the opening of the active site (Fig. 9 d). Note that in this last picture
the calcium ion is internalized in the protein and ca not be seen.
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Table 1
Identification and specific characteristics of the MD simulations

Simulation Solvent Observation

D49M-FULL water Simulation carried out with Ca** but without the application
of any special forces during the simulation

D49M-PR2.0 water Application of position restraints of 2.0 KJ mol™ nm™ on the
Ca”* ion in the first 1 ns of the simulation

D49M-PR1.0 water Application of position restraints of 1.0 KJ mol™ nm™ on the
Ca”* ion in the first 1 ns of the simulation

D49M-PRO.5 water Application of position restraints of 0.5 KJ mol™ nm™ on the
Ca™* ion in the first 1 ns of the simulation

D49M-PRO.5F water Application of position restraints of 0.5 KJ mol™ nm™ on the
Ca”* ion in the 5 ns of the simulation

D49-WCA water Simulation carried without Ca**

D49M-MeOH methanol

D49M-OcOH octanol

D49M-OcOH(2)  octanol Simulation carried in octanol where the initial coordinates
were taken from D49M-PRO0.5 at 5ns




Table 2

Average of structural parameters calculated from the last 4 ns of the simulations
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Simulation RMS (nm)* RG (nm’) NHb-intra® SASA (nm?)°
D49M-FULL 0.19+0.02 1.43 £0.02 85.8+4.8 414+1.1
D49M-PR2.0 0.19 £ 0.01 1.42 +£0.01 85.5+4.7 41.0%1.0
D49M-PR1.0 0.19 +0.02 1.43 £0.02 85.7+4.6 409+1.3
D49M-PRO.5 0.18 £0.02 1.43 £0.01 86.9+5.0 41.14£09
D49M-PRO.5SF  0.20 £+ 0.02 1.42+£0.02 88.0+4.8 412+1.0
D49M-MeOH 0.34 £ 0.04 1.49 +0.04 79.5+6.0 53.0%2.5
D49M-OcOH 0.28 +0.02 1.40 £0.01 1214+54 456+ 1.1
D49M-WCa 0.22 £ 0.04 1.44 +£0.02 87.4+53 41.7+1.1
D49M- 0.28 +0.02 1.38 £0.01 129.9 +5.7 425409
OcOH(2)

“Root mean square deviation from backbone starting coordinates; "Radius of gyration; “Number of hydrogen
bonds (intramolecular); dSolvent-acessible surface area.



5. Discussao geral

Embora a fung¢do do fon cdlcio no mecanismo catalitico das FLA,s ja tenha sido
elucidada, um aspecto que permanecia em aberto estd relacionado com a dindmica deste
ion durante a ativagdo interfacial. Apesar de ndo possuir funcdo estrutural, o fon cdlcio é
essencial para o mecanismo catalitico (BERG et al., 2001), assim, uma das questdes menos
compreendidas estd relacionada com o momento em que o fon € capturado e liberado do
sitio ativo.

Outra questdo, que necessita ser aprofundada, é sobre as mudancgas conformacionais
que ocorrem durante o processo de ativacao interfacial. Em particular, no que concerne ao
deslocamento de cadeias principais e a reorientacdo das cadeias laterais dos residuos
envolvidos na catdlise.

O detalhamento dos processos mencionados poderd ser usado na criacdo de um modelo
mecanistico para enzimas que operam de forma semelhante, bem como para o
planejamento de farmacos mais eficientes, dirigidos para o tratamento de desordens
provocadas por enzimas de acao interfacial.

A obtencdo de elementos que possam ser usados no detalhamento de processos
enzimaticos interfaciais estd limitada, ja que, atualmente, as técnicas de andlise estrutural
conhecidas (e.g. ressonancia magnética nuclear, dicroismo circular e cristalografia de
raios-X) ndo possibilitam a visualizacdo e a resolucdo temporal de eventos que ocorrem em
escala atdbmico-molecular.

Tais dificuldades podem ser contornadas pela utilizacio de formas alternativas,
geralmente computacionais, para o acompanhamento deste tipo de fendmeno. Assim, o0 uso
de técnicas de simulacdo de dindmica molecular (DM) possibilitam prover informagdes
essenciais em um ambiente virtual.

Conforme visto no capitulo 1, os estudos computacionais prévias de FLA;s foram
realizados com curtos periodos de simulagdo (DEMARET & BRUNIE, 1992; JONES et
al., 1993; ZHOU & SCHULTEN, 1996), sendo pouco confidveis para uma melhor
interpretacdo dos fendmenos aqui mencionados.

Ademais, outra opc¢do interessante que a dinamica molecular oferece, ainda nao usada
no estudo de FLA;s, € a observacdo do comportamento conformacional de proteinas em

ambientes nio aquosos, tais como solventes apolares (GLATTLI et al., 2005). Simulagdes
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em ambientes apolares t€ém sido usadas com sucesso no estudo de proteinas que exercem
sua atividade em ambiente de membrana (NORIN et al., 1994; PETERS et al., 1996a e
PETERS et al., 1996b).

Membranas fosfolipidicas reais sdo estruturas muito complexas, que contém nao
somente um grande nimero de diferentes fosfolipidios, mas também outros elementos, tais
como colesterol e proteinas associadas, entre outros.

Dessa forma, criar e validar um modelo de membrana realista seria demorado. Por
outro lado, uma simulagdo em ambiente apolar pode se apresentar como uma técnica
computacionalmente mais rdpida e capaz de prever o comportamento acurado de proteinas
com atividade em ambiente de membrana.

Protocolos para a simulacdo de membranas mais realistas ja estdo sendo desenvolvidos,
(LEVISKI, 2006), devendo, apds terem sido validados, ser utilizados em trabalhos futuros,
que comparem os resultados das simulagdes em solvente pouco polar com simulagdes em

membranas.

5.1 Discussao geral dos dados obtidos

Devido a grande semelhanga dos dados obtidos para as diversas simulacdes realizadas
com restricdo de posi¢do e ao fato desses resultados ja terem sido discutidos no artigo
presente no capitulo anterior, nesta secao serdo discutidas as quatro simulac¢des cujos dados
apresentaram maior consisténcia’. Sdo elas: D49M-FULL (simulagdio em 4gua, sem
aplicacdo de restricdes); D49M-PRO.5 (simulacdo em dgua com a aplicagdo de uma forca
de restri¢do de 500 KJ mol nm™ sobre o fon Ca** nos primeiros Ins de simulacio);
D49M-MeOH (simulacdo em metanol) e D49M-OcOH (simulagdo em octanol).

Como pode ser observado nas figuras 16 e 17, as mudangas dos raios de giro e nimero
de ligacdes de hidrogénio intramoleculares refletem a polaridade do solvente. Observa-se
que, conforme ocorre a diminui¢do da polaridade (dgua — octanol), o raio de giro diminui

enquanto o nimero de ligacdes de hidrogénio aumenta. Apesar da estrutura da fosfolipase

® Nas simulacdes D49M-PR1.0 e D49M-PR2.0, onde durante o primeiro Ins de simulacdo foram aplicadas
forcas de restricdo posicional para o fon Ca**, respectivamente, de 1 KJ mol” nm” e 2 KJ mol” nm?, o fon
deixa o sitio catalitico antes do inicio do periodo de producdo. J4 na simulacdo D49M-PROSF, que foi
realizada com aplicagdo de forcas de restrigdo posicional para o fon Ca** de 500 J mol” nm™ durante o
periodo de 5 ns, foi observada a distor¢ao do sitio-ativo da FLA,. A simulacdo D49M-WCA foi realizada na
auséncia o fon célcio.
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A, simulada ndo ser perfeitamente globular, as trajetdrias do raio de giro mostram a maior
compactacdo da estrutura da fosfolipase quando simulada em octanol. Esse resultado é
condizente com o aumento do ndmero de ligacdes de hidrogénio intramoleculares, pois se

os residuos da proteina estdo mais préximos, eles interagirdo mais entre si.
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Figura 16. Raios de giro das simulacdes. A) D49M-FULL; B) D49M-PRO0.5; C) D49M-
MeOH e D) D49M-OcOH.
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Figura 17. Numero de ligacdes de hidrogénio das simulacdes. A) D49M-FULL; B)
D49M-PRO.5; C) D49M-MeOH e D) D49M-OcOH

Na figura 18, sdo apresentados as trajetérias dos desvios médios das posi¢des atdmicas
(RMSD) da cadeia principal, tendo como referéncia a estrutura cristalografica de partida.
Observa-se que o maior desvio ocorre na simulacdo em metanol, causado provavelmente
pelo inicio do processo de desnaturacdo da proteina neste solvente. Curiosamente, quando
GLATTLI et al. (2005), fizeram simulacdes da melitina neste mesmo solvente, também foi
observado perda de estrutura secunddria. No entanto, os autores ndo vincularam esse
fendmeno ao efeito desnaturante do metanol, que por possuir um tamanho relativamente
pequeno (quando comparado a aminodcidos) pode adentrar facilmente nas diversas
cavidades da proteina e formar “bolsdes” de baixa polaridade que desestabilizariam a
estrutura enzimatica. Esse fendmeno ndo ocorre com o octanol, pois se trata de uma
molécula com um tamanho muito maior. De fato, € conhecido que o octanol € largamente
empregado em experimentos de bancada com o objetivo de mimetizar o ambiente de
membrana.

Em octanol, verifica-se que 0 RMSD ¢ maior que nas simulacdes em 4gua, resultado

que possivelmente estd relacionado com a transi¢do da estrutura do meio aquoso (cristal)
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para um meio apolar.
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Figura 18. RMS do esqueleto protéico das simulacdes. A) D4A9M-FULL; B) D49M-PRO.5;
C) D49M-MeOH e D) D49M-OcOH.

Apesar da estrutura protéica na simulacdo com octanol ter se compactado, essa
apresentou um aumento da drea acessivel ao solvente (SAS) (figura 19). Esse resultado
pode ser interpretado como uma reorganizacdo estrutural sofrida pela enzima, a qual
permitiria uma maior acessibilidade do substrato/solvente aos residuos da regido do sitio

ativo.
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Figura 19. Superficie acessivel ao solvente das simula¢des. A) D49M-FULL; B) D49M-
PRO.5; C) D49M-MeOH e D) D49M-OcOH.
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A figura 20, resume as observagdes até aqui descritas, apresentando as estruturas finais
das simulagdes D49M-PRO.5 (dgua) e D49M-OcOH (octanol), coloridas em funcdo do
fator de temperatura (fator B)'’. Nela se pode observar mudancas conformacionais
importantes, tais como a compactacio da estrutura em octanol e a mudanga
conformacional da alca pancredtica, tornando-a mais acessivel ao solvente. E notével, a
importancia da funcdo do célcio, que mantém o sitio ativo organizado para a hidrdlise,

enquanto que a alca pancredtica permite um maior acesso a0 mesmo.

120 fator de temperatura reflete o grau de flexibilidade de cada residuo.
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Figura 20. Estruturas finais (5 ns) das simulagdes D49M-PR0O.5 e D49M-OcOH
comparadas com a estrutura cristalografica (1PSJ). Cor: fator de temperatura, o qual € uma
medida da mobilidade (flutuacio isotrépica) de cada residuo durante a simulacao, variando
do azul (menor flutuacio) ao vermelho (maior flutuagdo).

5.1.1 Flutuacoes das cadeias laterais de importancia para a interacao interfacial

Outro ponto importante observado nestes resultados foi o deslocamento das cadeias
laterais de residuos diretamente relacionados com a interagdo interfacial, tais como Trp31 e
Lys69 (SIX & DENNIS, 2000).

Em um ambiente aquoso, a cadeia lateral do Trp31 estd internalizada na proteina.
Quando ocorre a mudanga da polaridade do meio, essa cadeia projeta-se para a solucdo,
aparentemente auxiliando a formacdo de um pequeno segmento de alfa-hélice, o qual pode
contribuir para o encaixe de uma das cadeias do substrato fosfolipidico (figura 20). Outra
observacdo relacionada a esses residuos € que a posicdo das cadeias laterais de Trp31 e
Lys69 diferem, em ambas as condi¢des de simulagdo, daquelas encontradas na estrutura
cristalografica, a qual pode estar distorcida como conseqiiéncia de efeitos do
empacotamento cristalino.

Por sua vez, em ambiente aquoso, o residuo Lys69 posiciona a sua cadeia lateral de
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forma a bloquear a entrada do substrato no sitio-ativo. No momento em que a proteina
aproxima-se da superficie da membrana (mais apolar), essa cadeia reorienta-se, permitindo

uma maior exposi¢ao do sitio ativo (figura 21).

Figura 21. Movimentagcdo de residuos de importancia interfacial. A) Simulacdo D49M-
PRO.5; em azul: estrutura inicial da simulac¢do, em vermelho: estrutura final. B) Simulagao
D49M-OcOH; em azul: estrutura inicial da simulac¢do, em vermelho: estrutura final.

Dessa forma, a aproximagdo com a membrana induz a mudancas conformacionais
importantes no sitio ativo, conduzindo a uma nova organiza¢dao deste, a qual pode ser
determinante para as caracteristicas de especificidade da enzima. Estas observagdes estao
de acordo com as propostas de modelo de chave fechadura flexiveis (ou ajuste induzido)

(VERLI & BARREIRO, 2005).

5.1.2 Estabilidade de cations no sitio ativo de FLA,

Devido a baixa tendéncia do ion cédlcio em abandonar o sitio ativo, permanecendo
desassociado da alca de ligacdo de célcio, mesmo com a aplicacdo de fortes forcas de
restricdo nas simulagdes em meio aquoso, pode-se supor que este fon ndo permanece
ligado a enzima enquanto esta encontra-se afastada da interface. Essa interpretacdo dos
resultados das simulagdes estd de acordo com YU et al. (1998), que demonstrou, em
fosfolipases A, secretadas, que estas enzimas possuem baixa afinidade por metais

divalentes (tabela 3).
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Tabela 3: constantes de estabilidade de ions divalentes no sitio ativo de fosfolipases

Cation Raio (A) Kc ? (uM) K ® (uM)
Ca (Il 1,20 350 250
Mg (I1) 0,95 >2000

Mn (I1) 1,04 >500

Fe (Il 1,00

Co (1) 0,96 500 300
Ni (1) 0,90 >1000 1000
Cu (1) 0,94 15 1,5
Zn (1l 0,96 1 0,6
Cd (1) 1,07 160 65
Sr(Il) 1,35 100 100
Ba (1) 1,52 300 300

* Constante catalitica em meio aquoso;
® Constante catalitica na fase Enzima-Metal + Substrato, ou seja, no momento que a
enzima comeca a aproximar-se da superficie lipidica.

Tabela parcialmente adaptada de YU et al. (1998)

Para confirmar esses resultados, e garantir que a saida do célcio e a perda do seu
arranjo no sitio catalitico ndo € um artefato de simulacdo, foi realizado um experimento
adicional, D49M-OcOH(2). Na simulacio D49M-OcOH(2), realizada em octanol, foi
usada como estrutura de partida as coordenadas finais do célcio e da fosfolipase na
simulacdo D49M-PRO0.5. No inicio da simulagdo D49M-OcOH(2), o ion célcio encontrava-
se 0,49 nm distante da sua posicdo original no sitio ativo (catalitica). Verificou-se que,
durante a simulagdo, o fon Ca®* retorna a sua posi¢do de origem, associando-se a cadeia
lateral de Asp49, o que corrobora os resultados anteriores.

Dessa forma, os resultados das simulagdes sustentam a hipdtese proposta neste
trabalho, segundo a qual, devido a baixa afinidade das fosfolipases A, secretadas pelo ion
calcio (ver a tabela 3), esse fon s6 permanece ligado ao sitio ativo enquanto a enzima
encontra-se proxima a superficie fosfolipidica. Assim, na auséncia de membrana ou
agregado de substrato, a baixa atividade observada nas fosfolipases pode ser uma
conseqiiéncia da caréncia deste {on divalente.

No momento em que a face i da fosfolipase aproxima-se da bicamada, ocorre a
captacdo do cdlcio, tornando a enzima ativa. A presenca do fon célcio na interface é
facilitada pelos grupos fosfatos dos fosfolipidios, os quais geram uma carga negativa que
se projeta para o exterior da membrana, formando uma superficie de adsor¢c@o de cargas

positivas.



6 Conclusoes

A partir das metas previstas, as simulacdes desenvolvidas nesse trabalho permitiram

observar que:

1. Em meio aquoso puro, FLA;sv tendem a permanecer cataliticamente inativas
devido & auséncia de fons Ca’* no sitio-ativo (equilibrio deslocado para este

estado);

2. A captagio de Ca®* possivelmente ocorre préxima 2 interface fosfolipidica,
possivelmente facilitado pela presenca de componentes de membrana carregados

negativamente;

3. Em ambiente apolar, a estrutura de FLA,sv sofre importantes mudancas
conformacionais, sendo que os principais eventos associados com a ativagao de

FLA,sv incluem:

e aumento da superficie acessivel ao solvente (provavelmente decorrente da
maior exposicdo da regido do sitio ativo);

e formacdo dos sub-sitios de especificidade para interacdo com o substrato;

e reorientacdo da cadeia lateral de Asp49 e coordenagdo com o Ca®*;

e formacdo da interagdo entre os residuos da diade catalitica His48-Asp49;

® reorganizagdo da al¢a de ligacdo de Ca™;

® projecdo da cadeia lateral de Trp31 para a solugdo;

e reorientacdo da cadeia lateral de Lys69;

Dessa forma, os resultados aqui mostrados agregam-se ao conhecimento obtido por
outras metodologias, possibilitando a obtencao de um panorama mais detalhado e realista

da acdo dessas enzimas.



7 Perspectivas

1. Simulagao de FLA, cataliticamente inativas (FLA, K49), com o objetivo de estudar

como o controle alostérico regula a funcio destas enzimas.

2. Mapear os residuos determinantes das caracteristicas de especificidade das FLA2-
D49 téxicas e nao-toxicas, realizando simulacdes destas enzimas na presenga de:
e gsubstrato (fosfolipideo);
® inibidor;

¢ andlogo de estado de transicao;

3. Simulacdo em meios biféasicos.

4. Constru¢cdo de membranas estabilizadas com colesterol e analise da interagdo com

FLA?s.

5. Desenho de novos inibidores de fosfolipases com potencial farmacoldgico.
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