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RESUMO

As bactérias podem ser distintas em dois grupos através da técnica de Gram, onde
pode-se diferenciar bactérias Gram positivas e Gram negativas, as principais
diferencas entre esses organismos se dao pela estrutura da parede celular, seus
componentes e suas fungdes. O caso de bactérias Gram-negativas € mais
preocupante devido ao surgimento de cepas resistentes a varios antibiéticos. O
lipopolissacarideo (LPS) é um componente da membrana externa de bactérias Gram-
negativas responsavel pelas manifestacdes toxicas como inflamacées. O 3-deoxy-D-
manno-octulosonato (KDO) € um componente do sitio do ndcleo interno de LPS
essencial para sua formacéo. A reacdo para producéao de KDO requer dois substratos,
o fosfoenolpiruvato (PEP) e D-arabinose 5-fosfato (A5P), catalisada pela 3-Deoxy-D-
manno-octulosonato de 8-fosfato sintase (KDO8PS). Essa reacao é importante pois
desempenha um papel crucial na montagem de LPS. Esta enzima encontra-se em
duas formas distintas quanto a dependéncia da presenca ou auséncia de ion metélico
divalente no sitio ativo. Dentre os varios inibidores da KDOS8P sintase, foram
selecionados dois com base em suas constantes de inibicdo (Ki). O mais ativo entre
eles tem valor de 0,37 uM em KDOS8P sintase de E. coli independente de metal e de
7,941,6 uM para KDOB8P sintase independente de metal em N. meningitidis. esses
valores de Ki sdo aproximadamente de 2 a 3 vezes maiores do que os valores de Km
para o PEP que também foram utilizados neste trabalho, além de um terceiro inibidor
hipotético que combina as principais caracteristicas dos inibidores ja descritos pela
literatura. Nesta pesquisa, foram utilizadas técnicas de modelagem por homologia,
Docking molecular, Dindmica Molecular e Energia Livre de Ligacdo com os métodos
MMGBA, MMPBSA, SIE e Decomposicao de energia por residuo para analisar o modo
de acoplamento desses ligantes e do substrato PEP. Com os resultados obtidos foram
analisadas as principais interacdes que esses ligantes realizam e o comportamento
molecular, tanto dos ligantes como da proteina. Portanto, foram obtidos valores de
energias livre de ligacdo mais favoraveis para os complexos formados com o ligante
BPH1 com os trés métodos -96.07 Kcal/mol com MMGBSA, -107,09 Kcal/mol com
MMPBSA e -13,53 com SIE e observou-se que estes complexos realizam um nimero
maior de interacdes efetivas. Assim, sugere-se que o ligante BPH1 tem um excelente
potencial de inibicdo da atividade catalitica da enzima KDOS8P sintase responsavel
pela producdo de KDO, componente essencial de LPS para formacdo da membrana
externa de bactérias Gram-negativas.

Palavras-chave: KDOPS, LPS, Dinamica Molecular, Bifosfatados.



ABSTRACT

Bacteria can be distinguished in two groups through the Gram technique, where Gram-
positive and Gram-negative bacteria can be differentiated, the main differences
between these organisms being the structure of the cell wall, its components and its
functions. More evidence has emerged of bacteria resistant to antibiotics, the case of
Gram-negative bacteria is more worrisome due to the emergence of strains resistant
to various antibiotics. Lipopolysaccharide (LPS) is a component of the outer membrane
of Gram-negative bacteria responsible for toxic manifestations such as inflammation.
3-Deoxy-D-manno-octulosonate (KDO) is a site component of the inner core of LPS
essential for its formation. The reaction for KDO production requires two substrates,
phosphoenolpyruvate (PEP) and D-arabinose 5-phosphate (A5P), catalyzed by 8-
phosphate synthase 3-Deoxy-D-mannoocobluconate (KDO8PS). This reaction is
important because it plays a crucial role in the assembly of LPS. This enzyme is in two
distinct forms as the dependence of the presence or absence of divalent metal ion in
the active site. There are several inhibitors of KDO8P synthase, two were selected
based on their inhibition constants (Ki), with BPH1, the most active among them with
a value of 0.37 yM in KDO8P metal synthase independent in E. coli and BPH2 with
value of 7.9 £ 1.6 uM for metal-independent KDO8P synthase in N. meningitidis, these
K i values are approximately 2 to 3 times higher than the Km values for PEP that were
also used in this work, in addition to a third hypothetical inhibitor that combines the
main characteristics of the inhibitors already described in the literature. Molecular
Dynamics, Molecular Dynamics and Free Energy of bonding with the methods
MMGBA, MMPBSA, SIE and Energy decomposition by residue to analyze the coupling
mode of these ligands and the PEP substrate were used. With the results obtained,
we analyzed the main interactions of these ligands and the molecular behavior of both
the ligands and the protein. Therefore, more favorable binding-free energy values were
obtained for the complexes formed with the BPHL1 linker with the three methods -96.07
Kcal / mol with MMGBSA, -107.09 Kcal / mol with MMPBSA and -13.53 with SIE and
observed these complexes perform a greater number of effective interactions. Thus, it
is suggested that the BPHL1 linker has an excellent potential for inhibiting the catalytic
activity of the enzyme KDOS8P synthase responsible for the production of KDO,
essential component of LPS for the formation of the outer membrane of Gram-negative
bacteria.

Keywords: KDOPS, LPS, Molecular Dynamic, Bifosfatados.
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1 INTRODUCAO

A 3-deoxy D-manno-octulosonato 8-fosfato sintase (KDO8PS) é uma enzima
gue catalisa a reacéo entre Fosfoenolpiruvato (PEP) e Arabinose-5-fosfato (A5P). Esta
reacdo € a primeira etapa comprometida da biossintese de 3-deoxy-D-manno-
octulosonato (KDO), essa é uma reacdo enzimética chave que controla o fluxo de
carbono na formacéo biosintética de KDO. A reacdo envolve um ataque nucleofilico
de agua em C2 de PEP seguido de um ataque nucleofilico de C3 do PEP no C1,
carbono de aldeido, de A5P para formar um agucar de oito carbonos KDOS8P e fosfato
inorganico (Pi) (Figura 1) (AHN et al., 2008; KOHEN et al., 1993; LI et al., 2003b; RAY;
BENEDICT, 1980; WANG et al., 2001).

Figura 1 — Representacao esquematica do mecanismo de biossintese do KDOS8P a
partir do PEP e A5P.

0310
I o
PEP ASP o . P
0 CH, HO,
sl WS OH 0
710 o ” Pl
o . (€1) “oH O(’)
Jal — —
H™ H
o) CH, (€3)
I
P 0
o710
o OH
o

Fonte: adaptado de (LI et al., 2003b).

O KDO é um componente essencial para a formacéo de lipopolissacarideos
(LPS) e de extrema importancia para o nucleo interno. Os LPS se encontram na
parede celular de bactérias Gram negativas e sdo conhecidos como endotoxina
promovendo uma resposta antigénica associada a inflamacao e septicemia Gram
negativas (AHN et al., 2008; RAY; BENEDICT, 1980).

As KDOSP sintases sao classificadas em duas classes distintas: pela presenca
ou auséncia de ion metalico divalente para a atividade catalitica (BIRCK;
WOODWARD, 2001; DUEWEL; WOODARD, 2000). Quase todos os residuos do sitio
ativo parecem ser conservados em ambas as proteinas, com uma diferenga no sitio

de ligagdo do metal. Trés residuos de ligagdo ao metal se mantém na enzima
13



dependente e na independente de metal, no entanto nas KDOS8P sintase
independente de metal um residuo Asn é encontrado no lugar de uma Cys de
coordenada metalica (ALLISON et al., 2010; DUEWEL et al., 2001; DUEWEL,;
WOODARD, 2000; LI et al., 2003b; SHULAMI et al., 2003; WANG et al., 2001).

Portanto, a inibicdo da via de KDO leva a uma alteracao grave do crescimento
e funcao, produzindo instabilidade da membrana externa e impedindo a replicacéao
celular. Tais observacgoes, aliadas a presenca exclusiva da KDOS8P sintase na parede
celular de bactérias e auséncia em células de mamiferos, associadas ao preocupante
aumento na ocorréncia de bactérias multirresistentes, sugerem que a enzima KDO8P
sintase, da via biosintética de KDO, € um alvo promissor para o planejamento de
novos farmacos antimicrobianos que atuam bloqueando a biossintese de
lipopolissacarideos (ASOJO et al., 2001).

Neste trabalho, foram selecionados dois ligantes bifosfatados (BPH1 e BPH2)
inibidores da enzima KDOS8P sintase que atuam mimetizando o intermediario da
reacdo enzimatica formado pelos substratos (PEP e A5P), além disso foi testado um
terceiro inibidor (BPH3) que foi planejado a partir das principais caracteristicas desses
outros dois inibidores e substratos. Esse terceiro inibidor ndo possui dados
experimentais visto que assumimos como um inibidor hipotético, onde foram
realizadas simula¢cdes computacionais a fim de verificar a afinidade com a enzima
quando combinados as caracteristicas dos dois inibidores ja conhecidos (HARRISON;
REICHAU; PARKER, 2012).

Para isso, foram utilizados métodos computacionais a fim de realizar o
acoplamento correto desses ligantes na cavidade catalitica da enzima KDOS8P sintase
do organismo independente de metal de Neisseria meningitidis, conhecer também o
modo de interacdo desses ligantes e analisar a afinidade dos complexos formados,
visto que os inibidores por conter caracteristicas semelhantes aos substratos,
possuem dois grupos fosfatados que derivam deles (HARRISON; REICHAU;
PARKER, 2012). Devido os ligantes apresentarem regides derivadas dos substratos,
esses ligantes possuem duas regibes com grupos fosfato, logo possuem cargas
negativas. E assim, a partir dos resultados obtidos, contribuir com o desenvolvimento

de novos farmacos inibidores da enzima KDOS8P sintase.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Estudar as interagcbes entre os inibidores bifosfatados, o substrato

Fosfoenolpiruvato e a Enzima KDOS8P sintase de Neisseria meningitidis.

2.2 Objetivos especificos

e Construir um modelo tridimensional completo da enzima KDOS8P sintase
independente de metal do organismo de Neisseria meningitidis através de
modelagem por homologia;

e Analisar o modo de interacéo dos ligantes bifosfatados e o substrato quando
acoplados ao sitio ativo da KDO8P Sintase através de docking molecular;

e Descrever o comportamento molecular desses complexos proteina-inibidores
e proteina-substrato através de métodos de dindmica molecular;

e Verificar a espontaneidade energética dos complexos deste estudo por meio
de calculos de energia livre de ligagéo;

e Identificar as interacdes intermoleculares especificas entre os inibidores
bifosfatados, o substrato e os residuos de aminoacidos da KDOS8P sintase por
meio de calculos de decomposi¢céo de energia livre por residuo;

e Planejar potenciais antibidticos que atuem na via do KDO no processo de
biossintese de LPS.

15



3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Bactérias

Bactérias sdo organismos procariontes e unicelulares de estrutura simples,
pertencentes ao reino Monera, de acordo com Robert Harding Whittaker (1920-1980),
bidlogo norte-americano que propds em 1969 a classificagdo dos organismos em
cinco diferentes reinos (MURRAY, P.R. et al.,, 2005). As bactérias possuem
organizacao simples, o tamanho celular pode variar entre 0,2 a 2 ym de diametro e 2
a 8 ym de comprimento (KAYSER, 2005; OLIVEIRA, 2017; TORTORA, FUNKE,
CASE, 2012).

Sao constituidas por uma parede celular externa, membrana plasmaética,
citoplasma, DNA circular disperso no citoplasma sem nenhuma separacao,
ribossomos para sintese de proteinas e estruturas ndo essenciais tais como
capsula/glicocalice, flagelo, fimbrias e inclusbes (Figura 2). Algumas bactérias podem
ter uma membrana externa extra como uma capsula, que envolve a parede celular,
feita de polissacarideos (MIMS, C.A., et al., 1995; TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).

Figura 2 — Estrutura das bactérias.

Plasmideo

DNA Lk { = S

Flagelo

Citoplasma

Capsula

Parede Celular

Membrana plasmatica

Fimbrias
Fonte: adaptado de TORTORA; FUNKE; CASE, 2012.

As bactérias podem ser distintas em dois grupos, essa divisdo se da por meio
da técnica de Gram, que permite a bacteriologia a distincdo entre bactérias Gram
positivas e Gram negativas. Esses microrganismos podem ser distintos quanto a sua

estrutura da parede celular, seus componentes e suas fungdes. A parede celular de
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bactérias Gram negativas € estrutural e quimicamente mais complexa que em Gram
positivas (BARBOZA; TORRES, 2005; MURRAY; ROSENTAHL; PFALLER, 2006).

Em bactérias Gram positivas aproximadamente 90% da parede celular
corresponde a peptidoglicano, 50% da massa seca da parede celular é representada
por proteinas e acidos teicoicos, que séo polimeros que contribuem para a rigidez da
parede celular e sdo formados por cerca de 30 residuos de glicerol ou ribitol unidos
por ligacBes fosfodiéster e estdo também ligados ao peptidoglicano pelo mesmo tipo
de ligagdo (BARBOZA; TORRES, 2005; RYAN; RAY, 2004).

As paredes celulares das bactérias Gram negativas ndo possuem capacidade
de fixar o corante violeta cristal, por isso elas coram em vermelho. Elas séo
constituidas por peptideoglicano, porém ele constitui uma camada basal delgada,
sobre a qual se encontra uma outra camada denominada membrana externa
composta por lipoproteinas, fosfolipidios, proteinas e lipopolissacarideos (KONEMAN
et al., 2001; LEVINSON; JAWETZ et al., 1998; OLIVEIRA, 2017).

3.2 Resisténcia Bacteriana

Tornaram-se cada vez mais frequentes, nas Ultimas décadas, evidéncias sobre
bactérias resistentes a antibiéticos. Ainda que ambas as bactérias Gram positivas e
Gram negativas tenham demonstrado padrdes de resisténcia, o caso de bactérias
Gram negativas tornou-se mais preocupante devido ao surgimento de cepas
resistentes a varios ou mesmo a todos os antibiéticos disponiveis, além da falta de
novos antibioticos promissores disponiveis (VARDAKAS et al., 2013).

Uma complicacdo comum entre pacientes imunossuprimidos com cancer que
recebem quimioterapia e em pacientes receptores de transplante de células-tronco é
a bacteremia, caracterizada pela presenca de bactérias na corrente sanguinea. Nas
Gltimas décadas a epidemiologia da bacteremia nesses pacientes mudou com o
ressurgimento de bacilos Gram negativos como 0s principais agentes causadores. O
desenvolvimento da resisténcia entre esses organismos tornou-se um grande
problema de saude publica em todo o mundo e o tratamento de infec¢des por bactérias
Gram negativas multirresistentes € um desafio clinico (C. GUDIOL, et al., 2010).

A Enterobacteriaceae é uma familia de bactérias Gram negativas muito
abundante, o aumento da resisténcia entre os membros desta familia tem culminado
no aparecimento cada vez mais frequente de espécies multirresistentes exigindo

esfor¢o para prevencéo e controle (BORER et al., 2012).
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A principal forma de resisténcia bacteriana é a producéao de p-lactamases, que
sdo enzimas que promovem a degradacdo do anel B-lactamico, tornando o
antimicrobiano inativo e impedindo que ele apresente atividade contra as enzimas
responsaveis pela sintese da parede celular bacteriana. Atualmente entre as B-
lactamases, 0 grupo mais preocupante sdo as p-lactamases de aspecto ampliado e
as carbapenemases (SEIBERT et al., 2014).

As carbapenemases possuem disseminacao rapida e global, por isso é uma
preocupacdo para os servicos de saude de todo o mundo. Elas ocorrem mais
frequentemente nos géneros Klebsiella, Enterobacter, Escherichia, Serratia,
Citrobacter, Salmonella, Proteus e Morganella (SEIBERT et al., 2014).

A producao de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) tem se tornado
um mecanismo emergente, pois essa enzima confere resisténcia a todos os agentes
B-lactamicos como as cefalosporinas, penicilinas, monobactamicos e
carbapenémicos, esta Ultima classe de antimicrobiano € de amplo espectro com uso
frequente no tratamento de infec¢des causadas por bactérias multirresistentes. Entdo
para o tratamento de microrganismos produtores de KPC, restam poucas opcoes
terapéuticas (TRAGANTE, et al., 2008; SEIBERT et al., 2014).

3.3 Estrutura das bactérias Gram negativas

Bactérias Gram negativas possuem propriedades quimicas, fisiolégicas e
genéticas peculiares. Formada por poucas camadas de peptideoglicano e por uma
membrana externa. O espaco periplasmatico, localizado entre a membrana
citoplasmatica e a membrana externa, € um compartimento que contém alta
concentracéo de enzimas de degradacao e proteinas de transporte. O peptidoglicano
se encontra ligado a membrana externa da parede através de pequenas lipoproteinas
localizadas no espaco periplasmatico (VON NUSSBAUM, et al., 2006).

Essa membrana externa possui uma camada dupla. A camada interna é
composta por fosfolipidios e proteinas se aproximando da membrana citoplasmética.
Possui canais especiais constituido de moléculas proteicas denominadas porinas
(proteinas de membrana externa) que permite a difusdo passiva de acucares,
aminoacidos e certos ions, enquanto que em sua camada externa € composta por

LPS (Figura 3) (MURRAY, et al., 2006).
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Figura 3 — Estrutura das bactérias Gram negativas.
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3.4 Lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo € o principal componente da membrana externa de
bactérias Gram negativas, é conhecido também como endotoxina e considerado o
principal fator responsavel pelas manifestacdes toxicas de infecgbes por bactérias
Gram negativas bem como por inflamac&o sistémica (ZAHRINGER, et al., 1999).

Os LPS contribuem para a integridade estrutural da bactéria e protege a
membrana de ataques quimicos. Sua estrutura € composta por duas camadas de
acucar e uma camada lipidica, apresentando uma parte hidrofilica e outra hidrofébica,
respectivamente. A porcao lipidica é considerada a responsavel pela maior acao
antigénica do LPS. O 3-deoxy-D-manno-octulosonato (KDO) € um componente do
sitio do nucleo interno de LPS essencial para a sua formacdo (RAETZ; WHITFIELD,
2002).

A reacdo de condensacdo entre fosfoenolpiruvato (PEP) e D-arabinose 5-
fosfato (A5P) é catalisada pela 3-Deoxy-D-manno-octulosonato de 8-fosfato sintase
(KDO8PS) para gerar 3-Deoxy-D-manno-octulosonato de 8-fosfato (KDO8P),
percursor fosforilado de KDO, e fosfato inorganico (Pi), esta reacao é o primeiro passo
comprometido na biossintese de KDO (AHN et al., 2008).

Esta reacdo é importante pois controla o fluxo de carbono na formacéo
biosintética de KDO, que desempenha um papel crucial na montagem de
lipopolissacarideos (LIANG et al., 1998). Alem disso, KDO fornece uma ligacao entre
o lipidio A, a por¢cdo da membrana interna do LPS e o Antigeno O, uma cadeia
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polissacaridica que se alonga da membrana externa bacteriana para o ambiente
circundante e determina a especificidade antigénica da célula. Enquanto que a
composicdo do Antigeno O varia de acordo com as espécies e cepas existentes. A
regido do core, nacleo interno, que contem KDO é bastante comum entre as bactérias
Gram negativas (Figura 4) (ANDERSON, et al., 1983; INOUYE, 1979).

Figura 4 — Estrutura dos LPS.
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Fonte: adaptado de TORTORA; FUNKE; CASE, 2012.

3.5 Enzima 3-Deoxy-D-manno-octulosonato de 8-fosfato sintase

Como a enzima KDOS8P sintase, que fornece funcdo essencial para a
homeostase bacteriana, é essencial para formacéo de KDO, que consequentemente
€ necessario para a viabilidade dos LPS, associado ao fato da KDO8P sintase néo
esta presente em sistemas mamiferos. Torna a inibicdo da biossintese de LPS, que
interrompe o crescimento celular através da inibicdo da KDOS8P sintase, um alvo
atraente para o desenvolvimento de novos antibiéticos (ALLISON et al., 2011a; KONA
et al., 2009; LI et al., 2003Db).
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Esta enzima se apresenta em duas formas distintas, quanto a dependéncia da
presenca ou auséncia de ion metalico divalente no sitio ativo (Figura 5). As KDO8P
sintases de Escherichia coli e Neisseria meningitidis se apresentam independentes da
presenca de metal, enquanto que as de Aquifex aeolicus, Aquifex pyrophilus,
Helicobacter pylori e Chlamydia psittaci se apresentam dependentes de metal (BIRCK;
WOODARD, 2001; DUEWEL et al., 2001; WANG et al., 2001).

Figura 5 — KDOS8P Sintase independente (azul) e dependente de metal (amarela).
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

As estruturas de ambos os tipos de KDO8P sintases, tanto dependentes quanto
independentes de metal, cristalizam como homotetrameros com subunidades de
barril-TIM (B/a)s (do inglés, Triose Fosfato Isomerase) contendo quatro sitios ativos
independentes. Em bioquimica o barril-TIM é uma estrutura de dobra proteica
conservada que consiste em oito a-hélices e oito B-folhas paralelas que se alternam
ao longo da cadeia peptidica (ASOJO et al., 2001; COCHRANE et al., 2009; DUEWEL
et al., 2001; SCHOFIELD et al., 2005; SHUMILIN et al., 2004; WANG et al., 2001).

Os mondmeros de KDO8P sintase apresentam estruturas de barril-TIM comum
com extensoes entre as 3-a que se estendem a extremidade do C-terminal e formam
o0 sitio ativo da enzima. O conjunto quaternario é a forma funcional desta enzima, a

ligacdo de PEP é realizada através de interacdes com residuos proximos ao centro
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do barril, enquanto que trés longas alcas (L2, L7 e L8) criam o sitio de ligacdo para
A5P e suportam contatos intersubunitarios entre o tetramero (ALLISON et al., 2013).

Quase todos os residuos do sitio ativo na maioria das enzimas KDO8P sintase
sdo conservados, com apenas uma pequena diferenca no sitio de ligagdo do metal,
trés dos quatro residuos que coordenam o metal sdo conversados na proteina tanto
dependentes quanto independentes de metal (DUEWEL; WOODARD, 2000; WANG
et al., 2001). Entretanto, a analise da sequéncia de KDO8P sintase mostram que o
quarto residuo, uma Cys, de todas as proteinas dependentes de metal, é substituido
por uma Asn em proteinas independentes de metal. Alguns trabalhos mostram que é
possivel converter as KDO8P sintase dependentes de metal em independentes de
metal e vice-versa com mutacdes Cys-Asn e Asn-Cys (COCHRANE et al., 2009;
DUEWEL; WOODARD, 2000; KONA et al., 2007; Ll et al., 2004; OLIYNYK et al., 2004;
SHULAMI et al., 2004).

O papel do metal parece ser estrutural, pois ele organiza e posiciona 0s
residuos do sitio ativo e o substrato A5P, que pode ser feito de forma equivalente com
a cadeia lateral da Asn, indicando que este € o motivo da dependéncia de metal.
Tornando a capacidade de se ligar ao metal totalmente dispensavel, é provavel que
ambas as KDO8P sintase apresentam um mecanismo de reacdo comum e que 0
metal, quando presente, apresenta um papel estrutural e ndo catalitico (AHN et al.,
2005; JENSEN et al., 2002).

A estrutura tridimensional da KDOS8P sintase depositada no Banco de Dados
de Proteinas (PDB) sob o cédigo 2QKF (COCHRANE et al., 2009) do organismo de
Neisseria meningitidis que é independente de metal, se apresenta cristalografada em
tetrAmero com as subunidades que contem seus sitios ativos independentes, as
regibes que contém as algcas L2, L7 e L8 ndo conseguem ser cristalografada sem a
presenca dos substratos A5P e PEP (ALLISON et al., 2011c).

3.6 Inibidores

Vérios inibidores da KDO8P sintase foram testados e estudados, o mais ativo
deles é o ligante bifosfatado 1 (BPH1) desenhado para mimetizar o ion oxocarbénio
intermediario com a constante de inibicdo (Ki) de 0,37 pM em KDOS8P sintase
independente de metal em E. coli (DU et al.,, 1999). O trabalho experimental de
Harrison descreve mimetizadores do intermediario tetraédrico para a inibicdo da

KDO8P sintase em N. meningitidis, estes compostos apresentam espagamento
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apropriado e as principais caracteristicas dos substratos, como as cargas de
carboxilato e fosfato derivadas de PEP e o grupo fosfato derivado de A5P (Figura 5)
(DU et al., 1997; SHEFFER-DEE-NOOR et al., 1993; XU et al., 2003; BELAKHQOV et
al., 2004).

A escolha desses inibidores foi feita com base nas constantes de inibicéo, visto
gue o ligante BPH1 apresenta melhores valores de constantes de inibicéo de 0,37 uM
para KDOS8P sintase de E. coli, e o ligante BPH2 apresenta valores de constante de
inibicdo de 7,9+1,6 pM para KDOS8P sintase independente de metal em N.
meningitidis, esses valores de Ki sdo aproximadamente de 2 a 3 vezes maiores do
que os valores de Km para o PEP em ambas as proteinas, tornando o BPH2 o
segundo inibidor mais potente de KDOS8P sintase, atrds somente do BPH1
(HARRISON et al., 2012; SILVA et al., 2018).

O terceiro ligante deste trabalho foi escolhido de acordo com as principais
caracteristicas dos dois primeiros inibidores, para este ligante ndo foi encontrado
nenhum valor de constante de inibicdo experimental pois foi criada como uma
molécula hipotética chamada de BPH3, entdo utilizamos os parametros obtidos para
os dois inibidores anteriores e fizemos comparacdes a nivel teérico. Esse inibidor
conta com 0 mesmo espagamento e caracteristicas do BPH2 e adicionamos ainda os
grupos hidroxilas do ligante BPH1 que derivam consequentemente do substrato ASP
(Figura 6) afim de conhecer a influéncia desses grupos no modo de interacdo e

afinidade com a enzima KDOS8P sintase.
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Figura 6 — Esquema com as estruturas dos substratos, intermediario e formacao do

produto, e as estruturas dos ligantes bifosfatados.
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3.7 Modelagem Molecular

3.7.1 Modelagem por Homologia

A modelagem de proteinas € uma alternativa de se obter informacdes
estruturais se as técnicas experimentais falharem. Muitas proteinas, por exemplo, séo
muito grandes para analise e ndo podem ser cristalizadas por difracéo de raio X. Entéo
o objetivo final da modelagem de proteinas é prever uma estrutura da sua sequéncia
com uma precisdo que €é comparavel aos melhores resultados obtidos
experimentalmente, o que permite os usuarios utilizarem com seguranca os modelos
de proteinas gerados in silico (KRIEGER; NABUURS; VRIEND, 2005).

Um dos métodos mais bem-sucedidos de predicdo de estruturas

tridimensionais de proteinas € a modelagem por homologia, baseada em alguns
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padrées gerais e fundamentada na hipotese de que sequéncias de aminoacidos
similares implicam em estrutura e funcéo similar em diferentes proteinas, mesmo que
estas sejam isoladas de diferentes organismos (LEACH, 2001).

Alguns dos padrdes gerais da modelagem por homologia observados é que a
homologia entre sequéncias de aminoacidos implica em semelhanca estrutural e de
funcdo, proteinas homologas apresentam regifes internas conservadas
principalmente constituidas por estruturas secundarias: a-hélices e B-folhas, e as
principais diferengas estruturais entre proteinas homologas ocorrem nas regides
externas, constituidas  principalmente  por alcas (Loops)(D’ALFONSO;
TRAMONTANO; LAHM, 2001; GINALSKI, 2006; ROST; SANDER, 1996).

Além disso, a modelagem por homologia baseia-se no conceito de evolucao
molecular, partindo do principio de que as semelhancas entre as estruturas primarias
desta proteina e de proteinas homoélogas de estruturas tridimensionais conhecidas
resulta em similaridade estrutural entre elas. O método de modelagem por homologia
€ constituido em quatro passos sucessivos: identificacdo e selecdo de proteinas
moldes; alinhamento das sequéncias de residuos de aminoacidos; construcdo das
coordenadas do modelo e por ultimo a validacdo dos resultados (FILHO, 2003;
JOHNSON et al., 1994; KRIEGER; NABUURS; VRIEND, 2005).

No primeiro passo é importante ser selecionado pelo menos uma estrutura
tridimensional conhecida, que servira como molde para a construcao da proteina-
problema. Quando se conhece a familia proteica a qual a proteina-problema pertence
€ suficiente selecionar uma proteina-molde diretamente do Banco de dados de
Proteinas (PDB). Ja quando nao se sabe a familia da proteina-problema é necessério
procurar de forma sistematica um ou mais moldes adequados em um banco de dados
de estruturas primarias derivadas de proteinas armazenadas do PDB (FILHO, 2003;
GINALSKI, 2006).

Apos isso, definindo o molde, faz-se o alinhamento de sequéncias, a proteina-
problema com a proteina-molde, com o objetivo de alinhar os residuos de aminoacidos
estruturalmente equivalentes levando em conta caracteristicas estruturais como
elementos de estrutura secundaria e residuos cataliticos. As regibes de gaps séo
regides vazias, que correspondem a estruturas de “algas” (FILHO, 2003).

A geracdo de coordenadas cartesianas se divide em trés partes, com a

modelagem das regides estruturalmente conservadas com a construcdo da parte
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interna da proteina-problema baseado na ideia de que a conformacédo da cadeia
principal da proteina-molde pode ser transferida para ela (FILHO, 2003; KRIEGER,;
NABUURS; VRIEND, 2005).

A modelagem das regides de alcas é uma etapa essencial para a geragao de
modelos, as alcas geralmente sdo pequenas e provocam distorcdes de enovelamento
dificeis de avaliar inicialmente, além disso a conformacédo das regides de alcas é
influenciado pelo restante da proteina o que resulta que as regides de alcas devem
ter baixa energia interna e nao interagir desfavoravelmente com o restante da
proteina, entdo as alcas modeladas séo selecionadas de acordo com a exposicao de
grupos hidrofébicos na superficie e a necessidade de baixas energias
conformacionais relativas (FILHO, 2003; FISER; DO; SALI, 2000; LEACH, 2001).

Para a modelagem de cadeias laterais, assim como as algas, sdo modeladas a
partir de dados estéricos e energéticos de estruturas semelhantes obtidas
experimentalmente, a modelagem € realizada com auxilio de bancos de dados de
rotameros permitidos de cadeias laterais derivados de estruturas terciarias do PDB de
alta resolucao (FILHO, 2003; LEACH, 2001).

A otimizacdo do modelo gerado € necessaria apds a construcdo do modelo da
proteina-problema, interacdes desfavoraveis entre atomos ndo-ligados e as energias
de angulos torcionais e de ligacdo sdo otimizadas por mecéanica molecular, esta
otimizacao ndo pode ser extensiva para nao desviar o sistema do seu molde original,
entdo a etapa de otimizacdo e validacdo devem ser realizadas simultaneamente
(FILHO, 2003; LEACH, 2001).

Por fim, a validacdo do modelo deve avaliar a qualidade do empacotamento
global da proteina, os possiveis erros estruturais e 0s parametros estereoquimicos.
Alguns requisitos que uma proteina modelada deve atender é ter uma estrutura
terciaria satisfatoria, e sua qualidade depende da proteina molde e do alinhamento
calculado. O grafico de Ramachandran € Uutil pois ele define os residuos que se
encontram em regifes energicamente mais favoraveis e desfavoraveis e orienta a
avaliacdo da qualidade dos modelos (FILHO, 2003; JOHNSON et al., 1994; PETREY;
HONIG, 2005).

3.7.2 Docking Molecular

O célculo de docking (ou ancoramento) molecular (do inglés “molecular

docking) vem ajudando a compreensédo do modo de interacdo entre macromoléculas,
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principalmente proteinas, e moléculas menores que podem atuar como substratos ou
inibidores em determinados processos fisiologicos, tornando possivel entender
mecanismos e processos celulares (VERLI, 2014). Informagbes sobre as
conformacdes de compostos bioativos, interagdes entre proteinas e substratos ou
inibidores, e a estimativa da forca de ligacdo, séo obtidas com os calculos de docking
molecular, auxiliando pesquisas de novos compostos de partida, e auxiliam ainda na
direcdo da sintese de compostos derivados (LI et al., 2003).

Uma aplicacdo de docking molecular & projetar inibidores in silico, os
candidatos podem ser encontrados usando um algoritmo de busca que tenta
identificar o modo de ligacdo ideal de uma molécula pequena (ligante) ao sitio ativo
de uma macromolécula alvo(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006b). Assim, o intuito da
descoberta de farmacos é utilizar derivados de drogas que se ligam mais fortemente,
do que o substrato natural, a uma determinada proteina alvo. Quando isso é feito, a
reacao bioquimica que a proteina alvo catalisa pode ser alterada ou interrompida.
Ainda se a estrutura 3D da proteina alvo é conhecida, 0 ancoramento molecular vem
a ser uma ferramenta Util no processo de descoberta desses derivados. O docking
molecular permite uma identificacdo rapida e barata de candidatos promissores a
farmacos (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006a).

Os métodos de docking molecular normalmente utilizam fun¢des de pontuacao
baseada em energia, buscando identificar conformacdes do ligante com energia mais
favoravel quando ligada ao alvo. Portanto, a tarefa do docking molecular é encontrar
o modo de ligacdo do ligante com mais baixa energia (THOMSEN; CHRISTENSEN,
2006a).

Atualmente existem varios programas de docking molecular, comerciais e
gratuitos, como o GOLD, FlexX, AutoDockTools, Glide, Dockthor, Molegro Virtual
Docker, entre outros (ARAUJO, 2017; FRIESNER et al., 2004; KRAMER; RAREY;
LENGAUER, 1999; NISSINK et al., 2002; RAREY et al., 1996; THOMSEN;
CHRISTENSEN, 2006a).

Quando levamos em consideracao a flexibilidade do ligante aumenta o nimero
de conformacdes, e o nimero de possiveis interacdes a serem considerados. Para
lidar com esses problemas, e uma flexibilidade eficiente é necessério algoritmos de
busca. O MolDock faz parte do programa de docking molecular, Molegro Virtual
Docker (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006a), e € baseado em um algoritmo de busca
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hibrida chamado de evolucéo diferencial guiada que combina técnica de otimizacao
de evolucéao diferencial com um algoritmo de previsdo de cavidades que permite uma
identificacdo rapida e precisa dos modos de ligacao (poses) (ANDRICOPULO; OLIVA,
2008; KITCHEN et al., 2004).

Em meio a todos os programas de docking, o Molegro Virtual Docker foi
utilizado neste trabalho, a funcéo de pontuacédo do MolDock é estendida com um novo
termo levando com consideracgéo a direcionalidade das liga¢des de hidrogénio. Além
disso, é aplicado um procedimento de reclassificacdo as poses melhores
classificadas, com o intuito de aumentar ainda mais a precisdo. Essas poses séo
reclassificadas usando uma funcdo de pontuacdo mais complexa, além dos termos
dessa funcédo, um termo de tor¢do sp?-sp? e um potencial de Lennard Jones séo
usados, além do que esta funcdo de pontuacdo apresenta alta acuracia na predicao
conformacional (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006a).

Essa funcdo de pontuagdo (Ep,oidock) € definida pelos seguintes termos de
energia (1):
Emotdaock = Einter + Eintra (1)
Onde E;,+or € a energia de interacéo intermolecular, entre o ligante e a proteina alvo,
enquanto que Ej,+rq € a energia intramolecular calculada somente para o ligante.

A energia E;,;0, € obtida através da equagao (2):

qid;
Einter = Zi=ligante Zj=rece'ptor [EPLP (Tij) + 332'0 ]2] (2)

4ri;
Onde temos primeiramente o somatdrio do nimero de &tomos do ligante e da proteina,
respectivamente, o termo Ep;p € um potencial linear que utiliza dois parametros, um
que faz referéncia a tensdes estéricas entre os atomos (van der Waals) e o outro é

um forte potencial para determinar ligacdes de hidrogénio. Os termos q;q; sdo as

cargas dos atomos i e j (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006a).
Ja o termo E;,,;4 € Obtido através da equagéo (3):

Eintra = 2 Z [EPLP(Tij)] + Z A[l — cos(m8 — 0p)] + Ecigsn

i=ligante j=receptor Lig. Flexiveis

3)
Os dois primeiros somatoérios séo para todos os pares de atomos do ligante,

com excecao dos pares que estdo conectados por duas ligagdes. O segundo termo
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refere-se a energia torcional, parametrizado de acordo com os tipos de hibridac&o dos
atomos ligados, onde 6 € o angulo de torcdo da ligacdo. O ultimo termo E. g, €
atribuido um valor 1000 se a distancia entre dois atomos for menor que 2,0 A
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006a).

3.7.3 Dinamica Molecular

A Dinadmica Molecular (DM) é uma técnica onde se estudam, através de
simula¢gBes, movimentos em um sistema de particulas. Além disso, a DM é um
procedimento que computa o0 movimento dos atomos em uma molécula, atomos
individuais, ou moléculas em solidos, liquidos e gases, de acordo com as leis de
movimento de Newton. Assim a DM resulta na variagdo do comportamento molecular
em funcédo do tempo (VERLI, 2014).

Neste método pode-se calcular propriedades moleculares em sistemas com
macromoléculas, o que tem contribuido em diversos estadgios do processo que
envolve o planejamento de farmacos. A maioria dos estudos computacionais com
biomoléculas, utilizam a equagdo Newtoniana, fundamentada com os principios da
mecanica classica, consiste na resolu¢cdo numérica das equacdes de movimento, que
para sistemas atdmicos simples sua forma simplificada, também conhecida como
segunda lei de Newton, pode ser descrito por (4) (ADCOCK; MCCAMMON, 2006):

fi = mya; = myt; (4)
onde f; é a forca atuante na particula i, m;é a massa da particula, a; € a sua
aceleracdo e 1; é a segunda derivada da posicéo r da particula em relagéo ao tempo.

Para o &tomo i com massa m; e posi¢éo indicada pelo vetor tridimensional r;,

a relacao entre a velocidade e o0 momento do atomo p; é (ADCOCK; MCCAMMON,
2006) (5,6):

dri _ pi
—_ = 5
dt m; ©)

av
i=— 6
f ar, (6)

A forca f; exercida sobre o atomo i pelo restante do sistema € determinada pelo

gradiente negativo da funcao energia potencial em relacéo as coordenadas atdbmicas.
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Partindo desta equacéao, quando se integra as equacdes de movimento, pode-se obter
as velocidades, que por sua vez, integrando-se resulta a mudanca de posicdo do
atomo, com novas posicdes e velocidades para cada a&tomo, pode se obter a energia
potencial e cinética do sistema. Repetindo sucessivamente esse procedimento resulta
no que se denomina “trajetéria”, que € um conjunto de posi¢des e velocidades de cada
atomo ao longo do tempo.

Essa integral das equagBes de movimento é feita passo-a-passo no tempo,
denominado de passos de integracao, e é feito através do uso de algoritmos que por
sua vez devem apresentar baixo custo computacional, permitir o uso de grandes
intervalos de tempo e conservar a energia do sistema (KARPLUS; MCCAMMON,
2002).

O algoritmo de Verlet € bastante utilizado para esses procedimentos, ele usa
expansodes de Taylor (7) (VERLET, 1967):

Fi(t) (©)° N F(t) (At)®

(t + At) = r;(t) £ v; ()AL o[(At)*
(e £ 80 =7i(6) £ V(DA +— =T+ 0[(AD*
()
Assim, 0 seu somatorio gera o algoritmo para propagacao das posicdes (8),
F@® . A
r;(t + At) = 2r;(t) — r;(t — At) + — (At)* + 0[(At)*]
i
(8)
e suas diferencas geram o algoritmo para propagacéao das velocidades (9),
Ti(t + At) - Ti(t - At)
. = At)3
v (t) AL + 0[(AD)”]
9)

Nessas equacgdes At representa o passo de tempo, F;(t) é a forca sobre o

atomo i no tempo t, e m; € a massa desse mesmo atomo. Resolvendo o algoritmo de

Verlet para cada &tomo a cada passo teremos a dindmica molecular implementada.
As derivadas espaciais de cada termo potencial e somadas para se obter a forca
resultante e a aceleracédo, sobre cada atomo e a cada novo conjunto de coordenadas.
As aceleracdes sédo inseridas em um algoritmo, como o de Verlet, para previsdo das
novas posicdes e em seguida o processo se repete (KARPLUS; MCCAMMON, 2002).
ApOs se obter as expressdes necessarias para tratar o movimento dos ndcleos,

deve considerar as condi¢des para realizar a simulacéo, essas condi¢coes devem ser
selecionadas pela natureza do sistema em estudo. Além disso, uma importante
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condicdo de trabalho é a disponibilidade de dados experimentais para realizar
comparacoes (LINDAHL, 2008).

Mesmo desprezando os efeitos quanticos, o sucesso da DM em reproduzir
resultados satisfatorios, se d4 ao uso dos campos de forca, que sdo parametros
utilizados para moléculas pequenas e podem descrever também o comportamento de
macromoléculas como proteinas. Para se obter bons resultados de DM é necessario
um bom potencial para descrever o problema, logo é necessario a escolha de um bom
campo de forca. Os campos de for¢ca contém fung¢des potencias empiricas, ou seja,
nele possui informacdes precisas e calibradas obtidas experimentalmente e atraves
de calculos quanticos sobre as moléculas do sistema em estudo, algumas dessas
informagdes do campo de forca compreendem equacdes que descrevem ligacdes
covalentes, angulos de ligacdo entre atomos, angulos de rotacdo, interacées entre
atomos ndo ligados, atracbes e repulsbes de cargas, entre outros (ADCOCK;
MCCAMMON, 2006).

O comprimento de uma simulacdo pode ser determinado por vérios fatores,
incluindo o custo de avaliar interacdes, o numero de interacdes que precisa ser
avaliada a cada passo de tempo, periodo desse passo de tempo e nuamero de graus
de liberdade que precisa ser propagada. Para um aumento na eficiéncia na simulacéo
computacional qualquer um desses fatores podem ser melhorados, inameros
algoritmos podem ser utilizados para aumentar a estabilidade e aumentar a eficiéncia
das simulac6es de DM, uma dessas melhorias na eficiéncia séo obtidas através do
congelamento dos modos de vibracdo mais rapidos, restringindo os atomos de
hidrogénios a comprimentos fixos utilizando algoritmos como o SHAKE (ADCOCK;
MCCAMMON, 2006; RYCKAERT; CICCOTTI; BERENDSEN, 1977; VAN
GUNSTEREN; BERENDSEN, 1977).

O uso desse algoritmo permite a utilizacdo de tamanhos de escalas de tempo
maiores sem quantidade significativa de degradacéo na qualidade da trajetoria ou na
precisdo da simulacdo. O algoritmo SHAKE é uma modificacéo direta no algoritmo de
Verlet para impor restricdes nas coordenadas internas, como comprimentos e angulos
de ligacdo (ADCOCK; MCCAMMON, 2006).

As andlises das simulacdes de DM devem ser realizadas, de preferéncia,
observando as principais mudancas no comportamento desse sistema. As simulagbes

devem alcancar uma estabilidade paralela ao tempo, podendo apresentar alguma
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variacao no inicio da simulacdo, mas que deve atingir um carater de estabilidade apds
um tempo de simulacéo e se manter neste nivel de estabilidade até o final da producéo
de DM.

3.7.4 Energia Livre de Ligacgdo — MMGBSA, MMPBSA, SIE e Decomposicdo de

energia livre por residuo

Para previsfes das afinidades de ligacdo em um sistema proteina-ligante é
fundamental a compreensdo de aspectos termodindamicos de reconhecimento
molecular em sistemas biologicos (BROWN; MUCHMORE, 2006; HOU et al., 2003;
HOU; GUO; XU, 2002; HOU; YU, 2007; KUHN; KOLLMAN, 2000; LEPSIK; KRiz;
HAVLAS, 2004; STOICA; SADIQ; COVENEY, 2008; WANG; KOLLMAN, 2001). Os
métodos Molecular Mechanics Generalized Born Surface Area (MM-GBSA) e
Molecular Mechanics Poisson-Boltzman Surface Area (MM-PBSA) tem apresentado
sucesso em varios complexos proteinas-ligantes e tem sido amplamente utilizado em
calculos de energia livre, ambos os métodos estdo relacionados visto que os dois
aplicam o solvente implicito em seus modelos de solvatacdo. Nestes métodos a
energia livre de um complexo (RL) formado por um receptor (R) e um ligante (L) é
calculada por (KOLLMAN et al., 2000) (10-12):

AGligagéo - AH - TAS = AEMM + AGSO[ - TAS (10)
AEMM = AEinternal + AEelectrosIfatic + AEvdw (11)
AGgoy = AGpgjgp + AGgy (12)

onde AE);,, é a alteragdo da energia MM da fase gasosa e inclui AE},ternq €COM
energias de ligacéo, e angulo diédrico. AG,,; é a soma de energia livre de solvatacéo
eletrostatica que inclui contribuicdo polar AGpg g, —TAS € a mudanca de entropia
conformacional, geralmente calculada pela anélise de modo normal de um conjunto
de estruturas retirados da simulacéo de DM. AE joctrostatic € @ €letrostatica, AE,, 4,

é a energia de Van der Waals. AGg4 é o componente de solvatacdo néo eletrostatica
que inclui contribuicdo ndo polar. A contribuicdo polar € calculada usando o modelo
GB ou PB, enquanto que a contribuicdo ndo polar € estimada pela area de superficie

acessivel ao solvente (SASA)(HOU et al., 2011).
O método SIE (do inglés, Solvated interaction energy) através de uma
contribuicdo de energia de interagdo Ej, ¢, € uma contribuicdo de energia livre de
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dessolvatacdo AG 405501, aproxima a energia livre de ligagdo em solugdo aquosa

(SULEA; PURISIMA, 2012). Cada uma dessas contribuicdes € composta ainda por

um componente eletrostatico e um componente nao polar (13),

~ _ rcol R vdw np
AGligacéo ~ Einter + AGdessolv - Einter + AGdessolv + Einter + AGdessol

(13)
Entdo, a componente eletrostatico inclui a energia de interacéo intermolecular

de Coulumb E£°L.., e a energia de dessolvatagio AGR, ., devido a mudanca de

energia do campo de reacdo apos a ligacdo. A componente nao polar inclui a energia

de interacéo intermolecular de Van der Waals E;%Veg, e a energia livre ndo polar de

np

dessolvatagéo AGdessol,

no que resulta da troca de interagdes Van der Waals do

soluto e o solvente, e no trabalho de manter a cavidade do soluto em agua (NAIM et
al., 2007).

A decomposicdo da energia livre de ligacdo é utilizada para avaliar, a nivel
atdbmico, a contribuicdo de cada residuo para a energia livre total da ligacdo, €
calculado utilizando o método MMGBSA com pacote de programas AMBER 16 (CASE
et al., 2005; CASE et al., 2016; KOLLMAN et al., 2000). Essa energia de interacao
entre o ligante e cada residuo da proteina, utilizando o método MMGBSA, € descrito
por (14):

AGligante—residuo = AEelet + AEvdw + AGpolar + AGnon—polar

(14)
onde AE,;.+, € a contribuicdo eletrostatica, e AE,4,, de Van der Waals em vacuo,

AGpoiar € asolvatagdo polar, € AGyen—poiar N&0 polar.

3.7.5 Superficie de Potencial Eletrostatico Molecular (MEP)

Os mapas de Potencial Eletrostatico Molecular (MEP, Molecular Electrostatic
Potential, em inglés) apresenta as distribuicbes de cargas em torno de moléculas. Este
mapa € muito util para compreender regides de ataque nucleofilico e eletrofilico para
0 estudo de reacdes no processo de reconhecimento biolégico e interacbes de
hidrogénio (LUQUE, F.J.; LOPEZ, J.M.; OROZCO, 2000). Os MEPs séao ferramentas
que ultilizam a densidade eletronica para prever a capacidade de atrair ou repelir
outras moléculas (OKULIK; H JUBERT, 2005).
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Uma vantagem da utilizacdo dos mapas MEP é gque eles sdo observaveis
computacionalmente, os valores obtidos para os diferentes potenciais eletrostaticos
nas superficies sdo representados por diferentes cores. O potencial aumenta na
ordem de vermelho, laranja, amarelo, verde e azul, onde azul representa a maior
energia eletrostatica e o vermelho representa a menor energia de potencial
eletrostatico e cores intermediarias representam potenciais intermediarios (CHIDAN
KUMAR et al.,, 2014). Os mapas MEPs tridimensionais utilizam normalmente
superficies de van der Waals, o que facilita a identificacdo de regibes positivas e

negativas de uma determinada molécula (CRAMER, 2004).

O potencial eletrostatico molecular negativo corresponde a uma atracdo de
protons pela densidade eletrbnica agregados a molécula como os elementos
eletronegativos nitrogénio e oxigénio, enquanto que o potencial eletrostatico molecular
positivo corresponde a uma repulsdo de protons pelos ndcleos atbmicos
principalmente nos atomos de hidrogénio e carbono. Esses valores de potencial
eletrostatico sdo em grande parte responséavel pela ligacdo do substrato para sitios de
ligagéo do receptor, uma vez que o receptor e os ligantes reconhecem um ao outro
pela superficie molecular (MORO; BACILIERI; SPALLUTO, 2005).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Escolha das estruturas

Este trabalho se inicia com a escolha da enzima KDOS8P sintase da bactéria
Neisseria meningitidis cujo sua estrutura tridimensional esta depositada sob o cédigo
2QKF no banco de dados de proteinas (Protein Data Bank, PDB) (COCHRANE et al.,
2009). Esta proteina contém a estrutura em tetramero, porém foi selecionada somente
a cadeia A. A estrutura cristalografica da proteina 2QKF apresenta 0 monémero com
residuos de aminoacidos numerados de 1 a 277, e apresenta as regides das algas
ausentes, devido a dificuldade de ser obtida por difracdo de raios-X sem a presenca
dos substratos (COCHRANE et al., 2009).

A estrutura do ligante BPH1 foi retirado do banco de dados PDB sob o cédigo
1G7V (ASOJO et al., 2001), que contém o inibidor complexado a enzima KDO8P
sintase de Escherichia coli. Ja o ligante BPH2 foi desenhado tridimensionalmente de
acordo com os dados experimentais obtidos a partir do estudo de Harrison
(HARRISON; REICHAU; PARKER, 2012). Assim como o ligante anterior, 0 BPH3 foi
desenhado a partir da adicdo dos grupos hidroxilas, utilizando o programa Avogadro
1.1.0 (HANWELL et al., 2012).

As estruturas desses ligantes foram submetidas a calculos de otimizacao de
estrutura utilizando o programa Gaussian09 (FRISCH et al., 2009) objetivando
encontrar uma estrutura mais estavel energeticamente, corrigindo os erros de
distancias, angulos, e tor¢des entre os atomos da estrutura garantindo a estabilidade
do composto utilizado. As otimizacdes moleculares foram realizadas com o método
Hartree-Fock (HF) (LEVINE, 1991) para determinacao de funcdes de onda e energia
no estado fundamental de sistemas quanticos de muitos corpos, além disso é base da
teoria do orbital molecular que diz que cada movimento do elétron pode ser descrito
por uma simples funcéo que nao depende explicitamente do movimento instantaneo
dos outros elétrons, e € o ponto de partida para os outros métodos ab initio.
Juntamente com este método foi usado o conjunto de base 6-31G* (LEVINE, 1991;
MARTINEZ, 2017; ROOTHAAN, 1951).

A estrutura do substrato PEP foi retirada do banco de dados de proteinas PDB
sob o cédigo 1G7U (ASOJO et al., 2001) da enzima de KDO8P sintase de Escherichia

coli, e foi otimizada utilizando o0 mesmo método e funcao de base dos inibidores.
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4. 2 Modelagem por homologia

A estrutura da proteina 2QKF (COCHRANE et al.,, 2009) foi submetida a
modelagem por homologia devido sua estrutura tridimensional estar incompleta, as
regibes que precisavam ser modeladas sdo dos residuos 53-72, 200-218 e 237-257
onde se localizam os loops L2, L7 e L8. A sequéncia obtida no banco de dados PDB
foi submetida ao servidor SWISS-MODEL (ARNOLD et al., 2006; WATERHOUSE et
al., 2018) a fim de gerar a estrutura completa da proteina do organismo de Neisseria
meningitidis, a escolha do “molde” foi feita com base nas regides de loops, assim
escolhendo-se como proteina-molde a KDO8P sintase de Escherichia coli (codigo
1X6U) que encontra-se complexada com o produto da reacdo da KDOS8P sintase
(VAINER et al., 2005a). O SWISS-MODEL (ARNOLD et al., 2006) € um servidor
automatizado de modelagem por homologia que utiliza uma estrutura 3D de uma
proteina obtida experimentalmente (template) para gerar um modelo 3D de uma

proteina (alvo).

4. 3 Docking Molecular

Com os ligantes ja otimizados, BPH1 retirado do complexo com a proteina de
Escherichia coli, o BPH2 obtido a partir de literatura, BPH3 desenhado de acordo com
as informacdes tedricas, o PEP retirado também do complexo com a proteina de
Escherichia coli, e a proteina 2QKF (COCHRANE et al., 2009) modelada de Neisseria
meningitidis, foram realizados os céalculos de docking molecular com o programa
Molegro Virtual Docker (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006a), para o acoplamento
desses ligantes e do substrato no sitio ativo da enzima KDO8P sintase de Neisseria
meningitidis a fim de analisar o comportamento desses ligantes quando complexados
a enzima e o modo de encaixe, visto que eles sdo miméticos ao intermediario da
reacdo apresentando regides que contém os grupos fosfatados derivados dos
substratos A5P e PEP. Com os resultados obtidos com o docking molecular, foram

realizados os calculos de dindmica molecular.

4. 4 Dindmica Molecular e Energia Livre de Ligacao

Para investigar o modo de interacéo dos inibidores e do substrato, realizou-se
calculos de dinamica molecular utilizando o pacote de programas AMBER 16 (do
inglés, Assisted Model Building with Energy Refinement) (CASE et al., 2005; CASE et
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al., 2016). Os sistemas foram preparados utilizando os programas Antechamber e
tLEaP implementados no pacote de programas AMBER 16 (CASE et al., 2005).
Primeiramente os ligantes foram submetidos a parametrizacdo pelo Antechamber
preparando propriedades de cargas, coordenadas dos ligantes e os parametros de
ligacdes, angulos, diedros, entre outros.

A enzima KDOB8P sintase obtida com a modelagem por homologia foi preparada
e renumerada, utilizando somente uma cadeia que contém o sitio ativo, onde o0s
estados de protonacédo dos residuos de aminoacidos da proteina foi determinado pelo
servidor online H++ (ANANDAKRISHNAN; AGUILAR; ONUFRIEV, 2012; GORDON
et al., 2005) a pH 7 e analisado com o programa de visualizacdo Chimera
(PETTERSEN et al., 2004).

Entdo, os complexos proteina-ligante foram formados pelo tLEaP como
arquivos de entrada para as simulacdes no AMBER 16, utilizando o campo de forca
geral do amber GAFF (WANG et al., 2004) (do inglés, General Amber Force Field)
empregado para os ligantes, enquanto que o AMBER ff14SB (HORNAK et al., 2006)
foi empregado para a proteina. Ainda no tLEaP, os complexos foram solvatados em
uma caixa d’agua de formato cubico, a distancia entre a parede da caixa e dos atomos
dos sistemas solvatados foi de 12,0 A, utilizando condicBes periédicas de contorno,
com moléculas de agua do tipo TIP3P (JORGENSEN et al., 1983). Por fim, foram
adicionados ions Na* a fim de neutralizar as cargas dos sistemas.

Antes das simulacbes de dinamica molecular, todos os sistemas foram
submetidos a quatro etapas de minimizacdo para que os sistemas cheguem a um
minimo de energia local e eliminem colisdes atbmicas, nestas etapas foram utilizados
dois métodos, o steepest-descent e o método de gradiente conjugado, onde no
primeiro é ideal para a remocdo de contatos em conformacdes com energia
excessivamente alta, em contrapartida € ineficiente se o objetivo € encontrar um
minimo local de energia potencial, para isso o método de gradiente conjugado é
utilizado (ADCOCK; MCCAMMON, 2006).

Na primeira etapa todas as moléculas de agua e contra ions foram minimizados
por 4000 ciclos com steepest-descent e 4000 ciclos com gradiente conjugado
totalizando 8000 ciclos para esta etapa, em seguida todos os atomos de hidrogénio
da proteina foram minimizados por 3000 ciclos com o método steepest-descent
seguidos de 2000 de gradiente conjugado, os atomos de hidrogénio das moléculas de
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agua foram minimizados por mais 4000 ciclos de steepest-descent e 4000 de
gradiente conjugado, e por fim todo o sistema foi minimizado por 5000 ciclos com
steepest-descent e 5000 de gradiente conjugado com 10000 ciclos.

Finalizada as etapas de minimizacéo, iniciou-se 0 aquecimento do sistema
durante 200 picosegundos (ps) de dinamica molecular com o intuito de aumentar de
forma gradual a temperatura de 0 a 300 K. Todos os sistemas foram equilibrados para
entdo comecar a producédo de 100 nanosegundos (ns) de dinamica molecular com
pressédo 1 atm e temperatura constantes (300 K). O algoritmo SHAKE (RYCKAERT,;
CICCOTTI; BERENDSEN, 1977) foi usado para manter os atomos de hidrogénio em
suas distancias de equilibrio pré-definidas durante as minimizacfes, permitindo a
utilizacdo de passos de integracdo de 2 fs para a realizacéo de célculos da dinamica.
Por fim, utilizou-se raio de corte (cutoff) de 8,0 A para diferenciar as interacdes de
longa distancia.

Os gréficos de desvio médio quadratico (do inglés, Root Mean Square
Deviations, RMSD) foram gerados para as trajetérias de 100 ns, de todos os
complexos deste estudo apds as simulacdes de dindmica molecular, além disso foi
gerado também o grafico de flutuagcbes médias quadraticas (do inglés, Root Mean
Square Fluctuations, RMSF) para se obter as flutuacdes de cada residuo da proteina.

ApoOs analise da estabilidade dos complexos através do grafico de RMSD, foi
gerado para o ultimo 1 ns de dindmica molecular com 1000 frames, a determinacao
das energias livre de ligacao para os sistemas submetidos a calculos pelos métodos
MMGBSA, MMPBSA, SIE e decomposicao de energia livre por residuo. Este tempo
de simulagéo consiste em 1000 frames onde a energia foi computada a cada 2 frames

0 que representa 500 frames para obtenc&o da energia livre de ligagao.

4. 5 Superficie de Potencial Eletrostatico Molecular (MEP)

Para analisar a influéncia da KDOS8P sintase nas superficies de potencial
eletrostatico dos inibidores durante as simula¢gfes de DM, determinamos a superficie
de potencial eletrostatico molecular (MEP) para o BPH1, BPH2 e BPH3, em um
ambiente proteico. As superficies foram obtidas a nivel MO06-2X/6-31G(d)
(HOHENSTEIN; CHILL; SHERRILL, 2008; ZHAO; TRUHLAR, 2008) utilizando
estruturas de single point, essas estruturas foram os ultimos pontos da simulacéo de

DM, onde essas superficies correspondem a um valor de isodensidade de 0,002au.

38



O MEP foi calculado utilizando o programa Gaussian09 (FRISCH, 2009), os

mapas tridimensionais foram gerados utilizando o programa Molekel 5.4 (VARETTO).
5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Modelagem por Homologia

A modelagem por homologia € um método que fornece modelos estruturais nos
casos em que ndo ha estruturas experimentais disponiveis. Apds submetido a
sequéncia da proteina obtida do PDB sob o cédigo 2QKF (COCHRANE et al., 2009),
foi possivel obter o modelo gerado pelo servidor SWISS-MODEL (ARNOLD et al.,
2006). A proteina utilizada como template foi selecionada com o codigo 1X6U
(VAINER et al., 2005b). As regibes que precisavam ser construidas na modelagem
abrangeram os residuos 53-72, 200-218 e 237-257 onde se localizam os loops L2, L7

e L8, respectivamente (Figura 7).

Figura 7 — Estrutura obtida com o resultado da modelagem por homologia para
KDOB8P sintase de N. meningitidis.

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

O melhor modelo resultou na escolha do template com a sequéncia depositada
no banco de dados PDB sob o cddigo 1X6U (VAINER et al., 2005b) para construir o
modelo 3D. O alinhamento entre essas duas sequéncias apresentou 71,22% de
identidade (Figura 8). O modelo gerado possui diversos residuos conservados em

outras KDOS8P sintases.
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Figura 8 — Alinhamento entre as sequéncias utilizadas para a modelagem por

homologia com 2QKF (modelo) e 1X6U (template).
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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O modelo obtido é caracterizado por uma alta qualidade estereoquimica
avaliada utilizando o PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993) e Anolea (MELO et al.,
1997). O grafico de Ramachandran (Grafico 1) mostrou que 91,82% de residuos nas

regibes mais favoraveis, 2,6% de residuos nas regides permitidas, e 4,41% nas

regides ndo permitidas.

Gréafico 1 — Gréafico de Ramachandran.
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Desta forma, as energias obtidas considerando cada residuo de aminoacido
encontram-se em grande parte, em regifes favoraveis (Grafico 2). A maioria das
regibes que se encontram com energias menos favoraveis e se apresentam em
vermelho no gréfico, sdo as regides das alcas na proteina, responséveis pela

orientacdo dos substratos, bem como a saida de produtos.

Gréfico 2 — Energia em funcéo de cada residuo determinado pelo servidor Anolea.
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

Entdo, com os resultados obtidos para a proteina modelada encontra-se dentro
da margem padrédo (KRIEGER; NABUURS; VRIEND, 2005), o modelo obtido com a
modelagem por homologia € um bom ponto de partida para o estudo de docking e
dindmica molecular para investigar as interagdes entre os inibidores bifosfatados
assim como o substrato PEP quando complexados a KDO8P sintase do organismo

independente de metal de N. meningitidis.
5.2 Docking Molecular

A fim de avaliar os parametros utilizados para os célculos de docking molecular

para os ligantes deste estudo, primeiramente foi adotado a técnica de redocking
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molecular (reacoplamento molecular) que consiste em acoplar o ligante oriundo da
estrutura experimental e compara-lo ao resultado obtido por meio do algoritmo de
busca utilizado no docking (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006a). Neste caso, o A5P
e o PEP foram reacoplados ao sitio ativo da proteina KDO8P sintase de Aquifex
Aeolicus (PDB: 1FWW)(KONA et al., 2009), além deles foi realizado a redocking
também para o KDO8P (PDB: 1X6U) (VAINER et al., 2005b). Os desvios médios
quadraticos (RMSD) obtidos para esses ligantes com os célculos de redocking foram
0,39 A, 0,15 A e 0,34 A respectivamente, comprovando que houve uma pequena

variacéo do resultado obtido em comparacédo com o ligante de referéncia (Figura 9).

Figura 9 — Comparacao entre os resultados obtidos com o célculo de redocking
molecular para a) os substratos (em azul) e b) o produto da reagcdo KDO8P (em verde)

e as estruturas de referéncia (em cinza).
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

Em seguida, com a proteina modelada obtida a partir da homologia do
organismo de N. meningitidis foram realizados calculos de docking molecular para os
ligantes BPH1, BPH2 e BPH3. Os resultados obtidos para esses ligantes

apresentaram excelentes padrbes de ancoragem, em que, as regides que possuem
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semelhancas com o PEP conseguiram reproduzir as interacfes de hidrogénio com os
residuos cataliticos.

Figura 10 — Resultado obtido com o docking molecular para os inibidores, A) BPH1,
B) BPH2, C) BPH3 e a proteina KDOS8P sintase de N. meningitidis.

Lys50

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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Como os inibidores bifosfatados (BPH1, BPH2 e BPH3) apresentam
semelhancas estruturais com os substratos A5P e PEP, e com o produto KDO8P, os
resultados obtidos para esses ligantes e a proteina foram comparados com o0s
substratos (PDB: 1IFWW) (KONA et al., 2009). Assim, verifica-se que a forma como
os inibidores foram acoplados se assemelha com a forma em que os substratos estédo

localizados no sitio ativo da KDO8P sintase homologa de Aquifex aeolicus (Figura 10).

O modo de interacao de BPH1, BPH2 e BPH3 ao sitio ativo de KDOS8P sintase
sdo 0s mesmos que a porgdo fosfato do substrato PEP, o grupo fosfato de BPH1
interage com os residuos Lys133 e Argl63 enquanto que o grupo carboxilato deste
mesmo inibidor interage com os residuos Lys50, Lys55 e His197 que também interage
com o grupo fosfato da porcdo PEP e é conhecida também por coordenar o ion
divalente em KDOS8P sintase dependente de metal (ALLISON et al., 2011b). Os
inibidores BPH2 e BPH3 interagem de forma semelhante, diferindo apenas na
interacdo com o residuo Lys50, onde ha uma interacdo mais curta com o grupo
carboxilato de BPH3 e com BPH2 essa intera¢do ndo acontece. Ja as interagées com
0s grupos fosfato sdo essencialmente as mesmas que a da por¢cao PEP.

Com os resultados dos célculos de redocking e docking molecular mostram que
o protocolo utilizado para esses ligantes conseguiu descrever o modo correto de
encaixe em comparacao com 0s substratos obtidos do banco de dados de proteinas.
Entretanto, para uma andlise mais acurada dessas interacbes e 0 comportamento
desses complexos sao necessérias simulacdes de DM. A partir disso, com esses
resultados, foi possivel expandir os estudos para esta classe de compostos
bifosfatados, as estruturas resultantes dos célculos de docking molecular foram

utilizadas como ponto de partida para o célculo de DM.
5.3 Dinamica molecular

Para todos os sistemas, contendo os inibidores BPH1, BPH2, BPH3 e o
substrato PEP, foram realizadas 100ns de dinamica molecular para analise estrutural
e energética desses complexos. O sistema com o substrato PEP foi utilizado para fim

de comparacdo com as intera¢cdes com o grupo fosfato derivado deste substrato.

As andlises dos sistemas formados com os inibidores e substrato e a enzima

KDOB8P sintase de Neisseria meningitidis partem com os gréaficos de RMSD ao longo
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dos 100ns de DM para os complexos formados entre a enzima KDOS8P sintase e 0s
inibidores BPH1, BPH2, BPH3 e o0 substrato PEP (Figura 11), onde revela um

comportamento estivel para esses sistemas, com alguns desvios.

O resultado destacou maior estabilidade para o complexo BPH1-KDO8P
sintase em azul, em comparacéo com 0s outros complexos com BPH2-KDO8P sintase
em laranja, BPH3-KDOS8P sintase em vermelho e PEP-KDOS8P sintase em preto. Os
valores de RMSD chegam a aproximadamente 3,5 A, os maiores desvios séo para o
sistema com o substrato PEP devido ao numero de interacdes que esse substrato
realiza em comparacao com os inibidores. Por outro lado, o ligante BPH2 apresenta
maior flexibilidade do que os ligante BPH1 e BPH3. Porém, seu comportamento se

assemelha com o ligante BPH3, evidenciado na Figura 11.

Figura 11 — Gréficos de RMSD para os complexos com os inibidores BPH1, BPH2,
BPH3 e PEP.
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

A estrutura da proteina tem influéncia no grafico de RMSD, visto que ha regides

de alcas que se movem durante as simula¢gfes de dinamica molecular, portanto,
45



necessario também uma analise para identificar quais regides sédo responsaveis por
induzir as movimentacdes estruturais dos complexos que afetam o modo de ligacéo
dos inibidores, para isso, foi realizado anélises com o gréfico de RMSF (Figura 12)

para os atomos Ca da proteina durante os 100ns de DM.

Figura 12 — Gréaficos de RMSF para os complexos com os inibidores BPH1, BPH2,
BPH3 e PEP.
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

O RMSF evidencia as principais regides onde apresentam flutuacdes na
proteina, essas flutuacbes chegam até a 6 A aproximadamente, algumas dessas
regides devem ser analisadas por serem justamente as regibes de alcas como
discutido anteriormente, essas algcas tem bastante movimentagdes durante a DM, isso
se da devido ao fato de que a alca L7 funciona como uma “tampa”, que auxilia na

entrada dos substratos e na saida do produto, conforme descrito por ALLISON et al.,
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2011c. Os resultados mostram que a enzima KDO8P sintase por apresentar estrutura
de barril, possui 4 alcas que se movimentam bastante durante as simula¢cdes de DM
para todos os sistemas, essas alcas ficam localizados nas regides destacadas em
azul, vermelho, rosa e laranja, que sao as regides com maiores flutuacdes para todos

0s complexos.

Essas movimentacdes para os sistemas indicam que a proteina apresentou
diferentes conformacgdes durante os 100ns de DM para os complexos com BPH1,
BPH2, BPH3 e PEP. Essas mobilidades, que se apresentam em todos os complexos,

estao relacionadas com as interacdes que esses diferentes ligantes realizam.
5.4 Energia Livre de Ligacdo — MMGBSA/MMPSA e SIE

A energia livre de ligacao é capaz de descrever se a reacdo, ou as interacées
entre os ligantes e os receptores sdo favoraveis (GENHEDEN; RYDE, 2015;
KOLLMAN et al., 2000; STOICA; SADIQ; COVENEY, 2008). A partir das analises da
DM, foi feita a investigacao das energias livres de ligacdo calculadas pelos métodos
MMGBSA, MMPBSA e SIE, realizada também para os ultimos 1000 frames. A tabela
2 permite comparar os valores de AGligacao (Kcal/mol) obtidos para todos os sistemas

em ambos 0s organismos deste estudo.

Tabela 1 — Valores de AGligagéo para todos os sistemas.

BPH1 BPH2 BPH3 PEP
Experimental -8,82ab -7,0a¢ (n/d) -7,662°¢
MM/GBSA -96.07 -71,72 -82,96 -50,34
MM/PBSA -107,09 -82,64 -110,73 -75,85
SIE -13,53 -13,49 -14,37 -8,78

2 Resultados convertidos para Kcal/mol baseado nas constantes de inibicdo obtidas contra
KDOS8P sintase de ® E.coli e ¢ N. meningitidis. (n/d) Ndo determinado.

Os resultados obtidos mostram ter relagdo com os valores experimentais de
constante de inibicdo para os inibidores. Nota-se que o ligante BPH1 descrito como

mais ativo apresenta uma melhor afinidade com a enzima KDOS8P sintase.

O BPH2 descrito como menos ativo apresenta valores favoraveis, porém
menores do que o BPH1. Em relacdo ao BPH3, que € um ligante tedrico, os valores
de energias livre de ligacdo se aproximam aos valores de BPH1, o que comprova que

0s grupos hidroxilas fazem contatos importantes e que essas interacdes contribuem
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de forma favoravel, o que pode ser evidenciado pelos valores de energia para esse
inibidor. Como nao foi determinado experimentalmente os valores de constante de
inibicdo para o inibidor BPH3, a comparacao entre eles € a nivel tedrico, e para esse
inibidor, os métodos de MM/PBSA e SIE apontam que ele € mais ativo até mesmo que
o BPH1, tendo em vista que os valores de energia com esses métodos sdo mais
favoraveis que BPH1 e BPH2.

O substrato natural PEP da enzima KDOS8P sintase apresenta também valores
favoraveis em todos os métodos utilizados visto que por se o substrato, ele tem uma
melhor afinidade com esta enzima. Os valores tanto para BPH1 e BPH2 quando
comparados os dados experimentais seguem a mesma tendéncia demonstrando

BPH1 como mais ativo e BPH2 como menos ativo.
5.5 Decomposicao de energia por residuo

Com isso, analisar somente o comportamento desses complexos, as flutuacées
das regifes da proteina e as suas afinidades descritas pela energia livre de ligacéo
nao é suficiente para entender o modo de ligacdo desses inibidores e substrato. Entao
€ necessario compreender a nivel atbmico e energético a contribuicdo dessas
interacOes para as entender as mudancas conformacionais da proteina. Para isso,
foram realizados calculos de decomposicao de energia livre por residuo para esses
sistemas, esses calculos foram realizados com os ultimos 1000 frames, onde

apresentam maior estabilidade.

O BPHL1 apresenta um grande numero de interagdes com o0s residuos que
compdem o sitio ativo da enzima KDOS8P sintase. As principais interacdes sdo com 0s
residuos Lys50 com energia de -8,90 Kcal/mol, Lys55 com -2,79 Kcal/mol, Asn57 com
-5,54 Kcal/mol, Arg58 com -14,34 Kcal/mol, GIn108 com -3,06 Kcal/mol, Lys133 com
-15,65 Kcal/mol, Argl63 com -14,66 Kcal/mol e His197 com -12,29 Kcal/mol, que
contribuem com valores de energias favoraveis para este sistema. A andlise de

energia para todos os sistemas se deu através da energia total (Figura 13).

A partir de entdo a maior parte das interagbes que esse ligante realiza é com
os residuos que ficam localizados na algca L2 que estdo em azul que interagem
principalmente com o grupo fosfato (P1) derivado do A5P, algumas dessas interagdes,
como € o caso da Lys55, acontecem também com os grupos hidroxilas que também

derivam deste substrato, e uma dessas interacfes com a alca L2 € a da Lys50 que
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interage com o grupo carboxilato que deriva de PEP. O restante das interacfes desse
ligante € com a porcéo fosfatada que derivada da porcdo PEP, que fica localizada
mais para “dentro” da cavidade catalitica da enzima KDOS8P sintase. Essas interagdes
acontecem também com as outras alcas, como € o caso de His197 em rosa localizada
na alca L7, e a Argl63 em vermelho localizada na alga L6. As interacdes com Lys133

e a porcao fosfatada de PEP, e GIn108 com a regido carboxilato, ndo estéo localizadas
em algas.
Figura 13 — A) Principais interacées de hidrogénio (em A) e B) graficos da

decomposicdo de energia livre por residuo para o complexo com BPH1.
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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O grafico com as distancias dessas interacdes durante os ultimos 1000 frames
mostra a estabilidade desse sistema (Grafico 3), para o BPH1, essas interacdes ficam
entre 3 e 4 A e apresentam alguns desvios, porém n&o sdo grandes movimentacoes,

mostrando que essas interacfes se mantém estaveis durante a simulagéo.

Gréafico 3 — Distancias entre as interacfes obtidas entre o BPH1 e a enzima KDO8P

sintase.
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

As interacBes com os grupos fosfatados séo estaveis assim como as interacdes
com o grupo carboxilato e os grupos hidroxilas. A interacdo com Asn57 e a porcao
fosfatado da porcdo A5P é a que apresenta maiores desvios, mas que depois se
estabiliza até o final do tempo de DM. A Lys55 realiza duas interacdes de hidrogénio
com o atomo O6 do grupo hidroxila, e interage também com o atomo O9 do grupo
carboxilato, evidenciando o grande numero de interacdes que esse ligante realiza se

mantendo estavel até o final da simulagéo.

O BPH2 por outro lado, apresenta menos interagdes, porém estas sdo bastante
favoraveis, a andlise do grafico de decomposigao por residuo permite afirmar que as
principais interacdes ocorrem com os residuos Asn21 com energia de -8,79 Kcal/mol,
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Lys55 com -23,18 Kcal/mol, Arg58 com -24,26 Kcal/mol, Lys133 com -15,67 Kcal/mol,
Argl163 com -3,08 Kcal/mol, His197 com -13,20 Kcal/mol, e Lys50 com -3,40 Kcal/mol,

gue contribuem com energias favoraveis para o sistema (Figura 14).

Figura 14 — A) Principais interacdes de hidrogénio (em A) e B) gréaficos da

decomposicdo de energia livre por residuo para o complexo com BPH2.
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

51



As interacfes que este ligante realiza sdo em menores quantidades em relacéo
ao BPH1, porém séo interacdes bastante favoraveis como € o caso da Arg58 com P1
da porcéo fosfatada derivada do A5P com o atomo O9 da porcao carboxilato. O
residuo Lys55 interage de forma favoravel com o atomo O9 do grupo carboxilato e
com o P2 da porcao fosfatada de PEP. Essas interacfes estdo localizadas na algca L2,
uma diferenca desse sistema é que ele perde a interacdo com a Lys50, realizando
assim menos interacdes com esse loop, as interacdes com His197 da alca L7 e
Argl63 da alcaL6 sdo mantidas, assim como a interagdo com Lys133. Devido a
movimentacao desse ligante a interacdo com GIn108 ndo acontece, porém ele realiza

uma nova interacdo com Asn21.

Por esse ligante ndo apresentar os grupos hidroxilas, ele se comporta de forma
diferente de BPHL1, devido a falta desses grupos, a porcdo apolar do inibidor BPH2
localizada no bolso de ligacdo de A5P comeca a interagir com os residuos apolares
Pro110, Alal11, Phell2 e Leul13, implicando na perda de interagdes com a alga L2.
Essas interac6es com esses residuos apolares fazem com que o BPH2 se afaste mais
do sitio ativo. O grafico de distancias das interacfes desse sistema (Grafico 4) mostra

algumas interacdes com desvios, essas interacées ficam entre 3 a 4,5 A.

Grafico 4 — Distancias entre as interag6es obtidas para o BPH2.
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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Esse sistema apresenta mais desvios do que BPH1 que pode ser explicado
pela movimentacédo desse ligante no sitio ativo devido a interacdes com os residuos
apolares. Porém, mesmo com essas movimentacdes, ao final do tempo de simulacao
essas interagdes atingem estabilidade, significando a permanéncia desse inibidor no

sitio ativo desta enzima.

As interacbes desse inibidor BPH2 com os residuos apolares motivaram a
investigacao sobre o efeito desses grupos hidroxilas na cadeia de carbonos que liga
as duas porcoes fosfatadas derivadas de A5P e PEP dos inibidores bifosfatados. O

BPH3 é justamente a adi¢do desses grupos hidroxilas ao inibidor BPH2.

O BPHS realizou bastante interacdes quando adicionados esses grupos, essas
interagcbes sdo favoraveis com os residuos Asn21 com energia de -4,31 Kcal/mol,
Lys50 com -10,30 Kcal/mol, Lys55 com -16,91 Kcal/mol, Asn57 com -3,65 Kcal/mol,
Arg58 com -4,16 Kcal/mol, Lys133 com -21,93 Kcal/mol, Arg163 com -16,25 Kcal/mol,
His197 com -3,97 Kcal/mol e Lys243 com -9,86 Kcal/mol sendo a contribuicdo de

energias favoraveis para esse sistema (Figura 15).

As interacdes desse inibidor se assemelham as do BPH1, com a adicdo dos
grupos hidroxilas, ele consegue reproduzir todas as interacdes localizadas na alca L2,
como é o caso do residuo Asn57 que interage com um grupo hidroxila, a Arg58
também interage com outro grupo hidroxila que séo residuos que fazem parte do bolso
de ligacdo do A5P, a interacdo com a Lys50 € mantida com o grupo carboxilato, e
Asn21 passa a interagir com um grupo hidroxila, as interagdes com Lys133 e Argl63,
localizada na alca L6, com a porcdo de PEP se mantem. Porém, uma interacao
importante com His197 localizada na alca L7 ndo acontece. Esse ligante por se afastar
mais da alca L7, e realiza uma nova interagdo com Lys243 da alca L8, e a porgcao P1
de A5P.

Esse ligante tem uma pequena movimentagao no sitio ativo, que faz com que
aconteca essa quebra e formacédo de interacbes, com o0s grupos hidroxila as
interacOes com os residuos apolares ndo acontece para esse inibidor, mostrando que
esses grupos nao apenas aumentam o numero de interagdes que esse ligante realiza
com os residuos no sitio catalitico da enzima KDO8P sintase, mas também contribuem

para uma estabilizagdo conformacional.
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Assim, conseguimos investigar que a adicdo desses grupos é importante para
manter contatos com residuos principalmente localizados na alca L2, que faz o bolso
de ligagdo para o A5P, como esses grupos hidroxila sdo derivados também deste
substrato, logo a adicdo desses grupos no inibidor BPH2 aumenta o niamero de

interacOes estabilizando esse ligante.

Figura 15 — A) Principais interacdes de hidrogénio (em A) e B) graficos da

decomposicao de energia livre por residuo para o complexo com BPH3.
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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A analise do gréafico de distancia dessas interagcdes mostra que sdo estaveis e
variam também entre 3 e 4 A, apesar de apresentarem desvios, essas interacdes se

mantem até o final do tempo de simulagéo (Grafico 5).

Gréfico 5 — Distancias entre as interacdes obtidas para o BPH3.
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

O sistema com PEP para essa enzima mostrou interacdes favoraveis com 0s
residuos Lys55 com energia -6,28 Kcal/mol, Arg58 com -11,14 Kcal/mol, Lys133 com
-11,63 Kcal/mol, Argl63 com -18,71 Kcal/mol, His197 com -10,71 Kcal/mol (Figura
16). As interacOes realizadas pelo substrato PEP sdo importantes comparar com as
interacOes obtidas para os inibidores. O substrato PEP fica localizado na parte mais
interna do sitio ativo da enzima KDOS8P sintase, com isso é possivel observar
interacdes importantes com o P2 da regido fosfatada com os residuos His197
localizada na alga L7, e com o residuo Arg163 localizada na al¢a L6, além da interacéo

com o residuo Lys133.

Além dessas interacdes é possivel observar contatos também com a regido do

grupo carboxilato, essas interacdes incluem contatos com os residuos Lys55 e Arg58
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com o atomo O1 deste grupo. Entdo, com esses resultados, é possivel saber o
comportamento do substrato PEP no sitio ativo. Compara as intera¢cdes com o PEP é

importante devido ao fato deste substrato apresentar um papel importante na catalise.

Figura 16 — A) Principais interacdes de hidrogénio (em A) e B) gréaficos da

decomposicdo de energia livre por residuo para o complexo com PEP.
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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O comportamento dessas interacfes foi obtido com o grafico de distancias
(Grafico 6) que apresentam um comportamento proximo ao do BPH1, essas
interacdes variam entre 3 e 4 A para esse sistema também, apresentam poucos

desvios, com um perfil bastante estavel.

Gréfico 6 — Distancias entre as interacdes obtidas para o PEP.
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

Por esse substrato ser uma molécula relativamente pequena, algumas
interacBes apresentam desvios como é o caso da interacdo com Lys55, mas até o

final do tempo de simulacdo essas interagcdes se estabilizam.

A tabela 1 apresenta os valores das distancias médias dessas interacoes.
Essas interacdes foram analisadas para os residuos da enzima KDOS8P sintase
descritos anteriormente, e para os atomos Pl e P2 das porcbes A5P e PEP
respectivamente que realizam as principais interacdes de hidrogénio, assim como 0s
atomos O das interagcbes com o0s grupos hidroxilas e os atomos O do grupo

carboxilato.

E possivel notar os valores obtidos para distancias médias das interacdes e

seus desvios (em A). Onde as interacdes analisadas através com os graficos e com
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os valores de distancias médias dessas interacdes, comprovam gue todos os ligantes
de todos os sistemas conseguiram se manter fixados ao sitio ativo da enzima,

realizando interacdes principalmente as obtidas experimentalmente.

Tabela 2: Valores de distancia média das interacdes de hidrogénio entre os inibidores

e a enzima KDOS8P sintase e desvios em A.

KDOS8P sintase (N. meningitidis)

BPH1 BPH2 BPH3 PEP
ND2-P2 ND2-O
Asn2l - 4,1(20,2) 2,8(+0,1) -
NZ-06 NZ-O7
LysS0 2,9(0,1) - 2,8(0,1) -
NZ-06 NZ-P2
LysES 2,8(0,1) 3,3(0,1) NZ-P2 NZ-O1
y NZ-09 NZ-09 3,9(x0,1) 2,7(20,1)
2,8(0,1) 2,7(20,1)
ND2-P1 ND2-02
Asnd7 3,9(+0,1) - 2,8(x0,1) -
NE-P1
3,7(20,1)
A58 NH2-P1 NH2-P1 NH2-01 NH2-01
9 3,4(x0,1) 3,7(20,2) 2,9(20,1) 3,0(x0,2)
NH1-09
2,8(20,1)
NE2-08
GIn108 2,7(:0.1) - - -
Lvs133 NZ-P2 NZ-P2 NZ-P2 NZ-P2
y 3,9(20,1) 4,1(20,1) 3,4(20,1) 3,5(20,1)
Ara163 NH2-P2 NH-O5 NH2-P2 NH2-P2
9 3,5(x0,1) 3,2(20,2) 3,5(x0,1) 3,5(x0,1)
. ND1-P2 NE2-P2 ND1-P2
His197 3,5(+0,1) 3,7(x0,1) - 3,4(+0,1)
NZ-P1
Lys243 - - 3.4(20 1) -

O sistema que menos conseguiu realizar interacdes efetivas foi 0 BPH2 devido

a sua movimentacao no sitio ativo, e a falta do grupos hidroxilas, esse ligante perde
as interacdes principalmente localizada na alga L2, o ligante BPH1 conseguiu realizar
bastante interagfes e elas apresentam um comportamento estavel como pode ser
visto no grafico de distancia dessas interacdes, o BPH3 também realizou um grande
namero de interacdes, algumas delas podem ser vista com o inibidor BPH1 e outras
podem ser vistas com o inibidor BPH2, confirmando que a adicdo dos grupos
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hidroxilas garantem um aumento no numero de interacbes também com a algca L2,
assim como mantem um estabilidade conformacional para esse ligante. Assim com 0s
resultados para todos os ligantes bifosfatados, essas interacdes com a enzima
KDOS8P sintase estdo de acordo com os resultados experimentais, que apontam o
BPH1 como mais ativo, ficando como segundo mais ativo o BPH3 e por fim o BPH2 é

0 menos ativo entre esses inibidores.

O numero interagdes observadas para o substrato PEP também estdo de
acordo com os resultados experimentais, o bolso de ligacdo desse substrato se
encontra mais a dentro da cavidade catalitica que mantem contatos importantes com
as alcas L7 e L8 respectivamente. As principais diferencas entre esses sistemas estéo
nas interagbes com a Asn21, Lys50 e Asn57 localizados na alga L2, GIn108, His197
da al¢ca L6, e Lys243 da al¢a L8, além das quantidades de interacdes com a Arg58.

5.6 Superficie do Potencial Eletrostatico Molecular (MEP)

Além disso avaliamos ainda a influéncia da KDO8P sintase nas superficies de
potencial eletrostatico dos inibidores ao longo da simulagdo de DM e determinamos
as superficies do potencial eletrostatico molecular (MEP) para os inibidores em um

ambiente proteico (Figura 17).

As regides mais nucleofilicas (potencial eletrostatico negativo) sdo mostradas
em vermelho, enquanto que as regides mais eletrofilicas (potencial eletrostatico
positivo) mostradas em azul. Nossos resultados mostram que as regides de carga
positiva predominantemente nos grupos hidroxilas de BPH1 e BPH3. Por outro lado,

as cargas mais negativas estéo localizadas no grupo fosfato da por¢cao A5P.
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Figura 17 — Superficies de Potencial eletrostatico molecular (MEP) dos inibidores
bifosfatados BPH1, BPH2 e BPH3.

BPH1 BPH2

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

E possivel notar que os inibidores bifosfatados se assemelham aos
intermediarios do ion oxocarbénio, € proposto que isso pode fornecer uma base para
concepcao de novos inibidores uma vez que os analogos dos intermediarios de reacdo
podem ser utilizados para inibir a KDO8P sintase. Além disso note que o BPH1 e
BPH3 possuem uma carga mais positiva em torno do atomo C2 na proteina do que
BPH2. Esse potencial positivo em torno de C2 é uma consequéncia tanto da interacéo
eletrostatica entre a enzima com os inibidores quanto da interacdo eletrostatica com
0s substratos. Assim, como esperado a KDO8P sintase dedica seu poder catalitico a

estabilizacdo de seu intermediario catiénico.
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6 CONCLUSOES

O estudo computacional apresentado aqui, indica pontos chaves para a inibicdo
da enzima KDOS8P sintase por inibidores bifosfatados. Estes resultados foram
publicados na revista por Araujo e colaboradores (2019), em anexo, e corroboram com
dados experimentais previamente publicados e podem favorecer o desenvolvimento
e sintese de novos compostos que atuem de forma mais efetiva contra a KDOS8P

sintase que é essencial para formacgéo de LPS formadores da parede bacteriana.

Os meétodos de docking molecular e as simulacfes dinamica molecular
forneceram informacdes importantes sobre o modo de ligacdo dos inibidores em
complexo com a enzima KDOS8P sintase no organismo independente de metal de N.
meningitidis. De acordo com nossos resultados o inibidor BPH1 tem afinidade o que
esta de acordo com os dados experimentais que o mostra como o mais eficiente
inibidor da enzima KDO8P sintase. Além disso, esta pesquisa mostra que essa
afinidade esta relacionada principalmente com as intera¢cées com os residuos Lys55,
Arg58, Lys133 e Argl63, os quais fazem contatos importantes com todos o0s
inibidores.

Uma analise mais acurada feita em relacdo ao comportamento desses
inibidores quanto a presenca dos grupos hidroxilas evidencia as diferencas de
ligacbes de hidrogénio entre os sistemas 0 que ajudou a entender melhor o
comportamento desses ligantes. Por exemplo o BPH2 que tem comportamento menos
ativo, devido a falta dos grupos hidroxilas que, em virtude disso, realiza menos
interacGes de hidrogénio e interage com residuos apolares se afastando do centro da

cavidade catalitica onde fica localizada a por¢céo PEP.

Depois de conhecidas essas interagdes, associadas ao fato da KDO8P sintase
possuir estrutura de barril com regides de alcas que realizam importantes fungdes
para a catalise, foi possivel perceber que essas alcas apresentam bastante
movimentacgao durante as simulacgdes, a al¢ca L7 fornece um contato importante com
a His197 que faz interacdo com o inibidor BPH1, BPH2 e PEP o que pode implicar no
fechamento desta alga isolando o sitio ativo favorecendo a inibicdo. Um importante

fator que estabilizagcado conformacional desses ligantes sao os contatos com a alga L2
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gue fornece os contatos da porcédo A5P, porém essas interacdes sdo mais favoraveis

com os inibidores que contém os grupos hidroxilas que sé&o derivados de A5P.

Portanto, pode-se concluir que a utilizacdo de métodos computacionais €
importante para compreensdo dos comportamentos de sistemas bioldégicos bem como
para a investigacdo a nivel atdbmico das interacdes por eles realizadas. Estes métodos
computacionais associados a dados experimentais sdo uma ferramenta poderosa que
auxiliam no planejamento de moléculas com geometria e propriedades fisico-quimicas
melhoradas, auxiliando no planejamento de farmacos. Desta forma, espera-se que 0s
resultados encontrados neste estudo contribuam para o0 desenvolvimento de

compostos que atuem inibindo a enzima KDOS8P sintase.
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Abstract: The synthase, 3-deoxy-p-manno-octulosonate 8-phosphate (KDOS8P), is a key enzyme
for the lipopolysaccharide (LPS) biosynthesis of gram-negative bacteria and a potential target for
developing new antimicrobial agents. In this study, computational molecular modeling methods
were used to determine the complete structure of the KDOSP synthase from Neisseria meningitidis
and to investigate the molecular mechanism of its inhibition by three bisphosphate inhibitors: BPH1,
BPH2, and BPH3. Our results showed that BPH1 presented a protein-ligand complex with the
highest affinity, which is in agreement with experimental data. Furthermore, molecular dynamics
(MD) simulations showed that BPH1 is more active due to the many effective interactions, most of
which are derived from its phosphoenolpyruvate moiety. Conversely, BPH2 exhibited few hydrogen
interactions during the MD simulations with key residues located at the active sites of the KDOSP
synthase. In addition, we hydroxylated BPH2 to create the hypothetical molecule named BPH3,
to investigate the influence of the hydroxyl groups on the affinity of the bisphosphate inhibitors
toward the KDOSP synthase. Overall, we discuss the main interactions between the KDOSP synthase
and the bisphosphate inhibitors that are potential starting points for the design of new molecules
with significant antibiotic activities.

Keywords: KDOSP synthase; Neisseria meningitidis; bisphosphate inhibitors; molecular dynamics

1. Introduction

The 3-deoxy-p-manno-octulosonate 8-phosphate (KDO8P) synthase is an important enzyme
in the lipopolysaccharide (LPS) biosynthesis of gram-negative bacteria [1]. It catalyzes the
aldol-type condensation of p-arabinose 5-phosphate (A5P) and phosphoenolpyruvate (PEP), forming
3-deoxy-p-manno-octulosonate-8-phosphate (KDOS8P) and inorganic phosphate (Pi) [2]. The compound,
3-deoxy-p-manno-octulosonate (KDO), is an essential component of the lipopolysaccharide layer found
in the cell walls of all gram-negative bacteria [3,4]. The absence of KDO causes the disruption of LPS,
leading to severe alteration of the growth and normal functions of gram-negative bacteria [1,5-7].
The KDO pathway is present only in gram-negative bacteria and plant species, and it is considered a
potential target for the development of new anti-microbial drugs [8].

The KDOSP synthase belongs to the family of transferases and can be divided into two classes
based on the presence or absence of a metal ion in its active site [9,10]. The KDOSP synthases from
Escherichia coli and Neisseria meningitidis are metal independent enzymes [2,11-13], while those from
Aquifex aeolicus, Aquifex pyrophilus, Helicobacter pylori, Acidithiobacillus ferrooxidans, and Chlamydia psittaci
require a metal ion to perform their catalytic activities [9,14-17]. Despite the metal dependency, the
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active sites of these enzymes are practically identical; they differ only in the substitution of cysteine, the
amino acid involved in the metal coordination, with asparagine in the metal-independent enzyme [10].

The catalytic mechanism of the KDOSP synthase leads to the formation of a double-phosphorylated
intermediate, after which the products, KDOSP and Pi, are formed [18-21]. Thus, monophosphate
and bisphosphate molecules have been studied to construct new potential inhibitors that mimic the
tetrahedral intermediate of the reaction. These tetrahedral intermediate derivatives maintain the
stereochemistry of the molecule and the charged phosphate groups derived from both PEP and A5P
substrates [12,22].

Several molecules have been explored as reaction intermediate mimics. Bisphosphate 1 (BPH1) [12]
and bisphosphate 2 (BPH2) [22] are described in the literature as the best inhibitors of KDOSP synthase
(Scheme 1).

ASP
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2 OH
3 s
HO : :
+ _OO?\)\/\ropoﬁ -OOCM/Y\OPOS'Z + HPO
J—— = _— =
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Scheme 1. At the top, 2D structures that represent the reaction of p-arabinose 5-phosphate (A5P)
and phosphoenolpyruvate (PEP) to form 3-deoxy-b-manno-octulosonate-8-phosphate (KDOS8P) and
inorganic phosphate (Pi). The doubly phosphorylated intermediate (INT) is used as a reference for the
design of the analog inhibitors: BPH1, BPH2, and BPH3.

However, little is known about the mode of action of these inhibitors at a molecular level,
particularly their interactions with the KDOS8P synthase from Neisseria meningitidis. In this work, we
performed molecular modeling of the inhibitors, BPH1 and BPH2, in complexes with the KDO8P
synthase to comprehend the molecular biphosphate inhibitor interactions. In addition, we hydroxylated
BPH2 to create the hypothetical molecule, named BPH3 (Scheme 1) to investigate the influence of
the hydroxyl groups on the affinity of the bisphosphate inhibitors toward the KDOSP synthase.
Molecular modeling methods can provide valuable information regarding the molecular basis for
the bisphosphate-based inhibition of the KDOS8P synthase from Neisseria meningitidis and to further
contribute to the search for new antibacterial agents in gram-negative bacteria.



Molecules 2019, 24, 2370 3of 14

2. Results and Discussion

2.1. Homology Modeling

The KDOSP synthase crystal structure from Neisseria meningitidis is currently available (PDB ID:
2QKF); however, the loops near the catalytic sites are absent. Since the metal-independent KDO8P
synthase is generally difficult to analyze using X-ray diffraction techniques, we built, through homology
modeling, a complete model of the KDOSP synthase based on the crystal structure of the KDOSP
synthase from Escherichia coli (PDB ID: 1X6U). The main loops of the modeled KDOSP synthase are
shown in Figure 1.

Figure 1. Structure of the modeled KDOSP synthase from Neisseria meningitidis evidencing the regions
of the loops. The loops, L2, L7, and L8, control access to the active site.

After building the model, the structure was validated through different approaches.
The stereochemical quality of the modeled protein determined by the Ramachandran plot analysis
showed 91.82% of the residues in a favored region (Figure S1). The Anolea and QMEAN analyses
presented great results as well. For more details, see Supporting Information (Figure S2). The overall
and local model qualities were evaluated by ProSA-web to identify errors in the three-dimensional
structures of the protein model. Thus, a Z-score of —7.6 points implies a good model since the quality is
evaluated using solved protein structures as references (Figure S3). Finally, ERRAT was used to analyze
the statistics of the non-bonded interactions between different atom types based on the characteristics
of the atomic interactions [23]. The overall quality factor was determined as 94.574, which is very
satisfactory (Figure S4).

Therefore, the modeled enzyme appeared to be a good starting point to study the interactions
through docking and molecular dynamics simulations. Notably, the metal dependence of the KDOSP
synthase has been extensively studied; recently, an evolutionary hypothesis showed that the catalytic
activity of the metal-dependent KDOSP synthase is more compromised by the truncation of L7 than
the metal-independent enzyme is [24]. The metal ion facilitates the correct coordination of A5P in the

catalytic site; thus, metal independent enzymes are more reliant on the extended L7 loop for accurate
A5P binding.

2.2. Docking Analysis

The enzyme, KDOSP synthase, catalyzes the condensation reaction between PEP and A5P to
produce KDOSP. First, we demonstrated that the bound conformations of PEP, A5P, and KDO8P
could be reproduced in silico by MVD algorithms [25]. The results of these re-docking simulations are
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presented in Supplementary Information (Figure S5) and they show very small deviation from the
reference crystal structure (0.15, 0.39, and 0.34 A for PEP, A5P, and KDOSP, respectively). We used
re-docking experiments with known complexes (the substrates: A5P, PEP; and the product: KDOSP),
which were of similar conformational complexities with the inhibitors. This is usually performed to
evaluate the docking protocol being used, as mentioned by Olson’s group [26]. The objective of the
procedure is to verify that the docking parameters specified in the input file for the docking method
are reasonable and are able to recover the structure and interactions of a known complex.

The inhibitors studied in this work, BPH1, BPH2, and BPH3, share structural and functional
similarities with both the A5P and PEP substrates [22,27]. Our results showed that these inhibitors bind
similarly, as can be seen in the comparison with the structures of the homologous KDOSP synthase
from Aquifex aeolicus (PDB ID: 1FXQ, Figure 2 and 1FWW, Figure S6) [28].

A B C

Lys50 \\:s(so \tésso
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! s ;
. ?’\ P ‘( Lys133 - mS
.".' N

\ -
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Lys133 H|5197

J

ASP
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Figure 2. Overlapped structures of the bisphosphate inhibitors with PEP and A5P substrates (PDB ID:
1FXQ). The carbon atoms of the substrates are colored yellow. (A-C) are the superimpositions with
BPH1, BPH2, and BPH3, respectively. It is noted that the phosphate groups derived from the substrates
overlap the phosphate groups of the inhibitors.

The binding modes of BPH1, BPH2, and BPH3 into the active sites of the KDOSP synthase are
essentially the same at the PEP-moiety. The phosphate group of BPH1 interacts with Lys133 and
Argl63, while the carboxylate group of BPH1 interacts with Lys50, Lys55, and His197. The residue,
His197, which also interacts with the phosphate group of the PEP-moiety, is known to coordinate the
divalent ion of the metal-dependent KDOSP synthase [28]. BPH2 and BPH3 interact similarly, differing
only in their interactions with Lys50, where there is a shorter interaction with the carboxylate group of
BPHS3 than with that of BPH2.

2.3. Molecular Dynamics Simulations

We calculated the root mean square deviations (RMSD) of BPH1, BPH2, and BPH3 in the complexes
with the KDOSP synthase along the 100 ns of MD simulation (Figure 3). The result highlighted the
higher stability of the BPH1-KDOSP synthase complex compared to those of the BPH2 and BPH3
complexes. Moreover, BPH2 and BPH3 exhibited similar behaviors regarding their stabilities over
the simulation.



Molecules 2019, 24, 2370 5o0f 14

5
— BPH1
BPH2
— BPH3
4
3

“11d
o

0 20 40 60 80 100
Time (ns)

W--W‘lﬁ‘ I rrW'tmw"nmn"r" w'ww M'rr Py

Figure 3. RMSD of the backbone atoms of the complexes after 100 ns of MD simulations. The RMSD
represents the enzyme in the presence of the BPH1 (blue), BPH2 (yellow), and BPH3 (red) inhibitors.

Regarding the fluctuations observed for the three complexes, the BPH3-KDOS8P synthase complex,
particularly residues 200-218 (loop L8), showed slightly higher fluctuations (Figure 4) than others did.

6
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Residues

Figure 4. Root mean square deviations (RMSF) of the backbone atoms of the complexes from
representative snapshots of MD simulations. Enzyme in the presence of the BPH1, BPH2, and BPH3
inhibitors are colored blue, yellow, and red, respectively.

It appears that the stability of the whole complex may be related to the distances of hydrogen bond
interactions obtained from the molecular dynamic simulations. The inter-atomic distance obtained for



Molecules 2019, 24, 2370 6 of 14

the interaction between BPH1 and the residues at the catalytic site was shorter than the corresponding
distances from the BPH2 (Table 1). Additional interactions have been observed for the BPH3-KDOS8P
synthase complex that differs from those of BPH1 and BPH2, but with similar contributions toward
the stability.

Table 1. Distances (in A) for the phosphate groups from MD simulations. (P1) represents the P atom

derived from the PEP moiety, while (P2) represents the P atom from the A5P moiety (see Figure S3 for
details).

KDOSP Synthase (N. Meningitidis)
BPH1 (P1) BPH2(P1) BPH3 (P1) BPH1 (P2) BPH2(P2) BPH3 (P2)

Arg58 (NH2)  2.8(+0.1) 28(x01) 58(x0.1) Lysl33(NZ) 28(x0.1) 28(x0.1) 27(x0.1)
Asn57 (ND2) 29 (x0.1) 7.6(x01) 67(x01) Argl63(NE) 27(x01) 32(x02) 28(«0.1)
His197 (NE2) 2.7 (£0.1) 2.7(x0.1) 27(x0.1)

The deviation data shown in Table 1 confirm the stability of the ligands along the simulations.
Notably, the BPH3 inhibitor interacts with the hydroxyl groups that connect the two phosphate groups.
Thus, the distance between the polar residues, Arg58 and Asn57, increases relative to the P1 atom
when compared to those of the inhibitors, BPH1 and BPH2 (see Figure 5).

Figure 5. Representative structures along the MD simulations. (A) BPH1-KDOS8P synthase, (B) BPH2-
KDOSP synthase, and (C) BPH3-KDOSP synthase complexes. We can see important interactions of
phosphate groups of the inhibitors with positively charged groups of KDOS8P synthase.

The MD simulations results showed that BPH1 and BPH2 differ in their interactions on the A5P
moiety. The portion of the BPH2 inhibitor that is located in the pocket of the A5P substrate starts
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to interact with the nonpolar residues, Pro110, Phell2, and Leul13, implying that BPH2 loses the
interaction with some residues from loop L7, as can be seen in Figure 6.

Asn21/ \ Lys50

<€ S5¢ His197
Arg58 \\/IS 9
# Lys133
¢ ' Arg163
Leu113
A
Ala111

Figure 6. The BPH2 inhibitor having polar contacts at the active site of the KDOS8P synthase.

These interactions with nonpolar residues motivated the investigation on the effect of hydroxylating
the chain that links both phosphate groups in the bisphosphate inhibitors. Our results showed that
hydroxylated bisphosphate inhibitors, such as BPH3, may not only increase the number of interactions
at the catalytic sites of the protein, but also contribute to self-conformational stabilization.

2.4. Binding Free-Energy Analysis

BPH1 is the best inhibitor of the series called “phosphate linkers” [29,30]. The binding free-energies
(AGping) of BPH1, BPH2, and BPH3 in complexes with the enzyme, KDOS8P synthase, have been
computed during the last 1000 snapshots of the MD simulations. Table 2 shows the results for the

global interaction energy for each complex.

Table 2. Binding free-energy (in kcal.mol™1) values obtained from MM/GBSA, MM/PBSA, and SIE

approaches in kcal-mol ™.

BPH1 BPH2 BPH3

Experimental —-8.822b -7.02¢ (n/d)
MM/GBSA -96.07 -71.72 -82.96
MM/PBSA -107.09 -82.64 -110.73
SIE -13.53 -13.49 -14.37

2 Results converted to kcal.mol~! based on inhibition constants obtained against KDOSP synthase from ° E. coli [31]
and ¢ N. meningitidis [22]. (n/d) Not Determined.

As can be seen in Table 2, BPH1 showed higher affinity towards the KDO8P synthase than
BHP2 did in the BPH2-KDOSP synthase complex. This result is corroborated by previously reported
experimental results that showed a constant of inhibition of 0.37 uM for BPH1 [31] against 7.9 uM
for BPH2 [22]. Moreover, the addition of hydroxyl groups to the BPH2 inhibitor increased the
binding-receptor affinity, thereby increasing the proximity of the values to those obtained for the
BPHI1 inhibitor.

To verify the contribution of each residue to the global interactions with the inhibitors, the last
1000 snapshots obtained from the MD simulations trajectory were analyzed using the per-residue
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decomposition (MM-GBSA) approach. The results are illustrated in Figure 7, where negative values
correspond to attractions, and the positive values to repulsions.
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Figure 7. Per-residue decomposition analysis of (A) BPH1, (B) BPH2, and (C) BPH3 in complexes with

the KDOS8P synthase from N. meningitidis.

The per-residue energy decomposition of the BPH1-KDOSP synthase complex indicated multiple
interactions in the enzyme active sites. The key residues, Lys50, Arg58, Lys133, Arg163, and His197,
contributed greatly with —8.9, —14.34, —15.65, —14.66, and —12.29 kcal/mol, respectively.

The interactions of BPH2 with Lys55 and Arg58 are more effective than those of BPH1 and
BPHS3 (Figure 7). The negatively charged phosphate group promotes an optimal interaction with the
positively charged groups, particularly arginine and lysine residues at the active site.

Apparently, BPH1 undergoes many interactions, which result in a protein-ligand complex with
the highest affinity, as can be seen in Table 2. Furthermore, the absence of polar contacts between the
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enzyme and the chain that links the phosphate groups of the inhibitor causes a repulsion observed
mainly with the residue Asp90. The inclusion of hydroxyl groups in the hypothetical BPH3 molecule
allows interactions with Asn21, Asn57, and Arg58. Besides, Lys243 appears to interact strongly with
BPHS3 (about —10 kcal-mol~!), an interaction, which is not observed in BPH1 and BPH2 complexes (See
Figures 5 and 7).

Furthermore, we evaluated the influence of the KDOSP synthase on the electrostatic potential
surfaces of the inhibitors along the simulation, and determined the molecular electrostatic potential
(MEP) surfaces for the inhibitors in a protein environment (Figure 8). The MEP surfaces were obtained
from the M06-2X/6-31++G (d,p) level using single-point structures obtained from the MD simulations.
These surfaces correspond to an isodensity value of 0.002 au. The most nucleophilic regions (negative
electronic potential) are shown in red, while the most electrophilic regions (positive electrostatic
potential) are shown in blue. Our results show that the regions of positive charge are predominantly
on the hydroxyl groups of BPH1 and BPH3 (Figure 8).

s Wils

BPH1 BPH2

BPH3

Figure 8. Molecular electrostatic potential (MEP) surfaces of biphosphate inhibitors BPH1, BPH2, and
the hypothetical BPH3. Calculations were done at the M06-2X/6-31++G (d,p) level.

Conversely, the most negative charges are on the phosphate group of the A5SP moiety. Notably,
the biphosphate inhibitors resemble the oxocarbenium ion intermediates formed by the proposed
intermediate derivatives that have long been targets of inhibitor design. This may provide a basis
for the design of new inhibitors since analogs of the reaction intermediates can be used to inhibit the
KDOSP synthase. In addition, note that BPH1 and BPH3 have a more positive charge around C2 in the
protein than BPH2 does (see Figure 8). This positive potential around C2 is a consequence of both the
electrostatic interaction between the enzyme and inhibitors and the electrostatic interaction with the
substrates itself. Thus, as expected, the KDOS8P synthase devotes its catalytic power to stabilizing its
cationic intermediate.

3. Materials and Methods

3.1. Homology Modeling

The modeling of the systems was performed using the sequence of the enzyme, KDO8P synthase,
from Neisseria meningitidis obtained from UNIPROT (ACC Q9JZ55) and submitted to the SWISS-MODEL
server [32]. The metal-independent KDOSP synthase is generally difficult to discern by X-ray diffraction
techniques, and therefore, some Protein Data Bank (PDB) structures do not exhibit important protein
loop regions [10]. Thus, we built, by homology modeling, a complete model of the KDOSP synthase
based on the crystal structure of the KDOS8P synthase from Escherichia coli (PDB ID: 1X6U) [33]. Firstly, the
most suitable template was explored for homology modeling. PDB ID 1X6U was preferred because it is
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71.22% identical and it has the lowest e-value. After modeling the 3D structure, the quality and validation
of the model were evaluated by several structure assessment methods including PROCHECK [34],
where the overall stereochemical quality of the protein was assessed by the Ramachandran plot
analysis [35], Anolea [36], QMEAN [37], z-score by ProSA-web [38], and ERRAT [23].

3.2. Molecular Docking Study

The molecular dockings of BPH1, BPH2, and BPH3 into the active site of the KDOSP synthase
from N. meningitidis were simulated using a Molegro Virtual Docker (MVD). The MVD is a fast
and flexible docking program that estimates the most probable binding conformation of a ligand
to a macromolecule [25]. It includes MolDock, which is a heuristic search algorithm that combines
differential evolution with a cavity prediction algorithm [25,39]. The docking scoring function of
MolDock is an extension of the piecewise linear potential (PLP), including new hydrogen bonding and
electrostatic terms. Further, a re-ranking scoring function is introduced to identify the most promising
docking solution from the solutions obtained by the docking algorithm.

To develop the docking methodology, we first attempted to demonstrate that bound conformations
could be reproduced in silico. For this purpose, A5P and PEP (substrates) and KDOS (product) from the
PDBID 1IFWW and 1X6U, respectively, were re-docked using the template docking feature implemented
in the MVD program. The fitness evaluation of each re-docked pose was evaluated by considering
the RMSDs values and docking scores. The selected re-docked pose was further evaluated for its
interactions and energetic analysis to investigate the efficiency of the docking search algorithm and
scoring function by comparing its values with those of the bound conformation.

In all the simulations (re-docking the known bound conformations and docking the bisphosphate
inhibitors), a minimum of 10 runs was performed. The MolDock scoring function was set to a grid
resolution of 0.30 A and a maximum iteration of 3000 with a simplex evolution of size 100. Subsequently,
the main interactions in the docking results were compared to those of the crystal structures for PEP
and A5P (PDB ID: 1FXQ and 1FWW) [9]. The best pose of each inhibitor was selected for subsequent
ligand-protein interaction energy analysis. The selection was performed based on smaller RMSD and
lower binding energy values.

3.3. MD Simulations

Molecular dynamics simulations were performed to verify the stabilities of the complexes formed
from the interaction between KDOSP synthase from Neisseria meningitidis and the ligands, BPH1,
BPH2, and BPH3. The Amber 16 suite [40] combined with the Amber ff14SB force field was used
to perform the MD simulations. Hydrogen atoms were added into the protein structure using the
tLeap module, where the protonation states of charged protein residues were obtained from the
H++ server (http://biophysics.cs.vt.edu/H++) [41]. The charges of the bisphosphate inhibitors were
calculated on a Gaussian 09 program [42] using the Hartree-Fock method and 6-31G* basis set [43].
Thereafter, the system was solvated in a truncated octahedron TIP3P water box. The distance between
the wall of the box and the closest atom of the solute was 12.0 A. Counter ions (in this case, C17) were
added to maintain the electroneutrality of the system. All the hydrogen atoms were minimized for
2000 steps of steepest descent, followed by 3000 steps of conjugate gradient. Next, the positions of
the water molecules were relaxed using the same protocol. The whole system was energy-minimized
for 5000 steps of steepest descent plus 5000 steps of conjugate gradients. Afterward, we started
the thermalization of the system from 0 to 298 K running 100 ps molecular dynamics with position
restraints at a constant volume. To equilibrate the system before production dynamics, we ran 500 ps
molecular dynamics without positional restraints at a constant pressure. We performed 100 ns of MD
simulation at a temperature of 298 K. The SHAKE algorithm [44] was used to maintain all the bonds at
their equilibrium distances, which allowed the use of an integration time step of 2 fs. Finally, a cut-off
of 12 A was used for non-bonded interactions.
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3.4. Free Energy Calculations

The molecular mechanical energy combined with the Poisson-Boltzmann or generalized Born
and surface area continuum solvation (MM/PBSA and MM/GBSA) methods are popular approaches
to estimating the free energy of the binding of small ligands to biological macromolecules [45,46]. In
general, these methods estimate the binding free energy as follows:

AGping = Gcomplex - (Greceptor + Gligand)r (1)
where AGy;,4 can be decomposed into the following three terms:
AGping = AEmm + AGso — TAS 2)

The molecular mechanical energy (AEjp) represents the summation of the intramolecular energy;
the solvation energy (AG,,) is composed of the polar (AGpp,cp) and non-polar contributions (AGga);
finally, the entropic contribution (TAS) is associated with the conformational entropy loss when a
free-state ligand binds to the corresponding unbound-state receptor.

Similar to MM/PBSA and MM/GBSA, the solvated interaction energy (SIE) [47] treats the
protein-ligand system in atomistic detail and solvation effect simplicity. Each interaction and
desolvation contribution are further made up of an electrostatic component and a nonpolar component:

AGpind  Einter + AGaesoto = Efytey + AGiy + Efpey + AGy 1, ®)

Thus, the electrostatic SIE component includes the Coulombic intermolecular interaction energy,
E%er' and the electrostatic desolvation free energy, AGgmlv, due to the change in the reaction field
energy upon binding. The nonpolar SIE component includes the van der Waals intermolecular
interaction energy, E?:tz\;’ and the nonpolar desolvation free energy, AGZE <o, that results from changes
in the solute-solvent van der Waals interactions and changes during maintenance of the solute-size
cavity in water.

Thereby, the free energies for the binding of the ligands were calculated from the MD trajectories
using Amber16 for PB/GB-SA calculations; SIETRAJ was used to calculate the bind energies from the
SIE method. For each complex, the binding free energy was estimated from snapshots taken from the
trajectory at 1 ps intervals from the last 1000 snapshots. Additionally, we figured out the residues that
most contribute to the calculated overall binding energy using a residue-by-residue decomposition
protocol embedded in the GB solvent model based on the MMGBSA approach.

4. Conclusions

In this study, we employed docking, molecular dynamics, and binding free-energy calculations
to provide insights into the molecular mechanism of metal-independent KDO8P synthase inhibition.
In accordance with our results, BPH1 presented the protein-ligand (AGpinq) complex with the highest
affinity, which is in agreement with experimental data that show it as the most efficient for inhibiting the
metal-independent KDO8P synthase. Our results showed that this high affinity is due to the relatively
high number of interactions with key residues at the active sites of the enzyme, particularly Lys50,
Lys55, Arg58, Lys133, Argl63, and His197. Besides, hydroxylated carbons help the enzyme sustain
polar contacts that are essential for maintaining the main interactions primarily with the A5P substrate.
Therefore, this study provides a molecular interpretation of the main interactions that occur between
the KDOSP synthase and bisphosphate inhibitors, thereby contributing to a better understanding
of the inhibition processes involving this biological target and aiding the design of new inhibitors
as candidates for antibiotics. We hope that the results reported herein may be useful for designing
molecules with more interesting inhibitory activities on the basis of their three-dimensional structures.
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Supplementary Materials: The following are available online, Figure S1: Ramachandran Favoured (91.82%),
Ramachandran Outliers (2.6%) Rotamers Outliers (4.41%), Figure S2: Non-local Atomic Interaction Energy
obtained from Anolea and the protein model quality obtained from Qmean, Figure S3: A) Overall model quality
and B) Local model quality obtained from ProSA-web, an interactive web service for the recognition of errors
in three-dimensional structures of proteins https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php, Figure S4: Overall
quality factor evaluated by ERRAT, Figure S5: Re-docking of A) PEP and A5P substrates and B) KDOS8P product.

At the bottom are the RMSD (in A) and docking energies (in kcal/mol), Figure S6: Overlapped structures of the
bisphosphate inhibitors with PEP and A5P substrates (PDB ID: 1IFWW). The carbon atoms of the substrates are
colored purple. A, B and C are the superimposition with BPH1, BPH2 and BPH3, respectively.
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