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“Theoretical chemists tend to to use the
word ‘prediction’ rather loosely to refer to
any calculation that agrees with
experiment, even when the latter was
done before the former’ (KARPLUS, M.,
2003).
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Resumo

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, a leishmaniose, doenca
causada pelo protozoario Leishmania spp., afeta anualmente mais de 12 milhées
de pessoas e esta presente em 88 paises. Entretanto, ainda hoje, farmacos a base
de antiménio constituem a principal forma de tratamento da doenca, apesar de
exibirem alta toxicidade e de os protocolos de tratamento existentes serem
inadequados a realidade das populagdes de risco — de baixa renda e com pouco ou
nenhum acesso ao saneamento basico e a saude publica. Soma-se a isso o
crescente numero de relatos de cepas selvagens de Leishmania spp. que
apresentam resisténcia a esta classe de drogas. Logo, € clara a necessidade do
desenvolvimento de novas vias de combate a doencga. Neste sentido, a literatura
especializada tem sugerido que as aquaporinas do protozoario seriam um alvo
farmacolégico interessante a ser estudado, uma vez que estas proteinas,
responsaveis por facilitar o transporte passivo de agua entre o meio intra e
extracelular, também agem como a principal via de entrada do compostos de
antiménio no protozoario. Ainda assim, apenas uma das cinco aquaporinas
expressas em Leishmania major ja foi caracterizada quanto sua fungéo celular —
ainda que sua estrutura ndo seja conhecida. Neste contexto, o presente trabalho
buscou estudar quatro aquaporinas expressas em Leishmania major e uma
aquaporina presente em Plasmodium falciparum com uso de metodologias In Silico
de dindmica molecular (DM) e de teoria molecular de solvatacdo via equacdes
integrais 3D-RISM — Reference Site Interaction Model. Simulagdes de DM foram
empregadas para avaliar propriedades estruturais dos canais e caracteriza-los
quanto ao processo de transporte de dgua no poro. Como técnicas baseadas em
DM, aplicadas ao estudo da permeabilidade de espécies diversas, sao
computacionalmente muito custosas e talvez nao se justificam dada a qualidade das
estruturas, o 3D-RISM foi empregado como alternativa para computar os perfis
energéticos dos processos de permeacdo da amdnia, uréia, metanol, didxido de
carbono, cloreto, ion sédio e hidrénio nos canais das proteinas. A analise das
simulagdes sugere similaridades estruturais entre LmAQP1 e PfAQP1 e entre
LmAQPa e LmAQPYy, sendo essas refletidas no transporte de agua. Calculos com
3D-RISM levantam a hipotese que LmAQP1 e PfAQP1 exibam permeabilidade
frente a anions e LmAQP exiba permeabilidade a amdnia. Demais resultados para
PfAQP1 e LmAQP1 concordam qualitativamente com resultados experimentais
reportados na literatura.



Abstract

According to the World Health Organization, leishmaniasis, a disease caused
by the protozoan Leishmania spp., affects more than 12 million people annually and
is present in 88 countries. However, even today, antimony-based drugs are the main
form of treatment for the disease, despite exhibiting high toxicity and the existing
treatment protocols are inadequate to the reality of at-risk populations - low income
with little or no access to basic sanitation and public health. Added to this is the
growing number of reports of wild Leishmania spp. that are resistant to this class of
drugs. Therefore, the need to develop new ways to combat the disease is clear. In
this sense, the specialized literature has suggested that protozoan aquaporins would
be an interesting pharmacological target to be studied, since these proteins,
responsible for the transport of water in the body, also act as the main pathway for
antimony to enter the protozoan. Even so, only one of the five aquaporins expressed
in Leishmania major is characterized in terms of its cellular function - although its
structure and mechanisms of regulation means are not known. In this context, the
present work sought to study four aquaporins expressed in Leishmania major and
one aquaporin present in Plasmodium falciparum using In Silico methodologies of
molecular dynamics (MD) and molecular solvation theory via integral 3D-RISM
equations - reference site interaction model . MD simulations were used to evaluate
structural properties of the channels and to characterize them regarding the water
transport process in the pore. As MD-based techniques applied to the study of the
permeability of other species are computationally expensive, 3D-RISM was used as
an alternative to compute the energy profiles of the permeation processes in the
protein channels of ammonia, urea, methanol, carbon dioxide, chloride, sodium and
hydronium ion. The analysis of the simulations suggests structural similarities
between LmAQP1 and PfAQP1 and between LmAQPa and LmAQPY and these are
reflected in the transport of water in the pores. Calculations with 3D-RISM raise the
hypothesis that LmAQP1 and PfAQP1 exhibit permeability against anions and
LmAQPB exhibits ammonia permeability. Other results for PFAQP1 and LmAQP1
agree qualitatively with experimental results reported in the literature.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Leishmanias e Leishmaniose

De acordo com a Organizacdao Mundial da Saude, a leishmaniose afeta
anualmente mais de 12 milhdes de pessoas e esta presente em 88 paises (PONTE-
SUCRE, 2017). Apesar disso, formas de tratamento da doeng¢a pouco mudaram nos
ultimos 50 anos, sendo que ainda hoje medicamentos a base de antiménio sédo a
principal via de tratamento da doenca. Estes, por possuirem fortes efeitos colaterais
e necessitarem de diversas aplicagcdes por via parental e por longos periodos (20
a 30 dias), sdo inadequados a realidade das principais populagdes de risco -
classes menos abastadas e com acesso precario ao atendimento médico.
lgualmente, é preocupante a existéncia de cepas selvagens de Leishmania spp.
resistentes a esta classe de drogas. Diante disso, € clara a necessidade de estudos
que busquem novas vias de combate a doenga (PONTE-SUCRE, 2017).

Todavia, a busca de novos formas de tratamentos constitui um desafio
bastante complexo. Uma vez que a forma virulenta do parasita no ser humano —
forma amastigota — aloja-se no fagossomo de células macréfago. Portanto, qualquer
droga que tenha como alvo o protozoario deve: (1) ser absorvida na corrente
sanguinea do paciente; (2) atravessar a membrana celular do macréfago; (3)
atravessar a membrana do fagossomo; (4) ndo ser desativada pelo meio de baixo
pH do fagossomo; (5) e, finalmente, atravessar a membrana da Leishmania spp. e
ligar-se seletivamente ao alvo. Ainda assim, ha na literatura um crescente interesse
no estudo de proteinas de membrana de parasitas como um alvo farmacoldgico
potencial. Uma vez que, além da importancia biolégica desempenhada por
proteinas, o desenvolvimento de resisténcia a drogas deste tipo é muito mais lento
(KUN, 2009).

Entre as proteinas que tem despertado particular interesse como alvo
destacam-se a familia das aquaporinas, proteinas de membrana que facilitam o
transporte passivo da agua, visto que uma das aquaporinas da Leishmania major,
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LmAQP1, constitui a principal via de entrada dos medicamentos antimoniais na
célula (como ilustrado na Figura 1.1). Além disso, a LmAQP1 também participa no
transporte de outras espécies quimicas e influi na osmotaxia (FREZARD, 2014;
FIGARELLA, 2007).

Sabe-se que aquaporinas de protistas realizam um niumero maior de funcdes
que as expressas em mamiferos, o que, possivelmente, indica a existéncia de
diferencas estruturais significativas que poderiam ser exploradas. No entanto,
pouco é conhecido sobre a estrutura e fungao das demais aquaporinas expressas
por Leishmania spp. (FIELD, 2017; SONG, 2014).

Spll «—— SpV

T(S),Sh | _ T(SH), e QhV
L_A [Sb‘GS)J oS P \Sb/ T(SH)
TryR / 2

CCCH -2Zn //ROS
T(S)/ :

4

Amastigote

Figura 1.1 llustragcdo das propriedades farmacolégicas das drogas antimoniais, incluindo
metabolismo e rota de transporte no organismo do parasita na sua forma amastigota. Retirado de
Frézard, 2014.
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1.2 Aquaporinas

Aquaporinas constituem uma familia de proteinas integrais de membrana
(MIPs) presentes em virtualmente todos os organismos, sendo caracteristica
comum a todos os membros da familia o transporte passivo de agua no canal
proteico concomitante ao bloqueio da passagem de protons. Ademais, mesmo que
a estrutura secundaria seja altamente conservada, sabe-se que membros da familia
podem realizar outras fungdes, como o transporte de glicerol, perdéxido de
hidrogénio, amdnia, entre outros, e possuir mecanismos de regulacao diversos
(MAUREL, 2009). E também comum que um organismo expresse diversas
aquaporinas, sendo 13 presentes em mamiferos e mais de 30 em algumas espécies
de plantas (KALDENHOFF, 2006).

A andlise filogenética da familia aponta uma divergéncia evolucionaria
antiga, separando as aquaporinas em duas grandes subfamilias: aquaporinas
classicas, permeaveis exclusivamente a agua, e aquagliceroporinas, permeaveis a
glicerol e outros solutos de pequena massa molecular. Embora estruturalmente
semelhantes, membros dessas familias exibem uma identidade de aminoacidos
relativamente baixa entre si, normalmente em torno de 20% (Tabela 1). Existem na
literatura alguns modelos que buscam explicar a baixa semelhanca e a grande
diversidade da familia: um deles sendo o surgimento das aquaporinas pela evolucao
convergente conjunta de diversos linhagens originais de diferentes proteinas
(GIORNO, 2014); outra possivel explicagado seria que a baixa identidade observada
é resultado da identificacdo errbnea de algumas sequéncias de aminoacidos nos
bancos de dados (0 que ndo € um algo incomum) (ALLEVA, 2012).

As aquaporinas classicas ainda podem ser divididas em subgrupos (o
conjunto é por vezes chamado de super-aquaporinas). A exemplo: TIPs (tonoplast
intrinsic proteins), PIPs (plasma membrane intrinsic proteins) € NIPs (nodulin26-like
intrinsic protein) (ABASCAL, 2013).



1.2.1 Estrutura

Estruturalmente, a familia € caracterizada pela presenca de seis alfa-hélice
e dois loops altamente conservados. Na Figura 1.2 € possivel distinguir as seis alfa-
hélices trans-membranares e os dois loops que visualmente formam a ‘sétima alfa-
hélice’ da estrutura. A estrutura desses loops, metade alfa-hélice e metade sem
estrutura bem definida (random coil), é central para a agao do canal, atuando como

uma barreira a passagem de protons.

Figura 1.2 Representagao estrutural da Aquagliceroporina do Plasmodium falciparum (PfAQP1)
com os dois motivos NPA e parte da cadeia principal em destaque.

O enovelamento global da proteina produz uma estrutura que se assemelha
a uma ampulheta com um canal que perpassa a proteina e tem porcdo mais estreita
no ponto médio. Ambos C e N terminais encontram-se sempre no lado intracelular
do poro. O canal em si é constituido em sua maior parte por residuos hidrofébicos,
com a excecao de duas regides:
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Motivo NPA (asparagina - prolina - alanina): talvez a caracteristica
estrutural mais marcante da familia seja a presenca de dois motivos NPA
altamente conservados. A regido é responsavel pelo exclusdo da passagem
de protons pelo canal. Dois sao os fatores estruturais que contribuem para
esse efeito: (1) a barreira eletrostatica criada pelo dipolo das alfa hélices do
dois loops, (2) a posi¢cao das asparaginas, que for¢ca as moléculas do canal
a uma orientagdo que desfavorece mecanismo de Grotthus de transporte de
prétons em meio aquoso (BURYKIN, 2003) (Figura 1.3).

Filtro seletivo (SF): esta localizado préximo a porcao extracelular e compde
a regiao mais estreita do poro. A regidao SF é caracterizada pela presenca de
residuos carregados, na maioria dos casos uma arginina (Figura 1.3). O grau
de variagao apresentado na regido € atribuido ao fato desta ser determinante
para o controle da seletividade no poro frente a outras pequenas moléculas
que nao a agua. A exemplo, aquagliceroporinas tem seu SF composto de
arginina e residuos aromaticos; ja aquaporinas classicas possuem a mesma
arginina associada a uma histidina, o que torna o filtro muito mais estreito e,
portanto, restritivo a passagem do esqueleto carbdnico do glicerol, por
exemplo (HUB, 2008).

Figura 1.3 Residuos do SF acima e dois motivos NPA abaixo. Orientagdo dos dipolos das
moléculas de agua dentro do canal de uma aquaporina. No mecanismo de Grotthus os
dipolos da molécula de agua devem estar alinhados. Dentro do poro da AQP a condigéao nao
¢é satisfeita devido ao conformacao das asparaginas dos NPAs, que orienta a molécula de

agua de forma a impedir o ‘salto’ dos protons.

17



Aquaporinas podem ainda exibir uma histidina conservada proxima a por¢ao
citosélica. Esse residuo exibe uma mobilidade consideravel de cadeia lateral, e a
literatura indica que o estado de protonacdo do residuo estd associado ao
mecanismo de oclusao do canal, em resposta a mudangas de pH citosélico. Sendo
a oclusdo do canal ocasionada pela ancoramento de um /oop do N-terminal da
proteina na forma protonada da histidina em questao (SACHDEVA, 2014).

Além do controle por pH, alguns membros da familia ainda exibem alteracoes
conformacionais em resposta a concentragao citosélica de Ca*?. Sabe-se também
que motivos de fosforilacdo estdo associados a uma transicdo entre os estados
aberto e fechado do poro (FREITES, 2019; TORNROTH-HORSEFIELD, 2006).

A unidade funcional dessa familia de proteinas € a de um tetramero (Figura
1.4). Sendo que o tetramero pode ser composto de diferentes aquaporinas, podendo
a estequiometria de conjunto influir ou nao nas propriedades do canal
(JOZEFKOWICZ, 2016). Especula-se também que o poro interno formado pelo
tetramero possa possuir fungéo biologica (JOZEFKOWICZ, 2016).

Figura 1.4 Representacao do tetramero da Aquaporina LmAQP1.
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1.2.2 Permeabilidade das Aquaporinas

O canal das AQPs pode ser permeavel a diversas espécies quimicas, entre
elas citam-se: amoénia, uréia, peroxido de hidrogénio, 6xido nitroso, didxido de
carbono, oxigénio, As(OH)s, Sb(OH)s, boratos, alguns anions (nitrato, cloreto, etc.),
acidos organicos, alcoois e acucares pequenos (GIORGIO, 2014). Destas, ambnia,
ureia e glicerol parecem possuir maior relevancia biolégica. Por outro lado, o
transporte de dioxido de carbono, anions e boratos é caracteristico de aquaporinas
expressas em plantas (KALDENHOFF, 2006). Entende-se que a permeabilidade de
espécies de arsénio e antiménio estejam relacionadas com a permeabilidade do
canal ao glicerol, o que provavelmente decorre destas espécies apresentam
volumes semelhantes (FREZARD, 2014).

1.2.3 Aquaporinas da Leishmania major

Quanto as aquaporinas expressas por Leishmania major, sabe-se que a
LmAQP1 é permeavel a glicerol, As(OH)3 e Sb(OH)3 e tem um papel importante na
osmotaxia (FIGARELLA, 2007). No tocante as demais (LmAQPa-0), a literatura
apenas nota que essas se assemelham as aquaporinas expressas em plantas (5132
na Tabela 2). A aquaporina LmAQP& n&o sendo expressa em niveis significativos
na forma promastigota do parasita, e as aquaporinas LmAQPa e LmAQPY parecem
apresentar motivos de fosforilagdo em duas tirosinas (BIYANI, 2011). Ao que indica
a literatura, somente a LmAQP1 é presente na membrana celular do protistas; as
demais aquaporinas sao subcelulares (BIYANI, 2011).

LmAQP1 por sua vez possui um elevado grau de semelhanca com PfAQP1,
uma aquagliceroporina expressa em Plasmodium falciparum. A PTAQP1 apresenta
permabilidade a diversas espécies. Estudos mostram que o canal é capaz de
transportar agua, glicerol e amoénia, As(OH)s, Sb(OH)s e, em menor grau, ureia
(APONTE-SANTAMARIA, 2010). O grau de identidade é significativamente maior
para com a LmAQP1 (Tabela 1) do que com as demais aquaporinas de Leishmania,
visto que ambas sdo aquagliceroporinas.
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LmAQP1 314 a.a. 22.27 20.77 18.87 17.54 32.24 28.32 24.15
LmAQPa 2227 230a.a. 40.72 41.82 43.61 21.93 21.10 26.48
LmAQPB 20.77 40.72 278 a.a. 36.82 33.21 22.03 22.07 24.90
LmAQPy 18.87 41.82 36.82 301a.a. 32.99 18.86 27.36 24.90

LmAQPS 17.54 43.61 33.21 32.99 593 a.a. 20.34 22.81 23.57

PfAQP1 32.24 21.93 22.03 18.86 20.34 258a.a. 24.05 21.79
4ANEF 28.32 21.20 22.07 27.36 22.81 2405 242a.a. 37.50

5132 24.15 26.48 24.90 24.90 23.57 21.79 37.50 275 a.a.

Tabela 1 Grau de identidade (%) entre aquaporinas presentes em Leishmania major e trés outras
aquaporinas com estrutura cristalografica resolvida no PDB (3C02(PfAQP1), 4NEF e 5132). Em
destaque estao as estruturas cristalograficas com maior grau de identidade para com as AQPs da
Leishmania major.

O conhecimento a nivel molecular das caracteristicas estruturais, do
funcionamento e da regulacado de proteinas é, hoje, indispensavel quando se almeja
investigar problemas complexos como o desenvolvimento de novos farmacos ou
mesmo no estudo de mecanismos fisiologicos. Neste contexto, buscou-se
caracterizar quatro aquaporinas presentes em Leishmania major — LmAQP1,
LmAQPa-y — quanto a sua funcionalidade e caracteristicas estruturais. Embora os
resultados aqui apresentados tenham cunho apenas qualitativo, espera-se que este
primeiro "screening" proporcione indicios quanto a funcao biolégica exercida por

estas proteinas no protozoario.
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Capitulo 2

Dinamica molecular

Dindmica molecular (DM) é, em esséncia, uma técnica computacional que
propaga iterativamente as equagdes do movimento de um sistema classico de n-
corpos por meio de integracdo numérica, dado que se saiba computar as forcas
entre as particulas. Técnicas de DM sdo amplamente empregadas no estudo de
biomoléculas em escala atdmica. Além disso, contrario a métodos baseados em
Monte Carlo, a DM se presta particularmente bem ao estudo de propriedades
dependentes do tempo — e.g. difusao.

Em 1975, Levitt e Warshel publicaram a primeira simulacdo de DM de uma
proteina: a Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor — um sistema de ~700 atomos
simulado por alguns picosegundos e com uso de solvente implicito. Desde entéo, a
lei de Moore tem beneficiado enormemente a técnica, de modo que hoje sao
comuns na literatura estudos com mais de milhdo de atomos e/ou na escala dos
milissegundos (GOOSSENS, 2019; DE VIVO, 2016) — o que talvez fosse
impensavel em 1957, quando Alder e Wainwright conceberam a DM para calcular o
coeficiente virial de um sistema de 108 esferas rigidas.

Esses primeiros estudos de DM de proteinas detiam-se em questdes sobre
seu comportamento dindmico e estabilidade estrutural (mobilidade, enovelamento,
alosteria, etc.), sendo, j4 nesta época, formulados muitos dos conceitos de
termodinamica de proteinas modernos (COOPER, 1976; BROOKS, 1983). Ainda
assim, nos primeiros anos, a técnica ja mostrava sua versatilidade quando, a
exemplo, em 1979 foi utilizada para propor dois novos mecanismos para a ligagéo
do oxigénio na mioglobina (CASE, 1979). Todavia, no contexto do presente
trabalho, talvez as conquistas mais relevantes da DM sejam nos estudos com
aquaporinas do inicio dos anos 2000, que esclareceram a dindmica do poro e como
se dava a exclusao da passagem de prétons no canal (SCHULTEN, 2004; GROOT,
2005). A familia foi identificada em 1992 e a primeira estrutura cristalografica data
de 1999; na época o tetramero da aquaporina era 0 maior sistema biologico a ser

simulado com resolugédo atomistica.
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Mesmo com o0s avancos recentes na técnica e a crescente capacidade
computacional, a DM ainda possui severas limitagées: uma das principais sendo as
das escalas de tempo simuladas que sdo ordens de magnitudes aquém das
necessdrias para observar boa parte dos processos bioquimicos/biologicos
(KARPLUS, 2003; VAN GUNSTEREN, 2018).

Existem excelentes textos que descrevem as mais variadas técnicas de DM
de modo abrangente (LEACH, 2001; FRENKEL, 2001; GRIEBEL, 2007). Aqui se
faz apenas uma breve exposi¢do sobre os fundamentos das simulacées de DM.
Organiza-se o restante do capitulo nos seguintes tépicos: (1) campos de forca; (2)
equacoes do movimento e métodos de integracao; (4) controle de temperatura e

pressao; (5) condi¢coes de contorno periddicas e (6) analises das trajetorias.

2.1 Campos de Forca

Existe um grande numero de formas de representar sistemas de
quimicos/biofisicos (coarse-grain, united atoms, all atoms, etc.) e de descrever 0s
potenciais de interacao entre as particulas de tais sistemas (classical FF, polarizable
FF, reaxFF, etc.); aqui, descreve-se somente o all-atoms force field na forma como
esta implementado no campo de forca CHARMM36m (HUANG, 2017).

Nota-se que os parametros utilizados nos calculos das forgcas entre pares de
particulas (Figura 2.1) s&o derivados empiricamente, normalmente esses séo
ajustados de maneira a reproduzir um conjunto de dados experimentais ou calculos
ab initio (MACKERELL, 2004).
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Figura 2.1. Representagao grafica das cinco principais contribuicdes para o campo de forga, sendo:
(A) interagbes covalentes e (B) interagdes ndo-covalentes.

Considera-se a energia potencial (Viota) do sistema como composta por dois

termos:

Viota (™) = Vligado(rn) + Vnéo—ligado(rn)

sendo r* 0 vetor que representa o posicao de todos os atomos do sistema.
Como a técnica de DM utilizada aqui ndo considera quebra de ligacoes, a
informacédo sobre a conectividade (topologia) dos atomos deve ser fornecida de
antemdo. Na Figura 2.1 sédo representados os termos dos potenciais ligados e nao-

ligados. Os termos ligados podem ser separados em:

Vligado(rn) = Vvibracional(rn) + Vangular(rn) + Vtorcional(rn)
onde cada potencial, definido para pares de atomos, é:
Viibracional(r) = ky (r — ro)z
Vangular(e) = ko (0 — 90)2

Viorcional (@) = k(;b (1 +cos(nep — 8))



Onde k, e k, sao as constantes harménicas de estiramento e deformacao
angular, r, o valor de equilibrio do comprimento da ligacao, 6, angulo de equilibrio
da ligagéo, k4 € o valor associado a altura das barreiras rotacionais, n indica a
periodicidade das barreiras e 6 € o0 angulo de fase. Também sao definidos potenciais
torcionais improprios para impor planaridade a determinados tipos de diedros (e.g.
carbonilas, anéis aromaticos etc).

Por sua vez os termos nao-ligados sao separados em duas contribuicoes:

Vnﬁo—ligado(rn) = VL](rn) + Veoutomn (™)

R, R,
Vi) = €[ (212 — (e
ij ij

qiqj , 1
Vcoulomb(rij) = lej(r_u)

As interacdes de Lennard-Jones (LJ) sdo interagdes de curto alcance e nao
sao computadas para distancias maiores que um valor de corte pré-estabelecido
(cutoff). Ja o tratamento das interacdes eletrostaticas requer métodos especificos
devido ao longo alcance espacial da forcas de Coulomb relativamente as forcas
dispersivas. Para tal, um dos métodos mais utilizados (e adotado neste trabalho) é
o Particle Mesh Ewald (PME), que decompde as interacdes eletrostaticas em um
termo no espago direto de curto alcance e uma série de mais rapida convergéncia
no espaco reciproco (DARDEN, 1993). A principal vantagem deste método é possuir
uma complexidade computacional de O(n) = nlog(n).

Interacbes de trés ou mais corpos, polarizabilidade e outros efeitos
eletrdnicos nédo sao representados no campo de forca CHARMM36m. Ha campos
de forca que introduzem termos para tratar tais forgcas, mas isso tende a
comprometer sua escalabilidade com o tamanho do sistema. Ressalta-se, todavia,
que nenhum campo de forca é uma representacdo fidedigna da natureza e,
portanto, 0 mesmo deve ser escolhido baseado ndo na quantidade de termos
utilizados, mas em quais termos (e escalas de tempo) sédo relevantes para o
fendmeno a ser estudo.
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2.2 Equacoes do Movimento e Métodos de Integracao

O método de integragdo numérica Velocity-Verlet € um dos métodos
comumente empregados para computar trajetorias integrando as equagbes do
movimento de Newton. Dado que se pode determinar a aceleragao de particulas no

instante t pela equacéo:

Ma(@™ ) = =Vv@E" )

sendo as posi¢des e velocidades conhecidas no instante t, o algoritmo de verlet-

velocity consiste em:

(1) calcular a velocidade no instante v(t + %At) = v(t) + %a(t)At ;

(2) calcular as posigées r(t + At) = r(t) + v(t+ %At)At;

(8) calcular a(t + At) partindo das posi¢oes calculadas na etapa anterior — r(t +
Aat);

(4) finalmente, calcular v(t + 4t) = v(t + %At) + %a(t + At)At.

Esse método € preferivel a outros esquemas de integracdo (como o método
de Euler) por ser numericamente estavel e o erro na posicéo ser da ordem de (4t)*
e erro associado as velocidades de (4t)?(LEACH, 2002).

2.3 Controle de Temperatura e Pressao

Trajetérias obtidas por simulagdo de DM convencional correspondem a um
ensemble microcanénico (NVE). No entanto, para sistemas de interesse na
modelagem de biomoléculas € mais conveniente trabalhar no ensemble NTp.
Portanto, para gerar trajetérias com temperatura e pressao constante, é necessario
introduzir formas de controle dessas grandezas ao computar a trajetéria. Para o
controle de temperatura uma das alternativas € modificar as equagdes do

movimento de Newton:
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Mr" = =@V (r) — yr'(t) ++ 2vk,T f(t)

Esta equacao diferencial corresponde a dinamica de Langevin, onde r, ' e
r'’ s@o o vetor da posicao dos atomos do sistema e sua primeira e segunda derivada
em relagao ao tempo, respectivamente. V(r) é a energia potencial, y é o coeficiente
de amortecimento — o segundo termo é, portanto, uma forca de amortecimento — e
f(t) uma funcado randémica com distribuicdo de probabilidade de uma gaussiana
centrada na origem - < f(t) >= 0. Assim, a introducdo do termo estocastico
resulta em um ensemble de velocidades que flutua proximo do valor médio para a
temperatura T.

Para controle da pressédo, emprega-se o pistao de Langevin que introduz um
grau de liberdade adicional ao sistema correspondente ao volume da caixa. Este
grau de liberdade funciona efetivamente como um ‘pistdo’ que varia as dimensoes
do sistema e rescala a posi¢cdo dos atomos a fim de a manter a presséao flutuando
préximos a um valor preestabelecido. De forma similar ao controle de temperatura,
introduz-se as equacgdes de movimento do ‘pistdo’ um termo de amortecimento e
um termo estocastico.

Uma descricdo mais rigorosa de ambos métodos pode ser encontrada nas
referéncias (BERENDSEN, 1976; BROOKS, 1995).

2.4 Condicoes de Contorno Periddicas

Dado que os sistemas de interesse contém na ordem de 104-108 4&tomos, a
imposigao de bordas a fim de restringir o movimento das particulas / fixar o volume
(seja por ou uma parede rigida ou um potencial harménico) introduziria artefatos
sem sentido fisico na simulacéo. Isso é consequéncia de que, nestes sistemas, uma
porcao significativa dos 4tomos estd em contato com as bordas da caixa e, portanto,
nao representam adequadamente o ‘bulk’, por¢dao que de fato interessa ser

area de superficie , -
! é alta). Uma solugéo

simulada (ou, em outras palavras, a razao :
volume do sistema

elegante para o problema foi introduzida ja em 1955 por Alder e Lewison: aplicar
condicdes periédicas de contorno ao sistema. O método consiste em, quando uma
molécula ultrapassa os limites da caixa, ‘transporta-la’ para o outro lado da caixa.



Condigdes de contorno periddicas sao trivialmente implementadas atualizando a
posicao das particulas com as seguintes equacdes:

X
Xnew = X — ly ll_
x
y
Ynew = Y — ly ll_J
y

Znew = Z — I, ll_J

Para uma caixa com origem em (0, 0, 0) e sendo Ix, ly, Iz 0 comprimento da
caixa nas diregdes X, y e z, respectivamente. Como consequéncia, ao se computar
a forca entre pares de particulas, deve-se calcular as distancias pelo método de

minima imagem (/;;), que considera a minima disténcia entre as particulas virtuais

e reais:

Onde ljj a distancia de imagem minima entre os vetores xie X;.

2.5 Analises das Trajetoérias

2.5.1 Flutuacoes Estruturais
Root Mean Square Deviation (RMSD) é uma medida do quanto um conjunto
Q de atomos no tempo t desvia das posi¢des correspondentes de uma estrutura de

referéncia. O valor € computado por:

1 1
RMSD,(t) = (N—QZ [r.(t) — 17 ]2)2

ieEN

Sendo Na o numero de atomos no conjunto de interesse, ri(t) o vetor da
posicao do atomo i no instante t e ri®' a posicao do atomo i na estrutura de referéncia.

A estrutura no tempo t e a estrutura de referéncia devem ser alinhadas a fim de
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eliminar possiveis contribuicées provenientes dos graus de liberdade rotacionais e
translacionais. A Root Mean Square Fluctuation (RMSF), por sua vez, € definida

como a média, sobre as diferentes configuragdes , do RMSD de cada residuo:

RMSE,,; =< RMSD,,; >

Em simulagdes de proteinas, o RMSD é util na medida em que mede o
quanto a estrutura da proteina se modifica ao longo da simulacdo. O RMSF, por sua

vez, indica em quais regides da proteina esses movimentos ocorrem.

2.5.2 Energia Livre

De acordo com a mecanica estatistica, a populacdo em um microestado de
dado sistema esta relacionada com a energia deste microestado por meio da

relacao:

p; X exp(—e; [/ kgT)

Logo, a diferenca de energia livre entre dois microestados A e B pode ser

escrita em funcao de suas populacdes:

Py _ ép—€x

= = ex

o P57
eB—eA=—kB Tln(z_:

Enquanto o microestado é definido pela a distribuicdo de todas as particulas
nos niveis de energia ea, €s... en, 0 macroestado de um sistema é definido pelos
conjunto de suas propiedades macroscopicas (temperatura, pressao, densidade
etc). Para sistemas com um grande numero de particulas a probabilidade de
observar macroestados diferentes que o macroestado mais provavel tente a zero (a

distribuicao torna-se mais estreita com o aumento do numero de particulas).



Dessa forma, o Unico macroestado de interesse no equilibrio € macroestado
estado mais provavel.

Para um ensamble NTp, o macroestado é aquele que maximiza a fun¢ao de
distribuicdo no numero de particulas nos niveis de energia e satisfaz as restricées
de numero de particulas, temperatura e pressao constantes. Assim, a energia livre

associada e esse é dada pela relagao:
G = —kgTlnA

Onde A é a funcéao de particdo do ensamble NTp. Dessa forma, a variagao
de energia livre entre dois estados é calculada simplesmente contando quantas
particulas foram observadas em cada estado durante a simulacao, ou seja, obtém-

se as populacoes:

AGyp = —ksTIn z—;‘)

Assim, caso a amostragem do espaco de fases gerada pela DM se aproxime
da distribuigao de populagdes em um limite de tempo infinito de simulagao, a relagéo
acima pode ser aplicada.

Como tais relacdes termodinamicas sdo abordadas em detalhe em qualquer
curso introdutério de mecanica estatistica, optou-se por ndo mostrar a derivacéao

formal dessas expressdes neste texto.
2.5.3 Calculos de Permeabilidade

Para solucdes diluidas e baixos gradientes de concentracdo, pode-se
aproximar que o fluxo entre dois reservatoérios (jw) como linearmente proporcional a

diferenga de concentragées (AC):

Jw = prAC

Onde pf[cm3sT] é a coeficiente de permeabilidade osmética do sistema.

Considere-se dois reservatdrios unidos por um canal e tome-se a variavel coletiva

n em sua forma diferencial dn como:
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dn = Yiccwy dz/L
Onde C(t) é o conjunto de moléculas contidos no canal no instante t, L o
comprimento do canal e z; a posicao no eixo z da particula i. A definicdo de dn é tal
que, quando uma molécula atravessa o canal na dire¢éo +z, n sofrera um acréscimo
de +1, da mesma forma, ao atravessar na diregdo -z, An = —1. Portanto, n(t)
quantifica o fluxo de particulas liquido/efetivo entre os reservatoérios. Desse modo,

podemos escrever o fluxo como:

o1
w = n(t)) /t

Ou seja, o fluxo no equilibrio (n(t)) = 0 e, como neste cendrio as
flutuacdes no valor de n(t) sao aleatérias, poderiamos descrever n(t) por um
caminho aleatério (randémico) em uma dimensao, de tal modo que vale a relacao

de Einstein:
(n%(t)) = 2Dyt

Onde Dn é coeficiente de difusdo associado a variavel n. Combinando a
primeira equagcao com a relacao (Lei de Ficks):

_ —Ap 1

Obtém-se:

pr = vy, Dy

Onde vw é 0 volume de uma molécula do solvente (nos sistemas estudados,
a agua). Assim, pode-se obter o valor de py computando o coeficiente angular de
(n?(t)) em simulagdes no equilibrio — portanto sem a necessidade de aplicar um
gradiente ou de pressao ou de concentragao.
De maneira similar, o fluxo de autodifusdo pode ser aproximado como
variando linearmente com AC,,



Jir = PalCer
Onde o subscrito tr indica a molécula traco e pd [cm3s™] é chamado de

coeficiente de permeabilidade difusiva (ou autodifusdo). Assumindo reservatorios 1

e2comCD,, = 0ec?®, = C(logo AC, = C), o fluxo de autodifusdo é apenas
0 numero médio de moléculas tr que cruzam o canal em um intervalo de tempo
vezes o respectivo volume de cada molécula. Como as propriedades das moléculas
tr e das demais moléculas sao idénticas, o numero médio de moléculas tr que
cruzam o canal deve ser proporcional ao numero total de moléculas que cruzam o

canal vezes a concentrac¢ao do trago. Logo:

derVw = qo ACt
Oou:

Pa = Ywqo

sendo g, 0 numero de moléculas que atravessaram o canal em uma intervalo de
tempo e q;- 0 nimero de moléculas trago que atravessa o canal. Como o nimero
total de eventos de permeacéo nao depende de C,-a relacdo vale para CV,, # 0.
Desse modo, basta contar os eventos unidirecionais de permeacgéo ocorridos ao
longo de uma simulagao para obter p,. Pode-se ainda relacionar py e p, pela razao:

g_; =N+ 1
Onde N é uma constante. Para um transporte de modo “fila-indiana” (single-
file), p4 representa o taxa de evento de permeacéo, em que uma molécula atravessa
todo o canal, e p; a taxa do movimento das moléculas dentro do canal (taxa de
‘pulos’ / ‘hops’). Assim, (N + 1) pode ser interpretado como o numero médio de
‘pulos’ por evento de permeagao. Nota-se também que ambos pq € pt podem ser
medidos experimentalmente, sendo que valores para diversas aquaporinas, tanto in
cito como in silico, estao tabelados na literatura.
Uma descricdo mais aprofundada de ambos métodos pode ser encontrada
nas referéncias (ZHU, 2004).
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Capitulo 3

Reference Interaction Site Model

3.1 Funcoes de Correlacao

Para a descricdo mecanico-estatistica de liquidos € util a definicdo da funcao
de correlagdo — g®@ (r, ;) ou simplesmente g(ry,) — entre duas particulas 1 e 2
que forneca a probabilidade de 2 estar a uma distancia r;, de 1. Como g(r)p4nr2dr
€ 0 numero de particulas em uma calota esférica de espessura dr ( sendo p a
densidade numérica do bulk), pode-se interpretar g(r;,) como o fator de converséo
de densidade numérica global & densidade local centrada em 1. E possivel
demonstrar também que, caso a energia potencial do sistema puder ser escrita
como a soma de potenciais de pares, todas as relagdes termodinamicas do sistema
podem ser expressas em funcdo de g(r;;). Disso, obtém-se uma relagcéao

semelhante a da secgéo (2.5.2):

w(T)

g(r) = h(r) =1 = exp(-42),

onde w(r) é o potencial de forca média (PMF). Logo, da mesma forma que a
populacao esta associada com sua energia, também a funcao de distribuicao de
determinado estado esta relacionada com uma funcao de energia que, neste caso,
se expressa em fungdo de uma coordenada espacial. Efetivamente, toma-se w(r)
como equivalente a energia livre na coordenada na coordenada r.

Ademais, g(r;2) € uma quantidade que pode ser medida experimentalmente
— fator de estrutura — ou calculado por simulagdes numéricas de DM e MC. Para
alguns sistemas simples, € possivel também derivar g(r;,) analiticamente. Um dos
métodos empregados para tal é através da solucao da equacao de Ornstein-Zernik
(OZ), que divide a correlacdo total em dois termos, correlacdo direta e indireta:
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h(riz) = c(rz) + pJ c(ri3)h(ry3)drs

onde h(ry,) € a fungéo de correlagéo total de 1 em 2, c¢(ry,) a correlacao direta e p
a densidade numérica. O segundo termo, a correlagao indireta, poderia ser
interpretado como a influéncia propagada diretamente da molécula 1 para 3 — c(ry3)
— que exerce influéncia na molécula 2 através de todas outras particulas — ja que
h(r,3) pode ser expresso em termo de suas correlagdes diretas e indiretas:

h(ri) = c(riz) + p f c(r3)c(rys)dry

w0 | cowetmoneidndn,

A integral dupla pode ainda ser escrita em fung¢ao de suas correlagdes diretas
e indiretas e assim por diante, gerando uma série de integrais multiplas.

Para resolver a equagéo acima € necessario ainda uma segunda expressao
que relacione h(r) e c(r) — chamada de relacao de fechamento. A derivacao dessas
expressbes esta fora do escopo deste estudo, mas pode ser encontrada na
referéncia (HUANG, 2013). A relacdo de fechamento utilizada neste trabalho foi a
de Kovalenko-Hirata (KH), que assume a forma de:

h,(r) =exp(t(r)) —1seg(r) <0
h,(r) =t(r)seg() > 0

t(r) = —uy(r)/ka + hy(r) —cy(r) + B(r)

Na relacdo de fechamento de KH o termo B(r) € considerado como sendo
igual a zero.

Somente as variaveis riz, r13, rzs ... rin-1)n N80 sao suficientes para descrever
liguidos moleculares. Para tal, é preciso introduzir a orientacdo espacial das
moléculas (por meio de seus angulos de Euler 2(6, ¢, p)na equacao).
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Nesta forma a equacao de OZ pode ser escrita como:

p
h(ri2,024,02;) = c(r12,24,82;) + Ef (113,421, 023)h(ry3, 023, 02;)dr;d (),

Onde 2 € um fator de normalizagao.

3.2 1D-RISM

Devido ao fato de a equagdo integral para liquidos moleculares ser fungao
de 6 variaveis, sua resolugdo é computacionalmente muito trabalhosa — o que
também limita suas aplicacdes. Todavia, a equacado pode ser reduzida de 6 a 1
variavel, aplicando a aproximacao de sitios de interacdo (RISM) introduzida por
Chandler e Anderson em 1972 (CHANDLER, 1972). Essa assume que o potencial

de interacdo entre duas moléculas pode ser expressa como:

Ui, = Z Ugy (1)

ay
E de forma similar:

c(rz) = z Ca,y(ral _Tyz)

ay

Onde « e y séo os sitios da molécula 1 e 2, respectivamente. Dessa maneira
é possivel escrever uma equacgao de OZ para cada par de sitios fixando a distancia
entre os sitios — (1,, — 7, ) — € fazendo a média das fungdes de correlagao sobre

todas as possiveis orientacdes espaciais. Assim, obtém-se:

hay(r) = z Wau (1) @ uy (1) @ [ Wyy (r) + phyy (1) ]
W



Onde ® indicam integrais de convolugédo e wg, (1), a fungéo de correlagéo

intramolecular, é definida como:

o(r — 1,
Way (1) = 6y0(r) + (1 — 6ay)(—2")
Arl” g,

Onde 6., € o delta de Kronecker, §(r) é a fungéo delta de Dirac e I, a
distancia entre os sitios. Devido as integrais de convolugédo, a equacao € mais
facilmente resolvida no espago reciproco. Numericamente, esses sistemas de

equacgoes sao resolvidos com o algoritmo de transformada rapida de Fourier (FFT).
3.3 3D-RISM

Para sistemas solvente-soluto, no limite da diluicdo infinita do soluto,

podemos escrever as equacdes de OZ para o sistema da seguinte forma:

hw(ﬁz;ﬂpﬂz) = CVV(T12,~Q1:~Q2) + PVJ CVV(T13'91'93)hvv(7’23:93:02)d7”3d93
R (r12,021,0,) = ¢V (r15,0,,0,) + ij eV (ry3, 0241, 23)hVV (123, 023, 2;)dr3d2s

hUU(ﬁz»-Qp-Qz) = CUU(Hz'QLQz) + Pvf CUV(T13'91'93)hvu(7"23,-(23,-(22)d7”3d~03

Sendo o superindice U e V referentes ao soluto e ao solvente
respectivamente. A correlagdo total hUV(r ) é de particular interesse, uma vez que
descreve as correlagdes solvente solutos — termo relevante ao se estudar processos
de solvatacdo. Nota-se também que esta é fungao de h"V(r,3,02,,03)— correlagao
solvente-solvente — que pode ser obtida pelo 1D-RISM.

A mesma aproximagao utilizada no 1D-RISM como forma de diminuir a
dimensionalidade pode ser aplicada aqui. No entanto, € mais Gtil somente integrar
com respeito aos grau de liberdade do solvente, pois desse modo se obtém a
distribuicdo 3D do solvente em torno do soluto, que € mais facil de ser interpretada.
Aplicando a aproximacgao temos as equacoes da teoria 3D-RISM:
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hUVy = Z f cWa(r—r) 2"V, @)Har

Onde:

vaay(r) = wvvay(r) + phVVay(r)

Em que r e r’ s&o os vetores das posigdes dos sitios. Pode-se, assim, obter
as funcbes de correlagdo soluto-solvente entre sitios do solvente e o soluto. A
solucao é computada em pontos em uma malha tridimensional.

Devido ao método proporcionar uma maneira computacionalmente barata de
obter propriedades no equilibrio de sistemas complexos, o 3D-RISM tem sido
utilizado amplamente em estudo computacionais de macromoléculas. E possivel
citar como exemplos: afinidade e seletividade de canais transportadores de ions
(PHONGPHANPHANEE, 2010), predicdo de propriedades quimicas diversas de
potenciais farmacos (ANSARI, 2015) e no estudo da dimerizacdo de proteinas
(SRIVASTAVA, 2020).

No entanto, ressalta-se que o método sofre de uma série de limitagdes, tais
como: a nao garantia da convergéncia das solucdes para solventes com mais de 12
sitios e, mais fundamentalmente, a da aproximagao de sitios tratar as espécies
como conjunto de esferas fusionadas, logo n&o considera nenhum dos possiveis
conférmeros das espécies do solvente/soluto. Por usar os mesmos potenciais dos
campos de forca da DM, também é limitado pela capacidade desses de

descreverem as interagdes do sistema.
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Capitulo 4

Métodos

4.1 Modelagem Estrutural

As sequéncias de aminoacidos para LmAQP1, LmAQPa, LmAQPB e
LmAQPy foram retiradas do banco de dados UniProt (UNIPROT CONSORTIUM,
2019). Partindo das sequéncias, empregou-se a modelagem por homologia,
utilizando o servidor online SwissModel (WATERHOUSE, 2018), para obter as
estruturas 3D. Sendo as estruturas de modelo (template) escolhidas com base em
suas identidades de sequéncia das estruturas cristalograficas disponiveis no PDB
para com as AQPs de Leishmania.

Alguns dos residuos nas porgdes iniciais e finais das sequéncias ndo foram
considerados na modelagem, devido a baixa similaridade com as estruturas de
referéncia. A baixa similaridade sugere que esses segmentos nao fazem parte da
estrutura candnica do AQP (ndo fazem parte das seis hélices alfa e dos dois loops
altamente conservados). Além disso, sua exclusdo melhorou significativamente a
qualidade do modelo e reduziu o custo computacional das simulagdes.

Os tetrametros AQP (estrutura quaternaria) também foram modelados no
servidor SwissModel. Posteriormente, todos os modelos obtidos foram verificados
quanto a possiveis rotametros de cadeia lateral nas regiées NPA e SF.

A estrutura cristalografica para PFAQP1 pode ser encontrada no PDB, essa
possui resolucdo de 2 A (NEWBY, 2008).

4.2 Construcao do Sistema

O estado de protonagédo para cada aminoécido foi atribuido usando o servidor
H++ (GORDON, 2005). Em que o pH para LmAQP1 foi considerado igual a 5, devido
a esta estar em contato direto com o fagossomo do macro6fago, meio de pH baixo
(VANNIER-SANTOS, 2002). As demais AQPs de Leishmania s&o subcelulares
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(BIYANI, 2011), portanto o pH foi definido como sendo igual a 7. Para PfAQP1, o
pH também foi considerado igual a 7.

Cada tetramero AQP foi incorporado em uma bicamada de lipidica de POPC,
composta de aproximadamente 200 moléculas, usando o conjunto de ferramentas
do servidor online CHARMM-GUI (JO, 2009). O sistema foi solvatado usando o
modelo de agua TIP3P e as cargas neutralizadas com a adicdo de ions KCI na
concentragéo de 0,15M. Os sistemas resultantes variaram em tamanho entre 80-
100 mil atomos.

4.3 Dinamica Molecular

Todas as simulacdes de dindmica molecular foram executadas no software
NAMD 2.13 (PHILLIPS, 2005) usando o campo de forca CHARMM36m (HUANG,
2017) no ensemble isotérmico-isobarico (NPT) com condigdes periddicas de
contorno. A temperatura foi mantida constante a 310 K com o termostato Langevin
e a pressao mantida em 1 bar com o pistdo de Langevin (RYCKAERT, 1976). Todas
as ligacbes envolvendo atomos de hidrogénio foram mantidas fixas em seus
comprimentos de equilibrio usando o algoritmo RATTLE (MIYAMOTO, 1992), de
modo a permitir o uso de um passo de integracéo de 2 fs. Foi utilizado um cutoff de
12A para as interagdes de curto alcance e as interagdes de longo alcance foram
tratadas com o algoritmo de Particle Mesh Ewald (PME) (DARDEN, 1993).

Adotou-se o esquema de equilibracdo sugerido pelo CHARMM-GUI, esse,
em suma, consistia de 7 etapas: uma minimizacao de 10000 passos, seguida por 6
etapas de equilibrio com um passo de 1 fs, onde restricbes harmbnicas foram
aplicadas aos diédricos do sistema e gradualmente relaxadas em cada uma das
etapas subsequentes. O tempo total de equilibragdo somou 10 ns. Apds as etapas
de equilibragdo, simulagdes de 300 ns com um passo de tempo de 2 fs foram
realizadas para todos os cinco sistemas.

4.4 Analises de Trajetoria
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Todas as analises de trajetéria foram realizadas com a biblioteca MDAnalysis
(MICHAUD-AGRAWAL, 2011) da linguagem Python. As demais figuras foram
renderizadas no software VMD (HUMPHREY, 1996).

O raio médio do canal foi calculado com o software HOLE 2.2 (SMART, 1996)
utilizando 100 frames retirados da simulacao.

MDLovoFit foi usado para identificar as porcdes mais e menos méveis da
das proteinas e calcular seus respectivos RMSD (MARTINEZ, 2015).

O perfil de energia livre para a agua no interior do canal foi obtido dividindo-
se o volume do poro em bins e calculando-se o logaritmo do niumero de agua em
cada bins durante a simulagéo.

A permeabilidade osmética (pf) foi calculada usando o método de difuséo
coletiva (ZHU, 2004), em que < n(t)? > foi calculado computando todos os pares
(n(t + At) —n(t))? para intervalos de tempo t — At < 100ps. A trajetéria foi
dividida em trés segmentos de 100 ns e esses foram analisados separadamente. ps
foi entdo obtido ajustando uma reta a curva < n(t) >2.

A permeabilidade da autodifusdo (pd) foi calculada contando-se os eventos
de permeacao ocorridos durante a simulagéo.

4.5 RISM

Os calculos de 1D-RISM e 3D-RISM foram feitos com as implementagées
encontradas no pacote AmberTools19 (MIYAMOTO, 2019).

4.5.1 1D-RISM

Os calculos foram realizados em seis solucdes diferentes: aménia 0,1M,
uréia 0,1 M, diéxido de carbono 1mM, metanol 0,1 M e uma solugé&o de HCI com pH
= 5. O modelo de &gua utilizado foi o TIP3P & concentragdo de 55,5 M . fons NaCl
a concentragédo de 0,1 M foram considerados em todas solugbes. Diferentes
concentragdes de soluto e NaCl foram testadas, mas ndo houve impacto perceptivel
nos resultados, a parte 0 maior tempo de execucgao e pior convergéncia.

O parametro do campo de forga para os calculos de 1D-RISM foram retirados



do campo de forca CHARMM36m, exceto pelos parametros para o hidrénio que
foram retirados da literatura (BONTHUIS, 2016). A relacéo de fechamento utilizada
foi a de KH e as solugbes computadas em uma malha 16384 pontos com
espacamento de 0,025 A. O algoritmo modificado da inversdo direta do espaco
interativo (MDIIS) foi empregado com tolerancia residual de 10-'2. Todos sistemas
foram considerados na temperatura de 310 K.

4.5.2 3D-RISM

Para cada sistema solvente-proteina, retirou-se 100 frames igualmente
espacgados da trajetéria da DM e um dos mondmeros em cada frame foi usado como
input para o calculo do 3D-RISM (representando o soluto no calculo). Uma caixa de
64 A x 64 A x 80 A e uma malha de 256 x 256 x 320 pontos foram empregadas. O
refinamento adicional da malha nao alterou os resultados do calculo. O algoritmo
MDIIS foi utilizado com tolerancia de 102 e KH tomada como a condigdo de
contorno.

O potencial da forga média (PMF) foi calculado com a média de g,(z) em
100 estruturas, tomando como o sitio de interagdo de referéncia (a) aquele que mais
se aproxima do centro de massa da molécula de solvente (por exemplo, no caso da
molécula de uréia, o carbono central foi usado para calcular o PMF). O (g,(z), foi
normalizado com um fator proporcional a area do canal em funcéao de z.

O {(g.(z)) foi entdo, em uma area de 8 A x 8 A , integrado a coordenadas x
e y — area que encapsula todo o poro da proteina no plano. Para obter o PMF
aplicou-se a relagéo:

< ga(2) >

PMF = —kpT In
B IaZpuix)

A metodologia descrita em mais detalhe pode ser encontrada em outros
trabalhos na literatura (ARIZ-EXTREME, 2017).
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Capitulo 5

Estudo Comparativo de
Aquagliceroporinas de
[ eishmania major e Plasmodium
falciparum

O conhecimento a nivel molecular das caracteristicas estruturais, do
funcionamento e da regulacédo de proteinas é, hoje, indispensavel quando se almeja
investigar problemas complexos como o desenvolvimento de novos farmacos ou
mesmo no estudo de mecanismos fisiolégicos. Deste modo, busca-se, neste
trabalho, por meio de simulagcado de dindmica molecular, modelar e caracterizar a
aquagliceroporina da Leishmania major quanto a sua estrutura e permeabilidade a
agua. Realizam-se estudos do mesmo tipo para a aquagliceroporina do Plasmodium
falciparum, analoga da LmAQP1 e com estrutura cristalografica no PDB. Procura-
se, também, avaliar a permeabilidade dos canais frente a aménia, uréia, peroxido
de hidrogénio, didéxido de carbono, ions hidrénio, Na* e Cl. Como analises deste
tipo, empregando técnicas baseadas em DM, sdo computacionalmente muito
custosas e talvez nao se justifiquem, dada a qualidade da estrutura da LmAQP1,
opta-se por usar o Reference Interaction Site Model (RISM), que permite calcular a
fungéo de correlacdo entre a solvente e proteina, para obter o perfil de energia livre
do processo de transporte.

Embora os resultados aqui apresentados tenham cunho apenas qualitativo,
espera-se que este primeiro "screening" possa fornecer indicios das funcdes

bioldgicas exercidas por estas proteinas no protozoario.

5.1 Descricao e Analise Estrutural
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Ambas proteinas possuem o SF do tipo ARG/Ar, caracteristico das
aquagliceroporinas. No entanto, a regidao aromatica é composta por triptofano e
tirosina em LmAQP1 (Figura 5.1) e triptofano e fenilalanina em PfAQP1 (Figura 5.2).
Ha também, préxima a regiao aromatica da PfAQP1, uma cisteina conservada que
é responsavel por tornar o canal sensivel a mercurio (Hg*?) — o cation € um inibidor
classico de AQPs, a ocluséo do canal ocorre pela ligagdo do Hg+*? a cisteina (Tabela
5.1). Na LmAQP1 esse residuo nao esta presente, o que possivelmente é a razéo
de, experimentalmente, ndo se observar a inibicao (GOURBAL, 2004). A histidina
(H126 e HB9), responsavel em algumas aquaporinas pela mudancga de conformacéao
do canal em resposta ao pH citosélico, é conservada em ambas estruturas. A regiao
do canal composta majoritariamente de residuos hidrofébicos (hydrophobic rings) é
também similar em ambas estruturas.

O motivo NPA, curiosamente, ndo é conservado na PFAQP1 (Figura 5.1), mas
a modificacdo — de NPA para NLA e NPS — nao afeta em grau significativo a
permeabilidade & 4gua no canal (APONTE-SANTAMARIA, 2010).

LmAQP1

Figura 5.1 Representacdo estrutural da LmAQP1. (A) filtro seletivo; (B) motivo NPA; (C) regiao
hidrofdbica e histidina H126.



PfAQP1

Figura 5.2 Representacéo estrutural da PFAQP1. (A) filtro seletivo; (B) motivo NPA n&o conservado;
(C) regiéo hidrofébica e histidina H69

43
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Figura 5.3 Representacéo das estruturas alinhadas da LmAQP1 e PfAQP1. Cor indica os residuos
conservados (azul) e ndo conservados (vermelho)

O alinhamento das sequéncias (Tabela 5.1) mostra uma porgao significativa
(50-70 residuos) na LmAQP1 que ndo possui andloga PfAQP1. Essa regiao
corresponde a um /oop N-terminal que ndo compde a estrutura candnica do canal,
mas parece estar envolvido em mecanismos de regulacdo/degradacao
(UZCATEGUI, 2008). O mesmo loop varia de tamanho em diferentes cepas de
Leishmania major. Com a retirada da regido a identidade para com a PfAQP1 chega
a 36-37%. Ademais, nota-se que, em sua maior parte, os residuos conservados
encontram-se nas alfa-hélices e porgcdes centrais da proteina (Figura 5.3). As
regibes nao ordenadas possuem baixa identidade (e similaridade) e variam

significativamente em tamanho (o0 que € comum em proteinas da familia).
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LmAQP1 @ PFAQP1 - Alinhamento

EstSec 1 e im0 e e I P U S i S A b o 7

PTAQPlL 1 WH-==c=rereccccrcrscrccssrerscem e e mresn e nems === = LFYK 7
H+ r ¥
LmAQPL 1 HAUSPTTEPLOCHDAETQLYVDKESPEGLPIGHQHMHEEEEDQHESKRAFMSQNRNPLYRYR 68

EstSec 8 [ “HL H--] - - -== T 1 B8

PFAQFL & SYVREFIGEFLGTFVLMFLGEG--ATANFH--TTGL---SGDWYKLCLGUGLAVFFGILY 68
+RE++ EF GTF L+ GG AT FH TT + + + + GBI + '+«

LmAQFL 61 WRLREYVAEFFGTFFLVTFGTGUVATTVFHGGTTAMYQSNSSYLALITFGIAFGLATSLFL 128

EstSec 61 [ | p— | L _H3T 1 128
FFAQFL 61 SPAKLSGAHLILAVSIGLSSINKFOLEKIPVYFFAQLLGAFVGTSTVYGLYHGFISNSKIP 128
§ +5C HLN AV++ F K+P YF AD LG FVG + Y L+ r+

LmAQFL 121 SMAVSGGHLIFAVTLANCYFGTFPAVKLFGYFLARFLEGFVYGARANTYVLFKGHFDEREKR 189

EstSec 121 DT ETI _H§. | I 11
PTRQPL 121 QFANETSAM---------PSISLTGAFFNELILTGILLLVILVUVDENLCGKFHILKLSS 171
ET =+ FPr+vr TR »+Er T L+*+r IL+ D =+ T

LmAGFL 1Bl LLLNETRASKYGGIFATYPRVARTYAVASEVFNTHALENGILAITDARMTPAVIYEFVA- 2339

Estdec 172 i 231

PFTAQFL 172 VWGLIILCIGITFGGNTGrALNPSROLGESRFLELIAYGKDTFTKDNFYFIVPLWAPCYGS 231
+GL++ IGL G M+ + LEP-RDL R LS + +6 + FT ++¥YFW+PLVY P VG+

LmAQFL 248 -IGLLLFVIGTIAGGINSSYGLUPARDLGPAILSAMLNGSEPFTLHSYYFRIFLVWIPFVGA 238

EstSec 232 wﬂ_ﬁ_‘u.hmm&d 258

PTAQFL 232 VUVFCOFYDKVICPLVDLANREKDGVDL 258
+ Y LP

LmAQFL 299 LFGNFLYVFFIIP-----------PSC 315

Tabela 5.1 Alinhamento das sequéncias de LmAQP1 e PfAQP1. Motivo NPA em vermelho (R é
considerado pertencente ao motivo NPARD nas aquagliceroporinas) , SF em laranja, histidina em
verde e cisteina, responsavel pela sensibilidade ao Hg*?, em amarelo. Linhas ‘EstSec’ indicam a
estrutura secundaria adotada pela PfAQP1, em que ‘H1’, ‘H2' etc correspondem as alfa-hélices da
proteina.

5.2 Dinamica Molecular

5.2.1 Estabilidade

Em sua maioria, as cadeias laterais de residuos pertencentes ao poro se
mantiveram relativamente rigidas em ambos os canais. No entanto, a histidina (H69
e H129) de ambas aquaporinas apresentou significativa mobilidade. Na PfAQP1 a
cadeia lateral da arginina (R197) do SF se mostrou também flexivel, a ponto de
ocluir o canal momentaneamente durante a simulacdo. A tirosina (Y257) do SF da
LmAQP1 alterna entre duas conformagdes durante algumas das simulagdes, o que
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também levou a perturbacao do fluxo de 4gua durante a simulacéo — talvez artefato

da modelagem, ja que o residuo ndo é conservado na estrutura de referéncia.

o RMSD: LmAQP1 & PfAQP1
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Figura 5.4 RMSD dos carbonos alfa da LmAQP1 (laranja) e PFAQP1 (verde) para cada monémero
ao longo dos 300 ns de simulagéao.

O RMSD da estrutura modelada ficou préximo de 2.5-3.0 A, enquanto a
estrutura cristalografica apresentou valores expressivamente menores — préximos
de 1.5 A (Figura 5.4). Isso pode ser resultado da diferenca de qualidade entre as
duas estruturas. No entanto, o RMSF da LmAQP1 indica que a mobilidade
apresentada pela estrutura € resultante, em grande parte, da contribuicdo de um
conjunto pequeno de residuos muito moveis (Figura 5.5). E, como mostrado pelo
alinhamento, a LmAQP1 possui um conjunto de /loops nao conservados e
significativamente maiores que os de PfAQP1. Esses ainda estdo em contato com
0 meio intra/extracelular, o que também Ihes confere uma maior mobilidade que os
demais residuos que se encontram em contato com a membrana. Assim, se for
excluida a contribuicdo dos 20% de carbonos alfa mais mdveis e se alinhar o
restante da estrutura, o RMSD permanece em torno de 1.0 A (Figura 5.5). Desse

modo, mesmo a que esses residuos estejam mal enovelados e/ou trate-se de um
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dominio intrinsecamente desordenado, o canal em si, restante da proteina, se

mantém relativamente estavel e preserva sua estrutura ao longo da simulagao.

RMSD LmAQP1 & PfAQPl
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Figura 5.5 RMSF por residuo da LmAQP1 representada estruturalmente (a esquerda) e RMSD ao
longo da simulacao dos carbonos alfa de diferentes por¢cdes da LmAQP1 (a direita): 80% menos
méveis (vermelho), 20% mais méveis (verde) e toda a proteina ( azul).

O raio médio do canal (Figura 5.6) com a média tomada sobre 100 frames
apresentou pequena variancia em PfAQP1 — o que condiz com o baixo RMSD da
estrutura. No entanto, o SF apresentou maior desvio do valor médio, devido a alta
mobilidade da cadeia lateral da arginina da regido. Observa-se também um
estreitamento no poro proveniente da regido do NPA (préximo a { =6 A) e, em maior
grau, na regido do SF ( = 15 A). Esse é o ponto mais estreito do canal, com raio
préximo a 1,5 A, e é o que confere & estrutura o aspecto de ampulheta descrito na
literatura. A regi&o hidrofdbica ( = 0 A), muito mais larga que as demais, também é
relativamente estreita, possuindo raio préximo a 2 A, mas nota-se que a regido
também apresenta grau significativo de variagao.

O poro de LmAQP1 aparenta ser levemente mais estreito, no entanto, ambos
canais tem seu ponto de afunilamento em 13 A , sendo também o aspecto
geral/perfil muito semelhante nos dois. O motivo NPA é um pouco mais pronunciado
e esta mais distante do SF (Figura 5.6). A divergéncia mais significativa entre os
dois, todavia, parece ser a regido hidrofébica (entre ¢ > -10 e ¢ < 0). Essa regiao
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apresenta uma variabilidade muito mais pronunciada que as demais e apresenta
um minimo local que nao é observado na PfAQP1.
Nota-se que flutuacdes em Z > 15 A devem ser entendidas como um artefato

do programa e ndo sao representativas do comportamento real da proteina.
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Figura 5.6 Raio médio do canal ao longo da coordenada do poro ¢ centrada no centro geométrico
da proteina. Regido em laranja marca um desvio padrao acima e abaixo do raio médio. 'IN’ e ‘EX’
denotam as porg¢des intracelulares e extracelulares respectivamente. Linha pontilhada marca raio
igual a 1,5 A.



5.2.2 Permeabilidade a agua

Os valores de pd € pr para a LmAQP1 e PfAQP1 indicam que o canal é capaz
de transportar agua e concordam qualitativamente com valores de outros estudos
tanto in silico com in situ (APONTE-SANTAMARIA, 2010) (Tabela 5.2). A razdo
entre pr/ pa esta abaixo do esperado — o valor deveria ser representativo, em algum

grau, do numero de minimos energéticos dentro do canal.

Pt [10-4cm3s 1] Pd [1014cm3s 7] pf / Pd
LmAQP1 7.06 £ 0.48 2.40+0.16 2.74 +0.27
PfAQP1 10.67 £ 0.45 3.89+0.14 2.74 £ 0.15

Tabela 5.2 Permeabilidade osmética (pt) e permeabilidade auto difusiva (ps) em LmAQP1 e PfAQP1.

Embora a andlise visual das trajetorias deixe claro que ha a passagem de
aguas nos poros da proteina, € dificil afirmar que PfAQP1 é a mais permeavel
somente com os valores de pr e pd. Isso porque: (1) a qualidade dos modelos das
estruturas ndo é a mesma; (2) sabe-se que o método ndo produz uma boa
concordancia com a medida experimental; (3) a variancia entre monémeros de uma
mesma proteina é significativa (valores para PFAQP1 estdo entre 8.80 - 15.6 x 10
4cm3s!, e para LmAQP1 entre 6.10 - 9.12 x 10-"4cm3s!).

No entanto, é interessante notar as populacdes de ligacdo de hidrogénio
formadas entre agua-agua e agua-proteina dentro do canal (Figura 5.7). Um nimero
maior de ligacdes proteina-agua indica que a agua encontra-se mais fortemente
ligada a proteina, enquanto um namero menor de interagdes agua-agua indica que
o ambiente do poro perturba as redes de ligacao de hidrogénio entre as moléculas.
Na Figura 5.7 observa-se que o niumero médio de ligacdes agua-proteina similar
entre LmAQP1 e PfAQP1, ainda que a distribuicdo da ultima seja mais larga no
ultimo. No entanto o numero de interagdo agua-agua € significativamente menor na
LmAQP1 o que aponta uma maior afinidade do solvente pela proteina do que por si
préprio. Esses resultados sao consistentes com o fato da PFAQP1 transportar agua

mais rapidamente.
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Figura 5.7 Numero médio de ligacao de hidrogénio dentro do poro de LmAQP1 e PfAQP1.

O simples registro da posi¢do das moléculas de dgua dentro do canal fornece
uma primeira aproximacao de superficie de energia livre para o processo de
transporte (ou pode ser interpretado como uma mapa de densidade) (Figura 5.8).
Sendo que os minimos de energia bem definidos no gréafico correspondem aos sitios
onde a agua realiza ligacao de hidrogénio com o esqueleto da proteina. A figura,
portanto, ilustra o modelo de ‘collect diffusion model’ — em que as moléculas se
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movimentam por pulos discretos (“hops”) concertados entre os sitios de ligagao. As
regibes mais estreitas do poro (SF, NPA) também podem ser facilmente
distinguidas.

O perfil para LmAQP1 mostra minimos menos definidos do que o PfAQP1,
mas ocupando posicdes similares. Uma vez que o tamanho do poro na porcéao
intracelular é similar para as duas proteinas, pode-se atribuir a diferenca observada
a maior flexibilidade da estrutura da LmAQP1. Também observa-se claramente a
reducao do raio do canal proximo ao SF da LmAQP1. Em PfAQP1, a redugao
acontece devido a uma regiao préoxima do SF mais larga e populada por diversas
moléculas de agua (C € [5,10] e r € [4,8]). No entanto, observa-se o0 maximo de

energia na regiao.

Superficie de Energia Livre da Agua
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Figura 5.8 Superficie de energia livre da molécula de agua dentro do poro da LmAQP1 (acima) e
PfAQP1 (abaixo) em fungéo da distancia para o centro geométrico da proteina no plano XY (eixo y
no gréfico) e no eixo C (eixo x).
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5.3 3D-RISM

Aplicando a equacéao do 3D-RISM aos sistemas, obtemos o g, (r) para todos
os sitios a do solvente definidos em uma malha tridimensional. Um ponto com
g (r) = 2, indica uma probabilidade 2 vezes maior de encontrar o sitio a neste
ponto do que no bulk. Qualitativamente, € possivel observar a afinidade dos
diferentes solventes com a proteina (Figura 5.9) somente pela inspe¢cédo da malha.
Espécies como o Na* e o HzO* exibem regido no poro com g, (r) préximo a zero, o
que corresponde as barreiras de energia do processo de transporte. Da mesma
forma, a inspecao do g, (r) dos hidrogénios da molécula de agua indicam os sitios
onde esses realizacao ligacao de hidrogénio e os angulos em que estas interacao

€ acontece.

Figura 5.9 Da esquerda para a direita, g(r) da 4gua, amdnia e do hidrénio no canal da Pf AQP1. Na
imagem esta representado o regido na qual o g(r)>1.5.

As barreiras de energia ao longo do tempo do PMF (Figura 5.10) concordam
com os valores de raio médio do canal e, da mesma forma, os minimos locais no
PMF correspondem, em posicao, aos apresentados na Figura 5.8 . Nota-se, ainda,
a barreira do NPA composta por dois picos e um minimo, sendo este ultimo
correspondente ao estado da molécula de agua, ligando-se as asparaginas dos

motivos.
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Figura 5.10 PMF médio de 100 estruturas da PfAQP1 para o hidrénio e para a 4gua. Eixox é a a
coordenada z do canal centrado no centro de massa da proteina, e o eixo y a energia em unidades
de koT. Raio médio do canal em relacao ao raio maximo (~8 A) esta representado na linha tracejada.
O cation hidronio aqui € usado como uma forma de controle positivo, uma vez que todas as proteinas
da familia das aquaporinas nao permitem sua passagem.

Para o hidrénio, mesmo este ndo sendo adequadamente representado pelos
modelo de sitios/parametros de campo de forca, o PMF obtido € coerente. O peffil
de energia € mais acentuado que o da agua em todos os pontos, sendo que nas
regides do NPA e SF as barreiras de energia sdo muito maiores que as da agua.

Ainda assim, ambos PMF apresentam barreiras mais altas que as esperadas
— agua em torno de 2koT , principalmente. Como alternativa, pode-se normalizar o
PMF em funcéo do raio do canal. O procedimento consiste de computar a razédo
entre a densidade numérica e a area do canal e a densidade numérica e area do
bulk — obtendo, efetivamente, a densidade de moléculas relativa a densidade do
bulk.

Com normalizagéo (Figura 5.11), o perfil de energia livre do canal muda de
uma barreira para o de um fosso potencial. Também ¢é interessante notar que o PMF
normalizado para a agua indica que o transporte é processo espontaneo e, ao
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mesmo tempo, a normalizacao conserva a barreira energética para a passagem do

hidrogénio.
PMF para PfAQP1
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Figura 5.11 PMF médio normalizado pela area do canal da PfAQP1 para o hidrénio e para a agua.
Eixo x € a coordenada ¢ do canal centrado no centro de massa da proteina, e o eixo y a energia em
unidades de ko T. Raio médio do canal em relagédo ao ratio maximo (~8 A) esta representado na linha

tracejada.

A seguir, encontram-se os PMFs obtidos para os diferentes solventes

utilizados no estudo:
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Figura 5.12 PMF normalizado pela area obtido para cloreto (acima) e s6dio (abaixo).

ions cloreto e sédio: O sédio apresenta barreiras bastante acentuadas em ambas

as proteinas, o que é esperado, visto que as regides do SF e NPA estado sob pressao

evolucionaria para impedir a passagem de cations de tamanho similar. No entanto,

mesmo nas regides hidrofébicas se observam barreiras elevadas. Ja o cloreto

apresenta um perfil energético mais suave, mesmo sendo uma espécie carregada

(nota-se que algumas AQPs sado permeaveis a cloreto, nitrato e outros anions).

Ademais, a regido mais significativa da exclusdo parece ser o NPA ({=5A) e nao

SF (¢ =10 A). A LmAQP1 apresenta um PMF mais elevada e, portanto, ndo

favoravel a passagem do cloreto. Em PfAQP1, o cloreto apresenta uma barreira de

energia livre menor ao evento de transporte, o que pode indicar uma possivel

capacidade do canal de transportar anions.
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Figura 5.13 PMF normalizado pela area obtido para amdnia(acima) e ureia (abaixo).

Amonia e uréia: sabe-se que a PfAQP1 é uma aquaporina permeavel a amoénia e
em menor grau a ureia (10x menos permeavel). Isso é aparente nos PMF: barreira
préxima ao zero na aménia e de ~1 koT para ureia. Para LmAQP1, a tendéncia se

repete, ainda que as barreiras sejam levemente maiores.
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Figura 5.14 PMF normalizado pela area obtido para diéxdo de carbono (acima) e metanol (abaixo).

Diéxido de carbono e metanol - devido ao CO2 ser uma molécula pequena e

apolar é esperado que seu transporte pelo canal ocorra. Ainda assim, uma barreira

significativa, préxima a 0.5 koT, é observada para a LmAQP1 e PfAQP1.

Surpreendentemente, o PMF sé diverge significativamente ao da agua na regidao do

SF - isso talvez indique que o fator dominante no processo seja simplesmente o

tamanho da molécula no caso do CO2. O metanol, ainda que mais similar a agua,

apresentou um perfil semelhante, com ambas as barreiras ndo ultrapassando 0.5

koT € 0 maximo localizado na regidao do SF.

5.4 Conclusoes

- Aestrutura da LmAQP1 foi modelada por homologia e, apesar de apresentar

um RMSD mais elevado, a regidao central do canal foi preservada e se

manteve estavel no decorrer das simulagdes;
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Ambas LmAQP1 e PfAQP1 possuem um perfil de poro similar, conforme
indicado pelo raio médio dos canais — 0 que atesta a semelhanca das
estruturas, sendo que a LmAQP1 possui um canal levemente mais estreito
(préximo a 1 A no SF) e também uma maior variabilidade do raio médio;

Foi observada, em ambas aquaporinas, a passagem de agua no canal
durante as simulacées, sendo que a PTAQP1 aparenta ser a mais permeavel.
Padrdes de ligacao de hidrogénio e populagbes de agua no poro foram
calculados. Interacdo agua-dgua mostram-se reduzidas na LmAQP1 de
modo a aumentar a afinidade entre a espécie e a proteina;

Célculos com a teoria 3D-RISM apontam que a LmAQP1 é permeavel a
amdnia, diéxido de carbono, metanol e, de forma bastante reduzida, a ureia.
PfAQP1 parece também ter capacidade de transporte de cloreto e didxido de

carbono.



Capitulo 6

Aquaporinas classicas de
Leishmania major

Pouco se sabe sobre as demais aquaporinas da Leishmania major,
LmAQPa-8, sendo seus papéis biolégicos e fungdes na célula desconhecidas, a
parte que facilitam o transporte passivo da agua. A literatura nota apenas que, pela
analise filogenética, essas sao similares as aquaporinas de plantas e séo
subcelulares (BIYANI, 2011). Além disso, foram identificados motivos de
fosforilacdo na sequéncia de LmAQPa (Y185 e Y192). Desse modo, o presente
estudo busca explorar as caracteristicas estruturais e de permeabilidade frente a
agua das LmAQPa-y, utilizando em conjunto o 3D-RISM, a fim de investigar a
permeabilidade frente a diferentes espécies quimicas. Exclui-se a LmAQP® do
estudo por esta ndo ser expressa na forma amastigota e possuir baixa similaridade
com as demais e proteinas do PDB (a sequéncia de aminoacido desta tem duas

vezes 0 numero de aminoacidos das demais).
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6.1 Descricao e Analise estrutural

Alinhamento - Estrutura de Referéncia e AQPs estudadas

5132 1 MSHHHHHHHHHHDSNGI PTENLYFQGAGVAFGSFDDSFSLASLRAYLAEFISTLLFVF-AGVGSALAYAKLTSDAA 75
L AP A B M S === = e e e e e e s o e e e e e e e e LSQLVAEFVGTFLLVLTIALASV----------- 28
LMAQPY 1 MATKANQMLTGANDDQV[32] PAPVLNTNTVIQKFSCLQSLRFDALMSAAVVEFIGTFLLVLTVPLSII----------- 97
LmMAQPP 1 MCALQLDAAMGAEKKPY ----LARQIPLIQLSRYQ-------- AKFVCEGIGTFIFLMTTSLAEM-NCGHLAVDGK 63
5132 76 LDTpGLVAIA-VCHGFALFVAVAIGANISGGHVNPAVTFGLAV GGQITVITGVFYWIAQLLGSTAACFLLKYVTGGL 151
LMAQPa 29 ----GVGALAPIPIGFMLAAMCFTFGYISGAHFNPAISFAVFI NRKMTLRRTVMYIVVQLAGSFCASLYASAIIG-L 100
LMAQPY 98 ----QNAEMAPISIGFLLMSLVFSFGYLSGGHINPMVTFSVIL (7] YATFNKRALIMYVVAQMAGGVAAAFYCMMINGRD 177

LMAQPB 64 TRT---RBNLAPIAEGFMLCVLIFMFGYISGGHFNPAVTFGVYVM IRGMRVEEAISYWVAQVVGALVGAGLSILVHGST 137

5132 152 A-VPTHSVAAGLGS--IEGVVMEIIITFALVYTVYATAADPKKGS1gTIAPLAIGLIVGANILAAGPFSGGSMNPARSFG 228
LMAQPa 101 Q-IPAPVAKGDLAN-TWQVLLCELVYTFALTSVVLHVCFSRQRSN--DFYGFAIGMTLMAAGFSVGGFTSGAFNPAVATG 176
LMAQPY 178 F--PVPNMGRSFNR-MLRGFLAESVFTFVLCSVVLHVAISQQRNN--NFYGFAIGFSMLCGGLTCGSISGGVFNPAVATP 252
LMAQPB 138 QnhLPAPQVVQNTAECIFSAFVAEAVFTMLLVTVVLHAAYSQQRNN--DFYGLAVGMCLLASOYAVGGVSGGAFNPAVATG 215

5132 229 PAV----AAGDFS------ GHWVYWVGPLIGGGLAGLIYGNVF MG----SSEHVPLAS-ADF 27%
LmAQPa 177 TQL----VLCVYKNCDPLFYFWVYWIAPICGAFIASVIYQLLD TH----ESVPVVLGKEAVY 230
LMAQPY 253 LIVVRCLFSFNEAACTPMASLWVYWASEAVGAVCASIMYLALQ NLGDEV------------- 301
LMAQPR 216 LQVTKFIAAGYFTQ---LLYLWLYWAAPACGAIAAAFLFMLTH [4)DEDGELQQQRVARHLYSSF 278

Tabela 6.1 Alinhamento das sequéncias de 5132, LmAQPa , LmAQPB e LmAQPy. Motivo NPA em

vermelho, SF em laranja, histidina em azul motivo de phosporilagdo da LmAQPa.

5132, uma TIP AQP permeavel a aménia com estrutura disponivel no PDB,
exibe maior similaridade com a LmAQPa e LmAQPY (ainda assim a similaridade &
baixa, ~20%).

No banco de dados UniProt, a LmAQPY é identificada como uma aquaporina
putativa, por ndo apresentar motivo NPA candnico (Figura 6.2). Ainda assim, o
restante da estrutura se alinha razoavelmente com as LmAQPa e LmAQPR. Demais
AQPs apresentam NPA conservado (Tabela 6.1), mas nao exibem os residuos do
filtro seletivo (SF), que na 5132 sdo uma arginina e uma histidina (como é
caracteristico de aquaporinas classicas). Dessa forma, as AQPs LmAQPa e
LmAQPYy apresentam um canal essencialmente hidrofébico; ja LmAQP apresenta
um glutamato e uma glicina (E52 e Q197) formando um SF (Figura 6.1), mas este
nao parece formar uma regiao bem definida dentro do poro, uma vez que a regiao
nao corresponde a um estreitamento significativo do canal.

Nota-se, também, um /oop na porcao citosélica em todas estruturas, que
localiza-se proximo a entrada do canal na LmAQPa. Motivos de fosforilagao
préximos indicam que este possa estar ligado a mecanismos de regulagcéo do canal
(na literatura é reportado que aquaporinas de planta exibem mecanismos similares).

A histidina, por vezes associada a regulagdo por pH do canal, encontra-se
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conservada em todas as estruturas. Ademais, o alinhamento mostra que LmAQPa

exibe maior similaridade com LmAQPY do que com LmAQPS.

A1 A2

Figura 6.1 Representacdo do poro da LmAQPa e LmAQP visto do lado intra e extracelular. (A.1)
porgéo proxima ao lado intracelular de LmAQP , histidina (H92) e residuos hidrofébicos do poro de
LmAQP; (A.2) porgdo proxima ao lado extracelular de LmAQPS , residuos do SF (E52 e Q197) e
residuos carregados proximos; (B.1) porc¢ao préxima ao lado intracelular de LmAQPa , histidina
(H56) e residuos hidrofébicos; (B.2) por¢cado proxima ao lado extracelular de LmAQPa, motivos de
fosforilagoes (Y185 e Y192) e residuos carregados préximos.
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Figura 6.2 Poro da LmAQPY: NPA nao conservado com a presenca de uma Metionina e histidina
(H125) interagindo com uma tirosina (Y222) bloqueando o movimento das moléculas de agua no
canal.

6.2 Dinamica Molecular
6.2.1 Estabilidade

Devido ao grau de identidade das proteinas de referéncia utilizadas, as
estruturas obtidas por homologia possuem qualidade significativamente pior do que
a LmAQP1. Assim, os valores de RMSD medidos ao longo da simulacdo foram
bastante elevados. No entanto, como na LmAQP1, ao se separar a contribuigcdo dos
carbonos a mais mbéveis e realinhar a estrutura, os RMSD diminuiram
consideravelmente, proximos de 2 A para todos os atomos e entre 1 e 1,5 A para

0s 80% menos moveis (Figura 6.2).
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Figura 6.3 RMSD dos carbonos a de diferentes porgdes da LmAQPa , LmAQPR , LmAQPY ao longo
da simulagdo. Em vermelho, o RMSD dos 80% menos moéveis, em verde dos 20% mais moveis e
em azul o RMSD de toda a proteina.



O raio médio do canal das trés AQPs apresentou perfil contrastante com os
de LmAQ1 e PfAQP1 (Figura 5.6) (Figura 6.4), sendo que na LmAQPa a auséncia
do SF canénico parece tornar o ambiente do poro mais homogéneo (sem minimos
bem definidos). J& o SF de LmAQPB parece nao restringir o raio do canal
significativamente — pelo contrario, a regido possui raio em torno de 2.5 A com sua
por¢cdo mais estreita a préxima a H92 ( { = 0 ) e composta majoritariamente por
residuos hidrofobicos.

A LmAQPYy, por sua vez, apresenta valores menores de raio na porgao
citosolica em decorréncia de Y222, pertencente a um loop intracelular, que interage
com a H125 (Fig 6.2). Devido a sua alta mobilidade, este parece ocluir o canal
momentaneamente. Nota-se, ainda, que ambas LmAQPa e LmAQPYy possuem o
poro com formato irregular, de maneira que este se desvia de uma trajetoria retilinea
(isto sendo melhor observado na representacao tridimensional — Figura 6.5). Todas
estruturas apresentam uma variacao significativa no raio médio. No entanto,
ressalta-se que, para { > 15, os valores sdo em grande parte resultado de artefatos
do algoritmo, e ndo representativos do comportamento da proteina.
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Figura 6.4 Raio médio do canal ao longo da coordenada do poro ¢ centrada no centro geométrico
da proteina. Regido em laranja marca um desvio padrao acima e abaixo do raio médio. 'IN’ e ‘EX’
denotam as porgées intracelulares e extracelulares respectivamente. Linha pontilhada marca raio
iguala 1,5 A.
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Figura 6.5 Poro da LmAQPa calculado com o programa HOLE. Nota-se a curva no canal acima do
motivo NPA.

6.2.2 Permeabilidade a Agua

Observa-se a passagem de agua no canal em todas as simulacdes, ainda
que em menor grau que nas aquagliceroporinas, uma vez que o fluxo é
frequentemente interrompido devido ao movimento de alguns residuos (vide Y222
e H125 em LmAQPY). Ainda assim, pr e pd (Tabela 6.2) atestam que ha transporte
de moléculas de agua no sistema e este é comparavel com os valores reportados
para outras AQPs da literatura.

A razdo pt / pa parece concordar com as medidas experimentais para
proteinas da familia (entre 7-14), também havendo certa relagdo com o numero de
minimos observados na Figura 6.6.
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Pt [10-14cm3s1] Pd [10-14cm3s1] pf / Pd
LmAQPa 4.71 £ 0.46 1.37 £0.34 3.43 £ 0.91
LmAQPB 7.42 + 0.91 1.02 £0.24 7.27 +1.93
LmAQPy 5.17 £ 0.36 0.99+£0.18 5.22 £1.01

Tabela 6.2 Permeabilidade osmética (pr) e permeabilidade auto difusiva (ps) em LmAQPa LmAQPS
e LmAQPy.

O mapa de densidade (Figura 6.6) chama a atencéo para a similaridade entre
os poros de LmAQPa e LmAQPYy. Estes apresentaram um numero similar de
minimos e em posi¢coes analogas, onde a correspondéncia para valores de { < 0,
porcdo proxima ao citosol, € quase exata. Ambos os poros estdo centrados em
valores de raio proximos a 4.0 A, o que pode indicar a irregularidade do trajeto do
poro (Figura 6.5). No mapa de densidade, a tirosina Y222 na LmAQPy esta
localizada préximo de ¢ = -5, a regido que apresenta uma pequena barreira entre
dois minimos. Logo, entdo é razoavel assumir que o efeito da movimentacao da
cadeia lateral é significativo.

A LmAQPS, por sua vez, apresenta minimos mais esparsos e uma populagao
significativamente maior de moléculas de agua. Ademais, uma regidao de baixa
densidade/barreira ndo € perceptivel na regiao correspondente ao SF (em {=5), 0
que atesta a pouca importancia estrutural do mesmo. Na por¢cdo mais estreita do
canal (Figura 6.4) proximo a ¢ = -5, ocorre a maior barreira de energia a passagem
de moléculas de agua do raio do canal, como indicado pela significativa reducao da
densidade local.
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Superficie de Energia Livre da Agua

3.0

Raio [A]
Energia Livre [kJ. mol~1]

Coordenada do Poro  [A]

Figura 6.6 Mapa de densidade da agua dentro do canal da LmAQPa, LmAQPB e LmAQPy. ‘EX
indica a porgao do canal em contato com o meio extracelular e ‘IN’ com o meio intracelular;
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6.3 3D-RISM

Em um primeiro momento, a analise dos PMFs do canal leva a concluir que
o comprimento dos canais sao significativamente maiores que os apresentados em
PfAQP1 (Figura 6.7). No entanto, o perfil energético nas extremidades do canal é
afetado pela presenca dos loops extracelulares da proteina préximos a regiao,
assim, mesmo que ja no ‘bulk’ o PMFs apresenta barreira energéticas e fossos que

néo correspondem ao sistema real. Deve-se entender estas regides enquanto um
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artefato computacional resultante da integracdo da funcao de correlagdo se dar

apenas em uma area retangular fixa. Assim, o PMF para LmAQPa deve ser

considerado apenas no intervalo de C € [-10, 20], para LmAQP no intervalo C € [-
10, 15] e para LmAQPy C € [-10, 15].

Energia [kpT]
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40 30 20 10 0 10 20 30 40
Coordenada do Canal ¢ [A]

Figura 6.7 PMF normalizado pela &rea obtido para agua e hidrénio.



ions cloreto e sédio: a regido responsavel pela seletividade contra anions parece
ser 0 NPA visto que que estas regides apresentam barreiras de entre 2-3 ko T. Essas
também sdo expressivamente maiores que as em LmAQP1 e PfAQP1 o que sugere
que as aquaporinas classicas nao exibem permeabilidade significativa a anions.

Barreiras para o Na*, como esperado, indicam que ndo ha passagem do cation.
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Figura 6.8 PMF normalizado pela area obtido para o cloreto e o sédio.
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Amonia e ureia: LmAQPf possui barreiras relativamente pequenas para amoénia,

enquanto em LmAQPa e LmAQPR estas chegam a pouco mais de 1 koT. Para a

ureia, todas as barreiras sdo bastante elevadas, principalmente nas por¢cées mais

estreias dos canais, o que indica que predomina o efeito estérico neste caso.
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Figura 6.9 PMF normalizado pela area obtido para aménia e ureia.
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Diéxido de carbono e metanol: o perfil energético do diéxido de carbono diverge
significativamente do perfil para a molécula agua em LmAQPy. Uma barreira
acentuada proxima aos residuos Y222 e H125 (¢ = -10), na regiao do NPA, foram
0s principais contribuintes para tal. Ja o metanol difere em maior grau do perfil
energético exibido para a agua. Barreiras em LmAQPa e LmAQPy sé&o
significativas, de 1 ko T e 2ko T, respectivamente. Ja em LmAQP, a barreira € menos

restritiva ( ~0.8kbT), ainda que seja relevante quando comparada aos demais
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Figura 6.10 PMF normalizado pela drea obtido para didoxido de carbono e metanol.



6.4 Conclusoes

As estruturas da LmAQPa, LmAQPB e LmAQPy foram obtidas por via de
modelagem por homologia. LmAQPa e LmAQPy apresentam estruturas
semelhantes, sendo que nenhuma delas exibe a regido do SF, de modo que
0 poro dessas € muito mais hidrofébico que as demais aquaporinas
estudadas. LmAQPB parece possuir um SF ndo canénico. No lugar de
residuos carregados positivamente (histidina e arginina), como € comum em
aquaporinas classicas, a proteina apresenta duas glutaminas e uma glicina
préximos a porcao extracelular. No entanto, a importancia da regido néo é
clara, uma vez que ndo é observado um estreitamento do raio préximo ao SF
e também nao se notam modificagcdes do mapa de densidade.

Ainda que os modelos gerados apresentem qualidade significativamente pior
que a estrutura da LmAQP1, foi observada, nas simulagbes, a preservagao
da estrutura do canal e passagem de agua no poro, ainda que interrompida
por vezes;

Canais da LmAQPa e LmAQPy caracterizam-se principalmente por
apresentar um perfil irregular, ainda que os sitios de ligagdo da agua sejam
bem definidos nestes. E possivel que LmAQPY esteja em uma configuracéo
ndo produtiva, dada a interacao da histidina 125 com a tirosina 222 no poro;
LmAQPR apresenta SF e raio de poro relativamente largos. O valor de ps
sugere que esta caracteristica favorece o transporte de agua;

Nenhuma das aquaporinas exibe transporte de anions, mas a regiao parece
ser de crucial importancia no processo. LmAQPa e LmAQPy podem exibir
permeabilidade reduzida a aménia. Em LmAQPf3, no entanto, o perfil € muito
mais similar ao da agua, o que indica que esta seja capaz de transportar a
espécie.
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Capitulo 7

Consideracoes finais

Dado o exposto, o uso do 3D-RISM para estudo da superficie de energia livre
para diferentes moléculas ao longo do canal de aquaporinas (e indiretamente dos
processos de transporte destas moléculas através do canal) parece ser uma
alternativa ao uso de métodos mais caros de amostragem ampliada. No entanto,
este encontra suas limitagdes em sistemas onde os graus de liberdade da proteina
e diferentes conformacdes do solvente sejam importantes, ainda que algumas
dessas limitagdes possam ser mitigadas computando a média de mudltiplas
estruturas. O método parece concordar com os resultados experimentais para a
maioria dos sistemas utilizados (e.g hidrénio e cations em todas aquaporinas e
moléculas orgénicas - metanol - pequenas em LmAQP1 e PfAQP1).

Neste estudo, foi possivel observar que similaridades estruturais entre
LmAQP1 e PfAQP1 e entre LmAQPa e LmAQPY se refletem nos perfis energéticos
calculados pelo 3D-RISM. Destacam-se as seguintes observagdes: (1) PfAQP1 e
LmAQP1 apresentam barreiras energéticas reduzidas para o transporte de anions
e COz2. Aregidao de maior importancia no transporte de anions parece ser a do motivo
NPA; (2) de maneira geral, PMFs para a LmAQP1 apresentaram barreiras de
energia maiores, mesmo sendo similares aos de PfAQP1; (3) metanol e CO2
possuem perfis de energia similares indicando talvez que o efeito estérico do raio
do poro seja o dominante neste caso; (4) O perfil energético da amdnia indica que
esta é permeavel no poro da LmAQP1, LmAQPB e PfAQP1; (5) Canais da LmAQPa
e LmAQPy sao essencialmente hidrofébicos e apresentam irregularidades no
trajeto; (6) Motivo de fosforilagdo na LmAQPa proximos ao poro e o bloqueio parcial
do canal da LmAQPYy por Y222 indicam que a permeabilidade a agua do canal pode
ser modulada por modificacdes nestes residuos; (6) Residuos carregados no
ambiente do poro, o que normalmente caracteriza a regido do SF, parecem nao

afetar os perfis de permeabilidade em LmAQPS.



75

Todavia, ressalta-se que um estudo mais detalhado dos sistemas sera
necessario, a fim de elucidar suas fungdes na célula. Seriam de grande interesse,
principalmente, a obtencdo de estruturas cristalograficas e o estudo de diferentes
estados de protonagdo e fosforilagdo. Ao tocante do RISM, julga-se que seria
produtivo realizar analises similares com outras espécies (e.g. acidos organicos,
cetonas, boratos etc ) e com as formas ibnicas das substancias ja estudadas (e.g.

aménio, bicarbonato).
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