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RESUMO

Neste trabalho, a docagem e a dindmica molecular foram utilizadas para investigar a
interacdo entre oligonucleotideos e duas bases de Trdger: uma base simétrica - contendo
duas proflavinas — e uma base assimétrica — contendo uma proflavina e uma fenantrolina.
Nas docagens que utilizaram DNA canbnico com gap como receptor, os resultados
reproduziram corretamente a estereosseletividade da interacdo, que favorece os isbmeros
levorrotatdrios em relacdo aos dextrorrotatorios, e apontou para 0os modos de interacao
sugeridos pela literatura: ligacdo ao sulco menor para a Troger simétrica e intercalagdo com
ligagdo ao sulco menor (modo misto) para a Troger assimétrica.

Para as simulacdes, foram escolhidos quatro complexos contendo os enantidmeros
levorrotatérios das bases de Troger e oligonucleotideos com e sem gap. Embora os
complexos representassem pontos de partida diferentes, houve convergéncia entre aqueles
que continham o mesmo oligonucleotideo como receptor. Os complexos com DNA com
gap (complexos de intercalacdo) convergiram para um modo misto de interacdo, com
intercalacdo de uma proflavina, enquanto os complexos com DNA sem gap (complexos de
ligacdo ao sulco menor) convergiram para um modo de interagcdo novo, em que as bases de
Troger se ligam ao sulco menor unicamente através da ponte diazocina, com 0s
substituintes projetados para fora.

Os complexos de intercalacdo apresentaram tempos de residéncia altos (20 ns) e
diminuiram o angulo de tor¢do da dupla hélice na regido do gap, levando os angulos o e y
da cadeia principal para uma regido nao-canénica, associada a forma A do DNA. Ja nos
complexos de ligacdo ao sulco menor, houve mudanga tanto do modo como do sitio de
interacdo e, embora tenham ocorrido eventuais curvaturas no DNA, ndo houve alteracfes
significativas nos angulos da cadeia principal, de modo que a estrutura global do DNA se
manteve dentro da regido considerada B-candnica.

Dessa forma, os resultados sugerem que a intercalacdo (com adicionais contatos no
sulco menor) seja 0 modo preferencial de interagcdo dessas bases de Troger com 0 DNA. O
modo de ligagdo ao sulco menor, por depender quase que exclusivamente da ponte
diazocina, seria independente da quiralidade e, portanto, ndo seria capaz de explicar

enantiosselevidade das bases de Troger.



ABSTRACT

In this work, molecular docking and molecular dynamics simulations were applied
to investigate the interaction between DNA oligomers and two Troger bases: a symmetric
Troger base derived from proflavine and a mixed Troger base containing proflavine and
phenanthroline. The dockings that used canonical DNA with an artificial intercalation gap
as receptor correctly reproduced the stronger DNA binding affinity of the levorotatory
isomers when compared to the dextrorotatory ones. Moreover, the results pointed out to the
binding modes suggested, yet not established, by experimental data: minor groove binding
for symmetric Troger base and intercalation with additional minor groove binding for the
asymmetric one.

For the simulations, four complexes were selected, containing the (-)-isomers of the
Troger bases and DNA oligomers with or without intercalation gap. Interestingly, the
systems containing the same DNA as receptor converged to similar binding modes: those
containing DNA with gap (intercalation complexes) resulted in a mixed binding — with one
proflavine intercalated and the other moiety occupying the minor groove — while those
containing DNA without gap (minor groove complexes) lead to a new binding mode, in
which the Troger bases interact with the minor groove mainly through the diazocin bridge.

In the intercalation complexes, the ligands presented long residence times (20 ns)
and also unwound the double helix in the region of the intercalation gap, leading some
backbone angles (o. and y) to assume non-canonical values typical of the A form of DNA.
In minor groove complexes, the ligands displayed enhanced mobility — changing both the
binding mode and the binding site — and, although they promoted some bending of the
double helix, the main chain torsion angles of DNA remained in the B-canonical region.

Altogether, these results suggest that intercalation of proflavine (with additional
contacts in the minor groove) might be the stronger DNA binding mode for these Troger
bases. Since the minor groove binding depends almost exclusively of the diazocin bridge, it
appears to perform independently of the ligand chirality and, therefore, could not explain

the enantioselectivity of the interaction.



1. INTRODUCAO

1.1 LIGANTES DE DNA

Ha algumas décadas, moléculas capazes de se ligar a acidos nucléicos vém sendo
usadas como farmacos antibiéticos e/ou antitumorais,* devido ao seu efeito citotéxico,
além de serem importantes para 0 avanco das pesquisas em biologia molecular. Hoje,
com o conhecimento do genoma de diversos organismos e tendo em mente 0s inimeros
processos celulares que envolvem diretamente acidos nucléicos, grande atencdo esta
voltada para a descoberta de novas moléculas capazes de interagir com o DNA.> Essa
tendéncia é reforcada pelo fato de que os agentes antitumorais que atuam sobre 0 DNA
estdo entre os mais eficazes em uso clinico atualmente, ainda que sejam pouco seletivos
e, consequentemente, bastante toxicos.®

Na maioria dos casos, embora 0 modo de interacdo de muitos farmacos com o
DNA seja conhecido, ainda pouco se sabe sobre 0s mecanismos pelos quais essa
interacdo gera seus efeitos bioldgicos. As hipoteses mais provaveis sugerem que as
distorcBes provocadas na estrutura do DNA por esses ligantes interfiram em processos de
replicacdo, transcricdo ou no reparo do DNA (bloqueando a acdo de enzimas como
helicases, topoisomerases, polimerases, etc).” Trabalhos recentes com antitumorais da
classe das ecteinascidinas, por exemplo, sugerem que a distorcdo provocada por essas
moléculas a dupla hélice atrai enzimas do sistema de reparo por excisdo de nucleotideos
(NER), que sdo estabilizadas no local da distorcdo, produzindo danos irreversiveis ao
DNA.%?

Com relacdo ao modo de ligagéo, ja estd bem estabelecido que a grande maioria
dos ligantes ndo peptidicos (farmacos ou agentes toxicos e carcinogénicos) interage com
0 DNA através de dois mecanismos distintos: i) intercalacdo entre pares de bases; ii)
ligacdo ao sulco menor (Figura 1). %1% 0 sulco maior, embora ofereca mais sitios
aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio, possui uma geometria demasiadamente
larga e rasa para o encaixe de ligantes pequenos. Além disso, sendo o sitio de interacao



preferencial para a maioria das proteinas,®> é provavel que o sulco maior seja

consideravelmente menos disponivel do que o sulco menor no ambiente celular.

INTERCALACAO  LIGAGAO AO SULCO MENOR
(PDB 1Z3F) (PDB 1DNE)

Figura 1. Principais modos de interagdo com o0 DNA,
exemplificados com a elipticina (laranja) e com a
netropsina (rosa).

Dentre os principais modos de interagdo de ligantes pequenos, a intercala¢do € o
modo mais comum pelo qual moléculas rigidas e aromaticas reconhecem o DNA. Como
a intercalagdo depende principalmente de interagdes do tipo z-stacking em conjunto com
interagdes eletrostaticas, a maior parte dos intercaladores classicos (tais como o etideo ¢ a
proflavina (Figura 2A)) ndo apresenta significativa seletividade de sequéncia.'"'> No
entanto, existem também intercaladores mais complexos, como a actinomicina e a
equinomicina'® que, além de intercalar, fazem contatos adicionais com algum dos sulcos,
resultando em modos de interagdo mistos com maior seletividade de sequéncia.

E também bem estabelecido que os agentes intercaladores impdem graves
alteragdes estruturais no DNA ao abrir uma “lacuna” (ou gap) de intercalacdo entre dois

pares de bases consecutivos.” Além do proprio gap, a alteragio mais evidente consiste em



uma significativa redug¢do do angulo de tor¢do (ou 7Twist) da dupla hélice, efeito que ¢
considerado uma assinatura deste modo de intera¢do.”'""!* Esse “desenrolamento” parcial
do DNA decorre diretamente do aumento da distdncia entre pares de bases unidos por
uma cadeia principal de comprimento finito e tem como consequéncia o aumento das
interacdes z-stacking devido a melhor sobreposicdo entre os anéis aromaticos do
intercalador e das bases nitrogenadas.

Portanto, devido a essas fortes alteracdes estruturais da dupla hélice, o modo de
intercalagdo pode ser considerado, em uma analogia com as interagdes enzima-substrato,
como uma interacao do tipo encaixe-induzido.

Usando essa mesma analogia, a ligagdo de agentes como a netropsina e a
distamicina (Figura 2B) ao sulco menor pode ser considerada mais semelhante a uma
interagdo do tipo chave-fechadura, ja que pouca ou nenhuma distor¢do aparente ¢

o . L . 16,17
observada na dupla hélice ap6s a ligacdo dessas moléculas. ™

De fato, essas poliamidas
aromaticas apresentam uma forma naturalmente curvada que se encaixa facilmente a
topologia da dupla hélice.'> Essa complementaridade de formato permite um encaixe bem
ajustado do ligante ao sulco menor, reforgando as interagdes de van der Waals com as
paredes do sulco, bem como as interacdes eletrostaticas entre grupamentos catidénicos do
ligante e os fosfatos da cadeia principal.'*'®

Além disso, a netropsina e a distamicina pertencem a uma classe de ligantes de
sulco que atraiu consideravel aten¢do da comunidade cientifica em funcdo da sua
significativa seletividade por sequéncias ricas em adenina e timina, mostrando que ¢

possivel obter ligantes de DNA sequéncia-especificos.'*"”

De acordo com Bailly e
Chaires,'® essa seletividade se deve a uma combinagio de diferentes fatores: (i) ligacdes
de hidrogénio entre os grupamentos NH da poliamida e as bases nitrogenadas (O2 da
timina e N3 da adenina); (ii) adequada complementaridade geométrica favorecendo as
interacdes de van der Waals com as paredes do sulco; e (iii) interacdes eletrostaticas.

No entanto, o fator preponderante parece ser o fator geométrico,'” pois sequéncias
ricas em adenina e timina produzem um estreitamento do sulco menor de 4-5 A em
relagio a sequéncias ricas em guanina e citosina.'” Além disso, a presenca de um

grupamento NH, apontando para o sulco menor nas guaninas (N2) torna o sulco menor

de sequéncias poli(CG) mais raso em rela¢io ao sulco menor de sequéncias poli(AT).'®



Ou seja, o aumento das interagdes de van der Waals em um sulco estreito e profundo ¢
considerado como a principal origem da seletividade de sequéncia das poliamidas
aromaticas, que por isso sdo chamadas de agentes formato-seletivos.™*'®2

Em resumo, intercalagdo e ligacdo ao sulco menor consistem nos principais
modos de interagdo de moléculas pequenas com os acidos nucléicos. Claramente, a
intercalacdo ¢ um mecanismo do tipo de encaixe-induzido, enquanto que a ligacdo nao-
covalente de agentes formato-seletivos parece seguir um mecanismo tipo chave-
fechadura. Existem ainda ligantes capazes de se ligar covalentemente ao sulco menor -
como a antramicina’' e a saframicina A** - e ligantes que combinam mais de um modo de
liga¢do - como, a actinomicinal,13 a equinomicina14 e a aflatoxina B; > No entanto, por se
tratarem de modos de interagdo mais complexos, ndo ¢ possivel classificar de um modo

geral a interacdo desses ligantes em encaixe-induzido ou chave-fechadura, mesmo no

caso de agentes estruturalmente relacionados.

A (B A
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Figura 2. Ligantes de DNA. A) Intercaladores cldssicos; B) Ligantes de
sulco menor formato-seletivos.



1.2 BASES DE TROGER

A primeira base de Troger (2,8-dimetil-6H,12H-(5,11)-metanodibenzo
[b,f][1,5]diazocina) foi sintetizada por Julius Troger em 1887,% através da condensacéo
da para-nitroanilina com formaldeido na presenca de acido cloridrico. A estrutura da
base de Troger foi determinada em 1935 por Spielman, mostrando tratar-se de uma
molécula de estrutura rigida ¢ em forma de “V”, sendo 0s planos dos anéis aromaticos
praticamente perpendiculares entre si (Figura 3). Além disso, as bases de Troger possuem

dois nitrogénios estereogénicos e sdo, portanto, compostos quirais.”®

(-(R.R) (+)-(S.9)

Figura 3. Enantibmeros de uma base de Troger simétrica com substituintes proflavina.

Em 1991, Yashima et al. sintetizaram um derivado de base de Trdger contendo
dois substituintes bis(1-10)fenantrolina e mostraram, pela primeira vez, que esse
composto é capaz de se ligar de forma ndo covalente a0 DNA.?" Desde entdo, alguns
trabalhos vém investigando a interacdo com o DNA deste e de outros derivados de bases
de Troger que contenham como substituintes moléculas conhecidas pela sua capacidade
de interacdo com écidos nucléicos como a fenantrolina e a proflavina.®* Segundo Valik
et al., esses compostos possuem grande potencial como ligantes de DNA, devido a sua
quiralidade e as diferentes possibilidades de interacdo com os &cidos nucléicos.®* E
possivel, por exemplo, que essa interacdo de alguma forma afete os processos de
transcricdo, replicacdo ou reparo do DNA, como ocorre com alguns farmacos antibioticos
e quimioterapicos®. No entanto, devido & falta de um conjunto mais amplo de dados

experimentais, ainda é cedo para se especular sobre uma possivel aplicacdo farmacéutica



para esses compostos, ja que ainda ndo foram realizados ensaios a fim de compreender 0s
efeitos bioldgicos dessa interacdo (citotoxicidade, dano ao DNA, mutagenicidade, etc).

Como pode ser observado na Figura 3, a geometria da base de Troger garante aos
seus derivados um formato de hélice que pode ter sentido igual ou oposto ao sentido das
hélices do DNA. Em 1991, Yashima et al. ja haviam sugerido que o enantibmero
levorrotatorio, sendo de méo direita, resultaria em um melhor encaixe as hélices de um B-
DNA.?" Essa previsdo foi de fato confirmada por Tatiboliet et al.?® e posteriormente por
Bailly et al.®® e Baldeyrou et al.,*® que mostraram através de estudos de desnaturac&o
térmica que o enantidmero (-)-(R,R) possui maior afinidade pelo B-DNA do que o
enantibmero (+)-(S,S).

A Figura 4 mostra as duas bases de Troger cuja interacdo com o DNA foi mais
bem investigada até 0 momento: a) uma base de Trdger simétrica (com dois substituintes
proflavina) e b) uma base de Troger assimeétrica (com substituintes proflavina e
fenantrolina). Embora a interacdo dessas moléculas com o DNA tenha sido confirmada
por ensaios de desnaturacdo térmica, 0 modo como essas moléculas interagem com o

DNA ainda ndo foi devidamente elucidado.
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Figura 4. Bases de Troger que interagem com o DNA. a) Base de Troger

simétrica contendo dois substituintes proflavina. b) Base de Troger
assimétrica contendo substituintes proflavina e fenantrolina.

Estudos de DNase footprinting revelaram que o enantidbmero (-) da base simétrica
apresenta moderada seletividade por determinadas sequéncias®® e que o enantidmero (-)
da base assimétrica apresenta moderada seletividade apenas quando em baixas
concentrag6e5.3° Por outro lado, os enantidmeros (+) sdo completamente desprovidos de

seletividade de sequéncia, 0 que sugere gue os enantidmeros (-) e (+) de cada derivado



apresentam modos de interacdo diferentes com o DNA.?3 Além disso, estudos
bioquimicos e dados espectroscopicos sugerem que o enantibmero (-) da base de Troger
simétrica interage com o DNA através de ligacdo ndo covalente ao sulco menor, apesar
de conter substituintes conhecidos como intercaladores.? Estudos semelhantes realizados
por Baldeyrou et al. sugerem que o enantidbmero (-) da Tréger assimétrica interage com o
DNA através de um mecanismo misto (com intercalacdo da proflavina e encaixe da
fenantrolina no sulco menor).*

Neste contexto, Abella et al. sintetizaram bases de Troger contendo 2-(4’-amino-
2’hidroxifenil)benzazdis que, devido a sua fluorescéncia, poderiam ser explorados como
novas sondas de DNA.* Apesar de ndo conterem substituintes sabidamente capazes de
interagir com acidos nucléicos, experimentos preliminares mostraram que estes derivados
fluorescentes séo capazes de interagir com o DNA (comunicacao pessoal do Prof. Valter
Stefani, UFRGS). Isso ndo s ressalta o potencial desses compostos como moléculas
marcadoras, como levanta a hipOtese de que possivelmente seja a geometria intrinseca
das bases de Troger, e ndo 0s seus substituintes, que garante a interagdo com 0s &cidos
nucléicos.

A elucidacdo dos mecanismos moleculares envolvidos na interacdo de diferentes
derivados de Troger com o DNA é certamente de grande importancia para descobrir se
existe um mecanismo unico de interacdo entre derivados de Tréger e 0 DNA - 0 que
resultaria em uma nova classe de ligantes - ou se a estrutura em “V” da Troger consiste
em um versatil arcabouco capaz de modificar, combinar ou mesmo potencializar as

propriedades de interacdo dos seus substituintes.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAIS

Elucidar computacionalmente os mecanismos moleculares envolvidos na
interacdo entre derivados de Troger e o DNA, visando propor modos de interagdo mais

provaveis e determinar possiveis sitios ou sequéncias preferenciais de interacéo.

2.2 ESPECIFICOS

Construir e validar um protocolo para adaptar a metodologia de docagem
molecular aos acidos nucléicos, utilizando para isso ligantes de DNA com modo de
interacdo conhecido.

Obter, através de docagem molecular, complexos provaveis entre bases de Troger
e segmentos de DNA para serem utilizados como ponto de partida nas simulacfes de

dindmica molecular.

Investigar a estabilidade dos complexos entre bases de Troger e oligonucleotideos
através de simulacdo por dindmica molecular, bem como as alteragbes estruturais

provocadas pela ligacdo desses compostos a dupla hélice.



3. ESTUDOS DE DOCAGEM MOLECULAR

3.1 INTRODUCAO

1.;** Moitessier et al.*®)

3.1.1 Docagem Molecular (baseada em Kitchen et a

A docagem molecular (do termo em inglés molecular docking) consiste em um
método computacional que “atraca” ligantes pequenos a seus alvos macromoleculares, e
pontua (scores) a potencial complementaridade entre eles.

Basicamente, um programa de docagem é composto por um algoritmo de busca e
por uma funcdo de escore. O algoritmo de busca explora o espaco de fases, buscando
possiveis conformacdes e orientacbes do ligante, enquanto a funcdo de escore pontua 0s
resultados obtidos pelo algoritmo de busca. Dessa forma, a fungéo de escore ndo somente
direciona o processo de docagem para 0 modo de ligacdo mais favoravel, como também
fornece um ranking dos resultados obtidos ao final do processo e, muitas vezes, é
formulada para predizer a atividade bioldgica dos ligantes.

Os algoritmos de busca podem ser divididos em trés classes: métodos de
simulacdo, métodos sistematicos e métodos estocasticos. Os métodos de simulacéo
incluem a simulacéo por dindmica molecular e métodos de minimizacdo de energia, mas,
embora permitam um tratamento detalhado do sistema, dificilmente sdo capazes de
transpor barreiras energéticas entre minimos locais em um tempo computacionalmente
viavel. Dessa forma, geralmente sdo utilizados apenas como algoritmos de busca local
para complementar algoritmos de busca global.

Os métodos sistematicos se propdem a explorar sistematicamente todo o espago
de fases, mas enfrentam o problema da explosdo combinatorial quando o ligante é uma
molécula flexivel. J& os métodos estocasticos operam aplicando alteracGes aleatorias para
cada ligante, que sdo avaliadas por uma fungédo de escore e podem ou ndo ser aceitas em
cada etapa. O programa AutoDock,* por exemplo, oferece tanto o algoritmo de Monte
Carlo conhecido como Simulated Annealing como também algoritmos genéticos, que
adaptam principios de competicdo bioldgica e de dinamica de populagdes e que tém se

mostrado promissores na exploracédo aleatoria do espaco de fases.



3.1.2 Algoritmos Genéticos e o AutoDock 4.0 (baseado em Morris et al.*®)

Fundamentalmente, os algoritmos genéticos se baseiam no conceito evolutivo de
que a solucdo para um determinado problema adaptativo se encontra espalhada no pool
génico de uma populacdo de individuos. Esse conceito pode ser melhor compreendido
através do exemplo mostrado na Figura 5, que trata de uma populacdo de predadores
carnivoros. Para esses predadores, seria vantajoso possuir dentes bastante pontiagudos e
uma Vvisdo agucada, caracteristicas fenotipicas que sdo codificadas pelos genes azuis e
vermelhos, respectivamente. A solucdo para o problema evolutivo neste exemplo seria,
portanto, encontrar um individuo que possuisse os dois alelos ativos para ambas as
caracteristicas, o que Ihe daria dentes muito pontiagudos e visdo muito agucada. Embora
inicialmente ndo exista nenhum individuo com este genotipo, podemos ver que a solucao
estd presente na populacdo como um todo, pois uma operacdo de crossing-over entre 0s
individuos C e D poderia levar a um individuo com o genoétipo ideal. O papel do
algoritmo genético € justamente aplicar operadores genéticos (como crossing-over e
mutacdo génica) em uma populacdo inicial, produzindo novas geracdes de individuos até

gue uma solucdo satisfatoria seja encontrada.

Ativo Inativo Genétipo 6timo

Dentes pontiagudos O @Q-
Visdo agucada - . .

Populacio inicial de predadores
-~ ~

A O- C O_ Crossing-over
s [O D

\ _/

Figura 5. Exemplo do conceito dos algoritmos genéticos. Adaptado de
http://www.rennard.org/alifeenglish/gavintrgb.html.
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No contexto da docagem, cada individuo corresponde a uma determinada
orientacdo do ligante no espaco e a solucdo adaptativa corresponde a melhor orientacédo
do ligante para interagir com o receptor. Cada individuo, portanto, é representado por um
arquivo (que pode ser considerado como um cromossomo), que contém variaveis (ou
genes) de translacdo, orientacdo e conformacdo. Esse arquivo contendo as variaveis de
estado é considerado, em uma analogia com a genética, o genotipo do individuo, e pode
ser “traduzido” para um arquivo de coordenadas atomicas, considerado o fendtipo.

Basicamente, os algoritmos genéticos operam de acordo com o esquema mostrado
na Figura 6. Inicialmente é gerada uma populacdo de individuos (ligantes) posicionados
aleatoriamente no espaco. Em seguida, é feita uma estimativa da energia de interacdo de
cada ligante com o receptor, a fim de selecionar os progenitores, ou seja, os individuos
sobre os quais serdo aplicados os operadores genéticos de mutacdo ou de crossing-over.
Se os individuos gerados produzirem energias de interacdo mais favoraveis do que os
progenitores, eles sdo selecionados para substituir os piores individuos da geracdo

anterior. Dessa forma, sdo realizados diversos ciclos de geracGes até que se atinja o

numero méaximo de geracdes ou de avaliacdes de energia, ambos definidos pelo usuério.

< Nova geracido

|

i Escolha dos melhores individuos i
i gerados para substituir os piores da i
i geracgdo anterior. ;

Y

Crossing—over »— Mutacao

Figura 6. Esquema de funcionamento do algoritmo genético no
AutoDock 4.0. Adaptado de Morris et al.*®
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Em muitos programas de docagem — ndo apenas 0s que usam algoritmos
geneticos - a avaliacdo das conformaces obtidas € feita através de funcdes de escore que
foram parametrizadas para estimar energias livres de interagcdo. Essas fungdes sé&o
consideradas semi-empiricas, pois combinam expressdes extraidas de campos de forca da
mecanica molecular, com coeficientes empiricos obtidos a partir de um conjunto de
dados experimentais — constantes de afinidade entre ligantes e receptores, por exemplo.
Algumas funcgdes de escore estimam também as contribui¢des entrdpicas, como a fungdo
de escore do AutoDock 4.0 que possui, além dos termos entalpicos, que estdo baseados no
campo de forca AMBER, dois termos completamente empiricos formulados para estimar
a perda de mobilidade conformacional do ligante e a reorganizacdo do solvente apos a
ligacdo®’. Apesar de ser mais facil incluir termos entrépicos de forma empirica, a
desvantagem desta abordagem é que a eficiéncia e a confiabilidade das funcdes de escore
empiricas e semi-empiricas sdo fortemente dependentes do conjunto de dados

experimentais utilizados na parametrizacéo.

3.1.3 Docagem aplicada a acidos nucléicos

A dependéncia do conjunto de parametrizacdo utilizado € uma das principais
limitacbes da docagem, devido ao fato de que a maior parte das funcbes de escore
disponiveis atualmente foram parametrizadas com proteinas, e 0s programas validados
apenas para essa classe de moléculas e seus ligantes. Muito provavelmente por essa
razdo, existe ainda um ndmero muito pequeno de trabalhos utilizando a docagem

molecular para cidos nucléicos,***®

apesar de 0 DNA ser sabidamente alvo de uma série
de farmacos antibioticos e antitumorais.

Como se sabe, os &cidos nucléicos sdo estruturalmente bastante diferentes das
proteinas e possuem caracteristicas Unicas, como alta densidade de carga e geometria
quiral. Além disso, os &cidos nucléicos ndo apresentam um sitio de ligacdo unico e bem
definido para cada ligante, como ocorre com as proteinas. Como consequéncia, iSso nos
leva a questionar se os programas de docagem validados para proteinas também
produzem resultados razoadveis em docagens com acidos nucléicos. Essa questdo foi

recentemente abordada por Holt et al.,*® que mostraram que o programa AutoDock
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reproduz corretamente a estrutura cristalografica de diversos ligantes de sulco e
intercaladores ligados ao DNA, com uma resolucéo de aproximadamente 2A. No entanto,
embora as redocagens (ou seja, docagens usando a estrutura cristalogréfica original do
receptor) sejam consideradas Uteis como uma primeira indicacdo da acurécia da docagem,
esse procedimento tem se mostrado pouco Gtil na descoberta de novos ligantes.*®
Portanto, o emprego de métodos de docagem com DNA para a elucidacdo de mecanismos
de ligagdo desconhecidos — ou seja, sem dados experimentais prévios e conclusivos —
permanece um desafio.

Além do mais, o DNA ¢é uma molécula bastante flexivel que pode assumir

isoformas estruturalmente distintas,**>

como ilustrado na Figura 7, que mostra as
isoformas A e B do DNA. Podemos ver nestas estruturas que a forma A é
consideravelmente mais achatada em comparacdao com a forma B. Além disso, o B-DNA
possui sulcos distintos em largura, porém semelhantes em profundidade, enquanto que,
no A-DNA, os sulcos diferem bastante em profundidade, sendo o sulco maior muito
profundo e o sulco menor bastante raso. Essa diferenca de profundidade dos sulcos na
forma A decorre de um afastamento dos pares de bases em relacdo ao eixo central da
dupla hélice, que pode ser observado na vista de cima dessa estrutura, onde fica evidente
a presenca de uma “cavidade” central, que ndo esté presente na forma B.

Apesar de a forma B ser a mais comum em ambiente fisioldgico, existem
evidéncias de que a forma A - assim como outras formas ainda mais diferentes, como o
Z-DNA>! — também ocorram no ambiente celular, induzidas pelo estresse topolégico ou
pela presenca de outras moléculas.>* Além das transicdes conformacionais, a forma B do
DNA também esté sujeita a distor¢fes locais, como curvaturas e desenovelamentos da
dupla hélice, que sdo de grande importancia para a interacdo com proteinas e outros
ligantes.™*"**5% Muitas vezes, a flexibilidade intrinseca de uma sequéncia para sofrer
uma determinada distorcdo pode ser o fator preponderante no reconhecimento desta
sequéncia por outra molécula.’” Diferentemente da seletividade sequencial que decorre
somente do padrdo de ligagdes de hidrogénio — chamado de leitura direta (direct readout)
—, esse tipo de seletividade pelo formato da dupla hélice é chamado de leitura indireta

(indirect readout) e decorre fundamentalmente da flexibilidade do DNA.
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B-DNA

Figura 7. A-DNA e B-DNA. Acima - vistas laterais;
abaixo - vistas de cima. As estruturas foram geradas
com 0 X3DNA,

Considerando agora que a maioria dos programas atuais de docagem ainda nao
leva em consideracdo a flexibilidade da macromolécula — tratando o receptor como rigido
ou semi-rigido — esta claro que esse tipo de reconhecimento indireto serd completamente
desconsiderado, a ndo ser que se conheca de antemao o tipo de distor¢do necessaria para
a interacdo com o ligante — como no caso de um agente intercalador. 1sso nos leva a uma
outra questdo pouco explorada até 0 momento: quando se trata de ligantes cujo modo de
ligacdo ao DNA ainda ndo foi elucidado, que conformacdo de oligbmero deve ser usada
como receptor? Claramente, diversos aspectos estruturais da conformacéo escolhida iréo

interferir na performance da docagem, especialmente quando ndo s6 o reconhecimento
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sequencial depende da flexibilidade, mas também a prépria interacdo, como no caso de
um mecanismo do tipo encaixe-induzido.

Nesse contexto, nds decidimos utilizar o programa AutoDock 4.0 para realizar ndo
apenas redocagens como também docagens cruzadas entre dois ligantes (elipticina e
netropsina) e quatro oligdmeros estruturalmente distintos (dois canénicos e dois
cristalograficos) a fim de estabelecer um protocolo padrdo capaz de identificar dois dos
principais modos de ligagdo ao DNA: intercalacdo e ligacdo ao sulco menor.
Posteriormente, esse protocolo serd utilizado para a docagem das duas bases de Troger
mais bem estudadas experimentalmente até o momento (ver Figura 3), para as quais

existem modos de interacdo sugeridos pela literatura, embora de forma nédo conclusiva.

3.2 METODOLOGIA

As docagens foram realizadas com o programa AutoDock 4.0, que utiliza uma
funcdo de escore empirica baseada na energia livre de ligacdo.**®" Entre os algoritmos
estocasticos oferecidos pelo pacote do AutoDock, foi escolhido o algoritmo genético
lamarckiano (LGA), que combina um algoritmo de busca global (algoritmo genético)
com um algoritmo de busca local (algoritmo de Solis e Wets>").

Para a fase de validacédo, dois complexos cristalograficos foram obtidos do Protein
Data Bank: um hexamero d(CGATCG), complexado com uma molécula de elipticina
(1Z3F™) e um dodecamero d(CGCGATATCGCG), complexado com uma molécula de
netropsina (LDNE®®). Como anteriormente mencionado, a elipticina é tipico agente
intercalador com atividade antitumoral, enquanto a netropsina é um antibidtico de origem

natural que interage com o DNA através de ligacdo ao sulco menor (ver secdo 1.1).

Etapa 1: redocagens

Primeiramente, a elipticina e a netropsina foram docadas nos oligdmeros dos
complexos cristalograficos 1Z3F e 1DNE, respectivamente. Para isso, foi feita a
separagdo das coordenadas atdmicas dos ligantes e dos oligonucleotideos, e o0s

hidrogénios polares e aromaticos foram adicionados com o pacote GROMACS.* A
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sequir, foram atribuidas cargas de Gasteiger-Marsili® para 0 DNA e para os ligantes com
o programa AutoDock Tools (ADT).*

Utilizando o ADT, foi criada uma malha de afinidade com 96x96x96 pontos e
uma resolucdo de 0,375 A, de modo a englobar o fragmento inteiro de DNA. Apds a
malha de afinidade ter sido centralizada na macromolécula (DNA), os mapas de afinidade
entre os atomos do ligante e da macromolécula foram gerados utilizando o mddulo
AutoGrid 4.0.

ApOs diversos testes variando pardmetros da docagem a fim de otimizar o
processo,® foi estabelecido um protocolo padrdo em que cada docagem consiste de 25
corridas, com uma populacdo inicial de 50 individuos, 50 x 10° avaliagbes de energia e
um ndmero maximo de 27.000 geracdes. Os operadores de mutagdo e crossing-over
foram aplicados com taxas de 0,02 e 0,80, respectivamente. Para o algoritmo de busca
local, foi escolhido o algoritmo de pseudo Solis e Wets®’, com um passo translacional de
0,2 A, um passo de orientacdo de 5° e um passo torsional de 5°. Para o restante dos
parametros, foram utilizados valores default do programa.

As conformagdes resultantes que diferiram por menos de 2,0 A em RMSD foram
agrupadas em um mesmo cluster, que é representado pela conformacédo energeticamente
mais favoravel dentro do cluster. Como a malha de afinidade incluiu ndo apenas o sitio
de ligacdo, mas todo o fragmento de DNA, ndo foi possivel utilizar o RMSD como
critério de acurécia. O critério utilizado foi uma classificacdo do modo de ligacdo através
de inspecdo visual em: ligacdo ao sulco menor, intercalacdo ou outros (ligacdo ao sulco

maior, interacdo com os fosfatos da cadeia lateral, etc).

Etapa 2: docagens diretas

Nessa etapa, 0s receptores cristalograficos foram substituidos por
oligonucleotideos candnicos (B-DNA) gerados pelo programa X3DNA,*® com sequéncias
semelhantes as dos oligonucleotideos cristalograficos. Como a macromolécula ndo pode
sofrer nenhuma alteracdo estrutural durante a docagem, um dos oligbmeros canonicos foi
modificado para incluir uma lacuna (gap) de intercalacdo. Para isso, 0 programa Swiss
PDB Viewer® foi utilizado para posicionar uma molécula de elipticina entre dois pares de

bases do DNA candnico, paralela a orientacdo dos anéis das bases nitrogenadas. A seguir,
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o complexo foi submetido a uma minimizacao de energia com o método steepest descent,
utilizando o pacote GROMACS e o campo de forca GROMOS 53A6°. A minimizacdo
resultou em um DNA modificado, com os pares de bases que flanqueiam a elipticina
separados por 6,50 A, o que caracteriza uma lacuna de intercalacdo. A molécula de
elipticina foi removida do complexo e o0 DNA modificado (ver Figura 9 B/F) foi usado
como receptor para a docagem direta da elipticina. As sequéncias dos oligdmeros
canonicos sdo d(CGCAATTCGC) (GCGAATTGCG) (sem gap) e d(CGGCATGCCG),
(com gap, indicado em negrito).

Etapa 3: docagens cruzadas

Nesta Gltima etapa de validacdo, foram realizadas docagens cruzadas: a elipticina
foi docada com os oligonucleotideos previamente utilizados como receptores para a
netropsina (sem gap) enquanto a netropsina foi docada com os oligonucleotideos

previamente utilizados como receptores para a elipticina (com gap).

Etapa 4: aplicacdo

Os receptores testados na etapa de validacdo foram utilizados para a docagem de
duas bases de Troger: uma base simétrica com substituintes proflavina e uma base
assimétrica com substituintes proflavina e fenantrolina. Sendo as bases de Troger
compostos quirais, foram construidos os dois enantibmeros (-)-(R,R) e (+)-(S,S)
utilizando o programa GaussView.*® As geometrias foram otimizadas com o programa

6 através de um calculo Hartree-Fock restrito usando a base 6-31G*. A

Gaussian,’
preparacdo dos ligantes foi feita como descrito anteriormente e a malha de afinidade foi
construida novamente de modo a incluir toda a estrutura do receptor. Os parametros da
docagem foram os mesmos empregados nas etapas de validacdo, exceto pelo aumento do

numero de corridas para 100 em vez de 25.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO %

Dentre as 25 corridas realizadas em cada docagem na etapa de validacdo, foram
analisadas as dez mais favoraveis energeticamente, ou seja, aquelas que apresentaram as
energias livres de interacdo mais negativas. A Tabela 1 apresenta um resumo dos
resultados para as docagens da elipticina (A, B, C e D) e da netropsina (E, F, G e H) com
os quatro diferentes oligbmeros. A/E sdo docagens com DNA cristalogréfico do
complexo elipticina-DNA (com gap); B/F sdo docagens com B-DNA canonico
modificado para conter um gap de intercalacdo; C/G sdo docagens com DNA
cristalografico do complexo netropsina-DNA (sem gap); e D/H sdo docagens com B-
DNA candnico (sem gap). Dessa maneira, A, B, G e H s&o docagens diretas, enquanto C,
D, E e F séo docagens cruzadas. Entre as docagens diretas, apenas as docagens A e G sdo
redocagens. Os perfis de clusters estdo mostrados na Figura 8 e as conformacgdes que
resultaram nas melhores energias de interacdo para cada docagem estdo ilustradas na

Figura 9.

Tabela 1. Resultados para as docagens da Elipticina (EL) e da Netropsina (NE).

Docagem Ligante DNA Nsuico (%) Nine (%) AGminima AG media
A EL Cristalogréfico (com gap)* 0 100 -8,71 (int) -8,71
B EL Canbnico (com gap) 50 50 -8,10 (int) -7,25
C EL Cristalogréafico (sem gap)? 100 0 -7,98 (sulco) -7,98
D EL Candnico (sem gap) 100 0 -6,51 (sulco) -6,51
E NE  Cristalografico (com gap)* 20 70 -7,62 (int) -6,74
F NE Canobnico (com gap) 90 0 -9,85 (sulco) 7,17
G NE Cristalogréafico (sem gap)? 100 0 -9,97 (sulco) -9,13
H NE Canbnico (sem gap) 100 0 -9,47 (sulco) -8,70

Nsuico, porcentagem de corridas resultando em sulco menor; N;,, porcentagem de corridas
resultando em intercalagdo, AGpinima, €nergia livre de interagdo mais favoravel da
docagem (kcal/mol); AGpegia €nergia livre de interacdo média da docagem (kcal/mol).

" original do complexo elipticina-DNA

? original do complexo netropsina-DNA
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3.3.1 Docagens diretas

Como esperado, os resultados mostram que o AutoDock é bastante eficiente para
predizer os modos de ligacdo da elipticina e da netropsina em redocagens (Tabela 1,
docagens A e G). A Figura 8 mostra que todas as corridas com a elipticina resultaram em
intercalacdo, com uma energia livre de interacdo média de -8,71 kcal/mol (8A), e que
todas as corridas com a netropsina resultaram em ligacdo ao sulco menor, com uma
energia livre de interacdo média de -9,13 kcal/mol (8G).

No entanto, quando os receptores cristalograficos originais foram substituidos por
DNA canbnico de sequéncia similar, tendéncias diferentes foram observadas para cada
tipo de ligante (Tabela 1, docagens B e H). A docagem da elipticina com DNA canonico
(com gap) mostra que a intercalacdo representou neste caso apenas 50% das corridas
(Figura 8B), embora continue sendo 0 modo de ligacdo preferencial em termos de energia
livre de interacdo (-8,10 kcal/mol). Ja& a docagem com da netropsina com B-DNA
candnico (sem gap) ndo mostrou nenhuma mudanga na porcentagem de corridas que
resultaram em ligacdo ao sulco menor (Figura 8H) em comparacdo com a docagem G.
Com relacdo as energias livres de interacao, o perfil de clusters da docagem H se mostrou
bastante similar ao da docagem G, com uma energia livre de interacdo média muito
favoravel (-8,70 kcal/mol).

Esses resultados estdo de acordo com 0s mecanismos caracteristicos de cada
modo de ligacdo. Considerando que a elipticina interage com o DNA através de um
mecanismo do tipo encaixe-induzido que ndo pode ocorrer durante o processo de
docagem, é natural que a docagem desta molécula dependa fortemente da conformacéo
escolhida do receptor. A netropsina, por outro lado, sendo uma molécula bastante flexivel
e cuja flexibilidade é levada em conta durante a docagem, pode sofrer adaptacOes
estruturais que levam a um encaixe bastante favoravel no sulco menor de um DNA

candnico, como mostrado pelos resultados da docagem H.
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Figura 8. Perfis de clusters para as docagens A-H. Cada cluster € representado
por uma barra em que a altura corresponde ao numero de conformacgdes do
cluster e a cor corresponde ao modo de ligacdo: M sulco menor; [ intercalagéo;
outro. A linha pontilhada indica a energia livre de interagdo média.
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3.3.2 Docagens cruzadas

Nas docagens cruzadas, 0s aspectos mecanisticos observados para a elipticina e a
netropsina se tornaram ainda mais evidentes. Como esperado, os resultados das docagens
C e D (Tabela 1) mostraram claramente que a docagem ndo foi capaz de reconhecer a
intercalacdo quando o DNA ndo possuia um gap de intercalagdo adequado. Essa
limitac&o de todos os programas de docagem que ndo levam em conta a flexibilidade do
receptor ja havia sido comentada na literatura.***! De fato, quando a elipticina foi docada
com DNA cristalogréafico (Figura 8C) ou canénico (Figura 8D) sem gap de intercalacao,
todas as corridas resultaram em ligacdo ao sulco menor, embora com energias livres de
interacdo ndo tdo favoraveis quanto as energias observadas para o redocagem (docagem
A).

Por outro lado, as docagens cruzadas com a netropsina mostraram que a ligacao
ao sulco menor continuou sendo reconhecida como um possivel modo de interacéo
mesmo quando o DNA apresentava um gap de intercalacdo (Tabela 1, Figuras 8E e 8F).
No entanto, os resultados da docagem E apontaram para intercalagdo como o modo de
interacdo preferencial para a netropsina tanto quantitativamente (70% das corridas) como
qualitativamente (melhor energia livre de interacdo). Ainda assim, é importante ressaltar
que as energias livres de interacdo desta docagem foram consideravelmente menos
favoraveis do que as energias das docagens G e H e, além disso, que a menor energia
livre de interacdo (-7,62 kcal/mol) ndo foi tdo negativa quando as energias resultantes da
intercalacdo da elipticina nas docagens A (-8,71 kcal/mol) e B (-8,10 kcal/mol).

Em comparagdo com a docagem E, a docagem F apresentou um perfil de clusters
bastante diferente (Figura 8F), pois a ligacdo ao sulco menor continuou sendo
reconhecida como o modo de interagdo preferencial e mais acessado (90% das corridas),
mesmo na presenca do gap de intercalacdo. Além disso, diferentemente da docagem E, na
docagem F nenhuma das corridas resultou em intercalacdo. A energia livre de interacdo
média (-7,17 kcal/mol), embora néo tenha sido comparavel as energias das docagens G e
H, foi ainda assim mais favoravel do que as energias livres de interagdo da docagem E (-
6,74 kcal/mol). Também notavel foi a menor energia livre de interagdo resultante da

docagem F, de -9,85 kcal/mol, portanto comparavel as menores energias das docagens G
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e H e também mais negativa do que a menor energia livre de interacdo resultante do

modo de intercalacdo na docagem E (-7,62 kcal/mol).

Figura 9. Conformagdes de melhor energia livre de interacdo para as docagens A-H. A
elipticina é mostrada em rosa e a netropsina em laranja. No DNA, as regifes CG sédo
mostradas em cinza e as regides AT sdo mostradas em magenta.

3.3.3 Analise conformacional dos receptores

No intuito de esclarecer os resultados apresentados acima, foi utilizado o
programa X3DNA para avaliar quantitativamente alguns parametros de hélice dos quatro
oligbmeros utilizados como receptores. Os resultados estdo mostrados na Tabela 2, e as
defini¢Bes dos parametros Twist e Rise podem ser encontradas na se¢éo 4.2.4.

Como pode ser concluido a partir dos valores de Twist, 0 DNA cristalografico
original do complexo com a elipticina estd numa forma relativamente “desenovelada”
(29,43% em comparacdo com o B-DNA candnico (35,73°). De fato, € bem estabelecido

5,15

que a intercalacdo impde um desenovelamento da dupla hélice,”™ que resulta em um
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aumento das interacGes z-stacking devido a uma melhor sobreposicdo entre as bases
nitrogenadas e os anéis do intercalador. Consequentemente, o valor bastante reduzido de
Twist nesse oligbmero é provavelmente um dos principais aspectos que favoreceram a
intercalagdo nas docagens A e E. (E importante ressaltar que, embora a fungéo de escore
classica do AutoDock ndo considere explicitamente a polarizabilidade molecular, os
resultados das docagens A e B sugerem que interacbes do tipo z-stacking sdo

suficientemente bem mimetizadas através de interacfes de van der Waals).

Tabela 2. Valores médios de parametros estruturais da dupla hélice.

DNA Twist ®)  P-P(A)  Rise (A)
Cristalografico (com gap)* 29,43 16,4 6,88 *
Canobnico (com gap) 34,38 12,4 6,50 *
Cristalogréfico (sem gap)? 36,22 11,1 3,42
Canonico (sem gap) 35,73 11,7 3,35

Twist, angulo de torcao entre dois pares de bases consecutivos; P-P, largura do
sulco menor; Rise, distancia entre dois pares de bases consecutivos. A analise
desses parametros foi feita com 0 X3DNA.

* valor para a os pares de bases que flanqueiam o gap de intercalagao.

" original do complexo elipticina-DNA

? original do complete netropsina-DNA

Por outro lado, considerando que ligantes como a netropsina possuem uma
curvatura natural compativel com a do B-DNA, é de se esperar que a afinidade da
netropsina pelo DNA seja negativamente afetada por uma reducédo da torcdo da dupla
hélice. Além disso, o desenovelamento do DNA também afeta a largura do sulco menor,
como pode ser observado nas distancias P-P da Tabela 2. Como anteriormente
comentado, as dimensdes do sulco menor sdo aspectos estruturais fundamentais para a
ligagdo de poliamidas formato-seletivas, de modo que um sulco menor profundo e
estreito permite um encaixe ajustado do ligante, aumentando as interacGes eletrostaticas e
de van der Waals. De forma contraria, o sulco menor raso e largo do DNA do complexo
com a elipticina (16,4 A) diminui a superficie de contato entre a netropsina e as paredes
do sulco, diminuindo as interacdes netropsina-DNA. Em outras palavras, a combinagéo

de caracteristicas estruturais marcantes observadas para esse oligbmero (baixo Twist e
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sulco menor muito largo) é provavelmente a principal razdo por tras do modo de
interacdo incorreto previsto na docagem E, em que dois dos anéis pirrdis da netropsina
estdo inseridos no gap de intercalagéo (ver Figura 9, A/E).

Como também revelado pela Tabela 2, os parametros estruturais para oS
oligdbmeros sem gap de intercalacdo sdo bastante similares entre si. Como resultado, ndo
é surpreendente que a docagem da netropsina a esses receptores tenha mostrado perfis de
clusters semelhantes (docagens G e H).

Ainda assim, as distancias P-P mostradas na Tabela 2 devem ser consideradas de
forma criteriosa, pois elas podem levar a concluséo de que o sulco menor cristalografico
(11,1 A) é apenas ligeiramente mais estreito do que o sulco menor canénico (11,7 A). No
entanto, as dimensdes dos sulcos no DNA cristalografico ndo sdo homogéneas ao longo
da sequéncia, como ocorre no B-DNA canonico. Na realidade, de acordo com que esta
descrito na literatura, a regido central de sequéncia ATAT no DNA cristalografico
apresenta um sulco menor significativamente mais estreito (10,8 A) em comparagdo com
as regides periféricas de sequéncia CGCG (~13.2 A) do mesmo oligdbmero. Essa
acessibilidade diminuida da regido central é provavelmente a razdo pela qual a
conformacdo de melhor energia livre na redocagem (docagem G) mostrou a netropsina
docada abaixo da sequéncia ATAT, numa regido em que o sulco ndo é tdo estreito (ver
Figura 9, C/G). Ou seja, embora se considere que um sulco menor estreito aumenta a
interacdo netropsina-DNA no complexo formado, pode ser que essa conformagdo néo
apresente a geometria intermediaria mais favoravel para a aproximacao do ligante.

Por outro lado, provavelmente porque o B-DNA candnico usado na docagem H
apresenta uma geometria de hélice uniforme, com um sulco menor ndo tao estreito, a
docagem conseguiu posicionar a netropsina corretamente na regido central AATT (ver
Figura 9, D/H), que é conhecida por ser uma sequéncia preferencial de ligacdo pelo
padrdo de doadores e aceptores de hidrogénio. Dessa forma, parece que em docagens
com receptor rigido, as ligagdes de hidrogénio possuem um papel apenas secundario na
predicdo do sitio de interacdo, que é determinado principalmente pela geometria das
hélices.

Esse significativo estreitamento do sulco menor na regido ATAT do DNA

cristalografico sem gap pode ser também a razé&o por tras das energias livres de interagdo
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relativamente favoraveis para a elipticina na docagem C, ja que a elipticina foi
posicionada exatamente no local em que a distancia P-P atinge o valor minimo de 10.8 A
(ver Figura 9, C/G). O mesmo efeito ndo ocorreu quando a elipticina foi docada no DNA
canonico (docagens B e D), pois nessas docagens as energias livres de interacdo para
ligacdo ao sulco menor foram bem menos favoraveis do que as energias resultantes da
intercalacdo, claramente indicando que a ligacdo ao sulco menor ndo é o modo de ligacao
preferencial para a elipticina, mas sim um artefato decorrente das limitagdes da docagem.

Com relagdo ao B-DNA modificado (com gap), a Tabela 2 mostra que esse
oligbmero apresenta um valor de Twist quase candnico (34,38 A), e distancias P-P apenas
ligeiramente mais largas (12,4 A) do que as distancias de um sulco menor canénico (11,7
A). Portanto, 0 B-DNA modificado é mais similar ao B-DNA candnico do que ao DNA
cristalografico do complexo com a elipticina, o que indica que o mecanismo artificial
aplicado para abrir 0 gap de intercalacio no B-DNA candnico impde adaptacdes
estruturais muito mais sutis do que as alteracdes causadas pela interacdo real com um
intercalador. Sendo assim, € perfeitamente compreensivel que a docagem da netropsina
com esse oligdbmero tenha apontado para um modo de interacdo muito semelhante ao
modo resultante das docagens com o B-DNA canénico e cristalografico sem gap, como
revelado pelos perfis de clusters das docagens F, G e H.

Finalmente, como pode ser observado a partir da comparacao dos valores de Rise
dos oligbmeros, a altura do gap criado artificialmente (6,50 2\) ndo ¢ tdo alta quando a do
gap cristalografico (6,88 A), causado pela interacdo real com um intercalador. Essa
comparac¢do contribui para explicar porque os resultados para a elipticina na docagem B
ndo foram tdo satisfatérios quanto os resultados da docagem A, confirmando a proposta
de que a docagem de intercaladores ao DNA é extremamente sensivel ao formato do gap,
que por sua vez depende fortemente de aspectos estruturais como o angulo de torcéo da

hélice (Twist) e altura entre pares de bases (Rise).
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3.3.4 Comparacao entre protocolos de docagem

A fim de avaliar a habilidade de cada protocolo de docagem na identificagdo dos
modos de ligacdo, é interessante analisar cada um dos pares de docagem, ou seja, 0
mesmo receptor docado com dois diferentes ligantes, como estd mostrado na Figura 9.

O oligbmero cristalografico com gap de intercalacdo usado nas docagens A/E
claramente favoreceu a intercalacdo, provavelmente em funcdo da sua estrutura
fortemente distorcida em relacdo ao DNA canénico (Figura 9, A/E). Por outro lado, os
oligdbmeros sem gap de intercalacdo usados nas docagens C/G e D/H ndo foram capazes
de reconhecer a intercalagdo como um modo de ligacdo possivel, resultando em ligacédo
ao sulco menor para ambos os ligantes (Figura 9, C/G e D/H). No entanto, é importante
salientar que o perfil de clusters para a netropsina na docagem E apresentou energias
livres de interacdo que sdo, em média, menos favoraveis quando comparadas as energias
de ligacao ao sulco menor das docagens F, G e H ou quando comparadas as energias de
intercalacdo de um verdadeiro intercalador, como na docagem A. Analogamente, o perfil
de clusters (Figura 8) para a elipticina na docagem D mostrou energias livres de interacéo
gue sdo, em média, menos favoraveis quando comparadas as energias de intercalacdo das
docagens A e B ou quando comparadas as energias de ligacdo ao sulco menor de um
verdadeiro ligante de sulco na docagem H. Portanto, os perfis de clusters da Figura 8
indiretamente sugerem que o modo de interacdo previsto para a elipticina e para a
netropsina nas docagens D e E ndo sdo os modos preferenciais de ligacdo para essas
moléculas, mas artefatos decorrentes das limitacbes metodoldgicas da docagem.

Finalmente, a versdao modificada do B-DNA (contendo gap de intercalagdo) que
foi utilizada nas docagens B e F levou, para cada um dos ligantes, ao modo de interagédo
correto (Figura 9, B/F). Esse oligbmero mostrou-se, portanto, um receptor padréo
promissor para a discriminacdo entre agentes intercaladores e ligantes de sulco em

docagens rigidas.

26



3.3.5 Predicéo do modo de ligacéo das bases de Troger

Os receptores testados na etapa de validacdo foram utilizados para a docagem de
duas bases de Troger. Dessa forma, cada um dos receptores foi docado com os quatro
seguintes ligantes: A) enantibmero (-)-(R,R) da Trdger simétrica; B) enantibmero (+)-
(S,S) da Troger simétrica; C) enantibmero (-)-(R,R) da Trdger assimétrica; e D)
enantibmero (+)-(S,S) da Troger assimétrica.

Dentre as 100 corridas realizadas em cada docagem, foram analisadas as 25 que
apresentaram as melhores energias livres de interacdo. As conformaces resultantes de
cada docagem foram classificadas por inspecdo visual em cinco categorias: ligacdo
parcial ao sulco menor (com apenas um dos substituintes da Troéger encaixado no sulco);
ligacdo completa ao sulco menor (com ambos substituintes encaixados no sulco);
intercalacdo; modo misto (com um dos substituintes intercalado e o outro encaixado em
um dos sulcos) e intercalacdo parcial (com a Troger paralela ao Gltimo par de bases do
oligdbmero, na extremidade). Os perfis de clusters estdo mostrados na Figura 10 e as
conformacGes de melhor energia livre para as docagens com o DNA candnico com gap
estdo ilustradas na Figura 11. As conformacfes de melhor energia para o restante das
docagens estdo ilustradas no apéndice B, onde também podem ser observados os cinco
modos de interagdo descritos acima.

Como pode ser observado na Figura 10, as docagens com o DNA can6nico sem
gap (LA-D) claramente apresentaram as energias livres de interacdo menos favoraveis do
conjunto (-6,96 a -7,38 kcal/mol) e resultaram somente em modos de interacdo parciais
(sulco menor parcial e intercalacdo parcial). Além disso, as energias livres de interacdo
previstas para 0s dois enantibmeros de cada base foram extremamente préximas,
indicando que a docagem com este receptor ndo € capaz de reproduzir
estereosseletividade observada experimentalmente para as bases de Troger.?*

Ja a docagem com DNA cristalografico sem gap (3A-D), embora tenha
apresentado energias livres de interacdo consideravelmente mais favoraveis (-7,93 a -9,47
kcal/mol), ainda resultou principalmente em ligacdo parcial ao sulco menor. Além disso,
as energias livres de interacdo previstas para os enantidmeros (+)-(S,S) (3B e 3D) foram

mais negativas do que as energias livres de interacdo dos enantidomeros (-)-(R,R) (3A e
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3C), o que indica que, também com este receptor, a docagem ndo é capaz de reproduzir a
maior estereoespecificidade do enantidmero (-)-(R,R) em relacao ao (+)-(S,S).

O mesmo ndo ocorreu com as docagens que utilizaram receptores (canénico ou
cristalografico) contendo gap de intercalagdo (2A-D e 4A-D). Tanto para as bases
simétricas como para as bases assimétricas, os perfis de clusters com esses receptores
mostraram energias livres de interacdo mais negativas para 0S enantidmeros
levorrotatorios (-9,6 a -10,35 kcal/mol) do que para os dextrorrotatérios (-8.48 a -9.35
kcal/mol), o que esta de acordo com a literatura.?®*® Além disso, a Figura 10 mostra para
esses receptores um perfil de modos de interacdo (predominantemente intercalacdo e
modo misto) diferentes em relacdo aos modos de interacdo previstos para os receptores
sem gap (predominantemente ligacao parcial ao sulco menor).

Portanto, essa analise preliminar do conjunto de docagens sugere que, por
resultarem em melhores energias livres de interagdo, por reproduzirem a
estereosseletividade dos enantibmeros e por fornecerem modos de interacdo mais
completos, os receptores contendo gap de intercalacdo sdo os mais adequados para a
investigacdo do modo de interagdo das bases de Troger com o DNA. Particularmente
interessante é o caso do receptor candnico com gap que, além de ter se mostrado a
alternativa mais adequada para investigacdo de ligantes desconhecidos na etapa de
validacdo, forneceu resultados bastante promissores com as bases de Troger, que seréo
discutidos a seguir.

Como ja comentado, as docagens usando esse receptor (2A-D) sugeriram uma
maior afinidade do enantibmero levorrotatorio, o que esta plenamente de acordo com

resultados de estudos de desnaturacéo térmica®®

e coerente com a geometria intrinseca
dos compostos, ja que os enantibmeros (-) apresentam um formato de hélice de maéo
direita semelhante ao do B-DNA enquanto os enantibmeros (+) apresentam um formato
de hélice de méo esquerda, contrario ao do B-DNA. De fato, essa complementaridade de
formato é provavelmente a razdo pela qual a docagem do enantibmero (-) da Troger
simétrica (2A) resultou na ligacdo dos dois substituintes proflavina ao sulco menor com
uma energia livre de interacdo muito favoravel (-9,90 kcal/mol) enquanto as docagens

com o enantibmero (+) desta mesma base (2B) resultaram somente na intercalacdo de um
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dos substituintes proflavina, com a outra proflavina projetada para fora do sulco maior
(ver Figura 11, vistas de cima).

Embora a docagem deste mesmo receptor com o enantidmero (-) da Troger
simétrica (2A) também tenha resultado em intercalacdo (-9,67 kcal/mol, 7 corridas), a
ligacdo ao sulco menor foi 0 modo de ligagéo preferencial tanto qualitativamente (-9,90
kcal/mol) como quantitativamente (18 corridas). Isso esta de acordo com estudos de
dicroismo linear e com a auséncia de efeitos de desenovelamento do DNA, ambos
reportados por Bailly et al., que sugerem que o enantibmero (-) da base de Troger
simétrica interage com o DNA através de ligacéo ao sulco menor.?®

Ainda assim, considerando que a ligacdo ao sulco menor ocorreu exatamente na
regido do gap, ndo deve ser descartada a hipétese de que esse resultado seja um artefato
das alteragOes estruturais introduzidas pelo gap e que, por essa razdo, nao ocorreu na
docagem com o B-DNA candnico sem gap.

Ainda em relacdo a Troger simétrica, estudos de DNase footprinting provaram
que apenas o enantidmero (-) apresenta seletividade de sequéncia, o que sugere um modo
de interacdo diferente para o enantidmero (+).2° Essa hip6tese foi corroborada pelos
resultados das docagens com o receptor canénico com gap (2B e 2D), que indicaram que
o0s enantibmeros (+) das bases de Troger interagiram com o DNA através de intercalacéo
(um modo de ligagéo geralmente associado a falta de seletividade de sequéncia).

Considerando o enantiémero (-) da Trdger assimétrica (2C), todas as corridas com
0 receptor canbnico com gap apontaram para um modo de ligagdo misto, com uma
energia livre de interacdo muito negativa (-9,84 kcal/mol), em que o substituinte
fenantrolina encontra-se intercalado enquanto o substituinte proflavina esta encaixado no
sulco menor (ver Figura 11). Mais uma vez, esse modo de ligacdo so6 foi possivel porque
a quiralidade do ligante é similar a quiralidade da dupla hélice. Por outro lado, as
docagens do mesmo receptor com o enantidmero (+) da base assimétrica (2D) resultaram
apenas em intercalacdo, com uma energia livre de interagcdo de -9,35 kcal/mol, portanto
ndo tdo favoravel quanto as energias do modo de interagdo misto do enantiébmero (-).

Ja havia sido sugerido que o enantidmero (-) da base assimétrica ndo interage
através de ligacdo ao sulco menor, pois os ensaios de DNase footprinting mostraram

seletividade de sequéncia apenas moderada para essa molécula.®® Essa seletividade
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moderada poderia ser explicada pela intercalacdo de um dos substituintes, como sugerido
pelos resultados das docagens (2C e 4C) e também por ensaios de inibicdo de

topoisomerase |, reportados por Baldeyrou et al.*°

No entanto, os resultados da docagem
usando o receptor canénico com gap (2C) concordaram apenas parcialmente com o0s
dados experimentais, ja que estudos de dicroismo circular e linear sugerem um modo
misto de interagcdo com o substituinte proflavina intercalado e o substituinte fenantrolina
encaixado no sulco menor.

E possivel que os resultados da docagem com o receptor candnico com gap (2C)
tenham apontado para um modo misto alternativo (com a fenantrolina intercalada ao
invés proflavina) devido as limitacbes de flexibilidade da docagem. Como discutido
anteriormente, o sulco menor de um B-DNA candnico com gap artificial ndo é tdo largo
quanto o sulco menor de um DNA cristalografico com gap decorrente da presenca real de
um intercalador. Em outras palavras, o sulco menor do DNA com gap artificial €
provavelmente muito estreito para comportar o substituinte fenantrolina, o que significa
que a conformacao do receptor pode ter guiado a docagem 2C para um modo de interacéo
anadlogo em que a proflavina — ao invés de fenantrolina — se ligou no sulco menor. De
fato, essa hipdtese é corroborada pelos resultados da docagem do enantibmero (-) da base
assimétrica com o DNA cristalografico com gap (4C), que apontou para 0 modo misto
sugerido pela literatura (ver apéndice B), com uma energia livre de interacdo
extremamente favoravel, de -10,35 kcal/mol.
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Troger simétrica Troger simétrica  Troger assimétrica  Troger assimétrica
(-)-(RR) (+)-(S,S)

Figura 11. Conformacdes de melhor energia livre de interacdo para as docagens das
bases de Troger com o DNA candnico com gap (2A-2D).

3.4 CONCLUSOES

Foram realizados diversos estudos de docagem usando ligantes que interagem
com o DNA através de intercalacdo (elipticina) ou através de ligacdo ao sulco menor
(netropsina). Quatro estruturas diferentes de DNA foram usadas como receptores: DNA
cristalografico de um complexo com a elipticina; DNA cristalografico de um complexo
com a netropsina; B-DNA canbnico; e B-DNA modificado contendo um gap de
intercalacdo. Foram feitas docagens diretas e cruzadas utilizando um conjunto otimizado
de parametros com o programa AutoDock 4.0.

Os resultados das docagens dessa etapa de validagdo estdo de acordo com cada
um dos mecanismos de interagdo (encaixe-induzido ou chave-fechadura) quando o
sistema é submetido as limitacdes de flexibilidade do método: a docagem com a
elipticina mostrou-se mais sensivel a conformacéo do oligdmero do que a docagem com a
netropsina. Nas docagens cruzadas, essa observacdo foi mais evidente, pois a netropsina
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conseguiu se ligar mesmo ao sulco menor de um DNA estruturalmente distorcido,
enquanto que a elipticina ndo conseguiu intercalar quando o receptor ndo possuia um gap
de intercalacédo apropriado.

Ainda assim, a atual limitacdo de flexibilidade dos métodos de docagem pode ser
contornada por uma escolha apropriada da conformacdo do receptor. Foi mostrado que,
desde que o receptor apresente um gap de intercalacdo gerado artificialmente, a docagem
é capaz de apontar, para ambos os ligantes, para 0 modo de interacdo correto como o
resultado energeticamente mais favoravel. Isso sugere, também, que a funcdo de escore
do AutoDock é eficiente para avaliar interacdes ligante-DNA pelo menos de forma
qualitativa.

Esses quatro tipos de receptores foram posteriormente aplicados para investigar
possiveis modos de ligacdo de duas bases de Troger ao DNA: uma base simétrica com
substituintes proflavina e uma assimétrica com substituintes proflavina e fenantrolina,
cada uma com seus dois enantidbmeros opticos.

Os resultados dessas docagens mostraram que os oligdbmeros contendo gap de
intercalacdo sdo mais adequados para interacdo com as bases de Troger, resultando em
energias livres de interacdo muito negativas e reproduzindo qualitativamente a
estereosseletividade dos enantibmeros Opticos. Também nesta etapa, o B-DNA
modificado com gap mostrou-se particularmente promissor, pois 0os modos de ligacdo
sugeridos pelas docagens com esse receptor estdo de acordo com 0s modos sugeridos
pelos dados experimentais encontrados na literatura (ligacdo ao sulco menor para a
Troger simétrica e modo de interacdo misto para a Troger assimétrica).

Portanto, nds sugerimos que este protocolo padrdo utilizando um B-DNA com
gap de intercalacéo artificial pode ser aplicado para investigar outros ligantes cujo modo
de interagdo com o DNA permanece sem elucidacdo experimental, fornecendo pontos de
partida promissores para estudos tedricos subsequentes, tais como estudos de simulagéo

por dindmica molecular.
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4. ESTUDOS DE DINAMICA MOLECULAR

A simulacdo do tipo dindmica molecular é uma das ferramentas computacionais
mais utilizadas no estudo de sistemas bioldgicos atualmente. Por ser uma metodologia ja
bem estabelecida, cujos fundamentos e aplicagfes podem ser facilmente encontrados em
um grande numero de revisdes de alta qualidade, julgamos desnecessario apresentar aqui
uma revisdo tedrica desta metodologia. A quem interessar, sugerimos a leitura de um

.67
l;

trabalho recente de van Gunsteren et al.;”* que fazem uma revisao bastante abrangente da

aplicacdo da dindmica molecular para a simulagdo de sistemas biol6gicos.

4.1 METODOLOGIA

Primeiramente, foram selecionados alguns dos complexos obtidos através das
docagens da etapa anterior. Dentre os 16 sistemas de docagens, foram escolhidos os

seguintes complexos:

Troger simétrica R e DNA canbnico com gap (2A, cluster 2);
Troger assimétrica R e DNA candnico com gap (2C, cluster 1);
Troger simétrica R e DNA cristalografico sem gap (3A, cluster 1);

Troger assimétrica R e DNA cristalografico sem gap (3C, cluster 1).

O cluster de menor energia livre do sistema 2A (cluster 1) também foi simulado, e
0 modo de interacdo resultante foi exatamente 0 mesmo que ocorreu na simulacdo do
cluster 2. Por essa razdo, os resultados para esse complexo ndo serdo apresentados.
Também foram simulados os complexos 4A e 4C, contendo o DNA cristalografico com
gap. Esses sistemas, no entanto, mostraram-se muito instaveis, provavelmente devido ao
tamanho muito curto do oligonucleotideo (6 pares de bases). Sendo assim, esses
resultados foram descartados e também néo serdo apresentados no trabalho.

Além dos complexos, foram também simulados os receptores e os ligantes de
forma isolada, totalizando os 8 sistemas que estdo apresentados na Tabela 3. Para facilitar

a discusséo dos resultados, os complexos que foram simulados néo serdo mais referidos
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como 2A, 2C, 3A e 3C, mas sim de acordo com as novas referéncias e abreviaturas
contidas na Tabela 3.

Tabela 3. Resumo dos sistemas simulados.

Sistema Nova referéncia Abreviatura
Complexo 2A Complexo de intercalacéo da Troger simétrica COMPL-INT-SIM
Complexo 2C Complexo de intercalacdo da Troger assimétrica COMPL-INT-ASS
Complexo 3A Complexo de ligacdo ao sulco da Tréger simétrica COMPL-SUL-SIM
Complexo 3C Complexo de ligacdo ao sulco da Troger assimétrica COMPL-SUL-ASS
DNA canbnico com gap DNA com gap DNA-GAP

DNA cristalografico sem gap DNA sem gap DNA-SEM-GAP
Troger Simétrica R Troger simétrica TRO-SIM

Troger Assimétrica R Troger assimétrica TRO-ASS

Os sistemas foram simulados utilizando os potenciais do campo de forca
ffamber03® portados para o pacote de simulacdo GROMACS®® de acordo com Sorin e
Pande.®® Foram utilizadas condicdes periédicas de contorno e o tratamento das interagdes
eletrostaticas foi feito de acordo com o método PME (Particle-Mesh Ewald).”

Enquanto os oligonucleotideos foram parametrizados com o campo de forca
ffamber03, os parametros estruturais para os ligantes foram obtidos automaticamente a
partir do GAFF (Generalized Amber Force Field),”* utilizando o script ACPYPI
(AnteChamber Python Parses Interface).”” O ACPYPI é uma ferramenta baseada em
Python que utiliza o programa Antechamber” para gerar topologias a partir dos
parametros do GAFF (ver apéndice C). Como arquivo de entrada, o ACPYPI requer
somente o arquivo de coordenadas atémicas do ligante e, entre 0s arquivos de saida, estdo
arquivos de topologia adequados para a simulacdo com o pacote GROMACS (ver
apéndice D). Apos o calculo dos potenciais eletrostaticos em nivel HF/6-31G* com o
Gaussian®, as cargas pontuais dos ligantes foram obtidas através do método RESP
(Restrained Electrostatic Potential).”*

Os sistemas foram colocados em caixas cubicas de tamanho suficiente para que a
distancia minima entre a molécula do soluto e as paredes da caixa fosse 18 A. A seguir,
foram adicionados contra-ions sodio aos sistemas contendo DNA, que entdo foram

submetidos a uma minimizacao de energia usando 0 método steepest descent, seguida de
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uma simulagdo de 100 ps no vacuo com restricdo de posigdes para os 4&tomos pesados
do(s) soluto(s) — DNA e ligantes.

Todos os sistemas foram solvatados com moléculas de agua TIP3P e submetidos a
uma nova minimizagdo de energia utilizando o método steepest descent. Em seguida,
foram adicionados ions sddio e cloreto em concentracéo fisioldgica, e os sistemas foram
submetidos a uma simulacdo de 100 ps com restricdo de posicdes para os atomos do
soluto. Os sistemas foram entdo aquecidos linearmente de 270K a 310K em 500 ps de
simulacdo NVT. A etapa de producdo consistiu em 20 ns de simulacdo NVT para 0s
sistemas contendo DNA e em 10 ns de simulacdo (NVT) para os sistemas contendo
somente os ligantes.

Durante a analise, foi utilizado o mddulo g_rms do GROMACS para obtencdo dos
graficos de desvio quadratico meédio (RMSD) e o médulo g_dist para 0 monitoramento
das distancias entre alguns atomos dos ligantes e dos receptores. A analise da estabilidade
dos pares de bases dos oligbmeros foi feita a partir do programa X3DNA, assim como a
andlise de alguns dos angulos torcionais e de alguns dos parametros de pares de bases.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Estabilidade dos oligonucleotideos

A fim de verificar se as simulagbes atingiram o equilibrio e de avaliar a
estabilidade dos oligonucleotideos frente a desnaturagdo (rompimento das ligacGes de
hidrogénio entre pares de bases, que resulta na separacdo das duas fitas), foi monitorados
o0 desvio quadratico médio em relacdo a estrutura de partida e o nimero de pares de bases
conservados ao longo da simulagéo.

De acordo com a anélise do RMSD (Figura 12), todos os sistemas atingiram um
patamar de estabilidade nos ultimos 5 ns das simulagGes, exceto o complexo de
intercalagdo da Troger simétrica (COMPL-INT-SIM), para o qual esta claro se o sistema
realmente atingiu o equilibrio nos Gltimos 2 ns. Além disso, os valores de RMSD foram
maiores para os oligonucleotideos pertencentes aos complexos de intercalacdo do que

para os complexos de ligacdo ao sulco menor. No complexo de intercalacdo da Troger
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simétrica, 0 RMSD do DNA (verde) se manteve, durante toda a simulagdo,
consideravelmente mais alto (>0,3 nm) em comparacdo com o RMSD do DNA isolado
(ciano), indicando que a presenca do ligante promoveu alteragdes estruturais mais
intensas do que as decorrentes da relaxacdo da estrutura isolada. No complexo de
intercalacdo da Troger assimétrica, embora 0 RMSD do DNA também tenha sido mais
alto do que o do DNA isolado durante a maior parte da simulagdo, nos dltimos 5 ns eles

passaram a ser semelhantes em magnitude.

COMPL-INT-SIM COMPL-INT-ASS
?@ger isolada ; | ¥rbger isolada
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Figura 12. Gréaficos de RMSD. DNA e Troger nos complexos (linhas verde e
vermelha) em comparacdo com o DNA e Troger isolados (linhas ciano e laranja).

J& no caso dos complexos de ligacdo ao sulco menor, os valores de RMSD do
DNA (verde) foram menores (~0,3nm) e se mantiveram, durante toda a simulacgéo,
proximos dos valores do DNA isolado (ciano), indicando que as alteracGes estruturais
provocadas pela ligacdo ao sulco menor sdo de intensidade comparavel as alteraces

decorrentes da simples relaxacéo da estrutura isolada.
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A andlise do nimero de pares de bases ao longo das simulagbes (Figura 13)
mostra que ndo houve desnaturacdo (separacdo das duas fitas) em nenhum dos
oligonucleotideos simulados, ja que todos mantiveram a maioria dos pares de bases
estaveis ao longo das simulacdes. E possivel ver que o decAmero com gap (coluna da
esquerda) apresentou dez pares de bases durante praticamente toda a simulacgdo, tanto
quando simulado isoladamente, como quando nos complexos de intercalacdo. Dessa
forma, conclui-se que os valores mais altos de RMSD observados para o DNA nesses
complexos decorreram realmente de alteracdes estruturais e ndo simplesmente da
desnaturacédo da dupla hélice. Eventualmente, no entanto, ocorreu o despareamento de um
dos pares de bases e/ou a formacao de pares ndo-candnicos (que ndo seguem estritamente
as ligacdes de hidrogénio descritas por Watson e Crick”™).

O dodecamero sem gap (coluna da direita), apresentou um perfil semelhante, com
eventual perda de até dois pares de bases, no caso do complexo de ligacdo ao sulco
menor da Troger simétrica, e com uma maior propor¢do de pares de bases ndo-canbnicos
durante as simulagdes. Ainda assim, esse efeito foi pequeno em relacdo ao tamanho do
oligonucleotideo (12 pares de bases) e, além disso, ocorreu tanto para o dodecamero
isolado como para o dodecamero interagindo com os ligantes no sulco menor.

Em resumo, os oligonucleotideos se mantiveram estaveis em relacdo ao nimero
de pares de bases, 0 que ndo apenas serve como critério de validacdo das simulacdes
como também indica que a presenca dos ligantes ndo induziu a desnaturacdo da dupla

hélice.
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Figura 13. Numero de pares de bases ao longo da simulacdo para os oligonucleotideos
simulados. A esquerda, sistemas contendo DNA com gap (decamero); a direita,
sistemas contendo DNA sem gap (dodecamero). Os pares de bases totais sdo mostrados
em laranja (oligonucleotideos isolados) e ciano (oligonucleotideos nos complexos), e 0s
pares de bases ndo-Watson-Crick sdo mostrado em vermelho (oligonucleotideos
isolados) e verde (oligonucleotideos nos complexos).
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4.2.2 Anédlise global das simulagdes

A fim de obter o tempo de residéncia dos ligantes e de identificar os principais
eventos que ocorreram durante as simulacdes, foi feita uma analise global para cada um
dos quatro complexos simulados. Essa analise global consistiu no monitoramento das
distancias entre a base de Troger e alguns dos pares de bases do DNA, bem como na
andlise visual de algumas estruturas extraidas de diferentes pontos da trajetoria.

Para a analise das distancias, foram escolhidos trés grupamentos pertencentes a
cada base de Troger, cuja distancia foi medida em relacdo ao centro de massa dos pares
de bases pertencentes ao(s) sitio(s) de interacdo. No caso da Troger simétrica, foi
escolhido o carbono da ponte diazocina (C) e os nitrogénios dos grupamentos amino (N1
e N2), como mostra a Figura 14a. Para a Troger assimétrica, foi escolhido, além do
carbono da ponte diazocina (C), o nitrogénio do grupamento amino (Na) e um dos
nitrogénios pertencentes aos anéis aromaticos do substituinte fenantrolina (Nf), como

mostrado na Figura 14b.

Figura 14. Grupamentos monitorados para a Troger simétrica (a) e para a
Troger assimétrica (b) na andlise das distancias de interacdo com o DNA.

Complexo de Intercalacé@o da Troger Simétrica (COMPL-INT-SIM)

No inicio da simulacdo, a Tréger simétrica se encontrava intercalada no DNA,
com a ponte diazocina inserida no gap (dado ndo mostrado). No entanto, rapidamente
houve uma reorientacdo do ligante e, a partir de entdo, um dos substituintes proflavina
permaneceu intercalado no sulco, enquanto o outro ficou interagindo no sulco menor,

como esquematizado na Figura 15A. Pelo monitoramento das distancias (Figura 15B), foi
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possivel observar: i) uma baixa movimentagdo da ponte diazocina (C), que permaneceu
bastante proxima do par de bases 6A-15T; ii) também baixa movimentacdo do grupo
amino 1 (N1), que se mostrou aproximadamente equidistante dos pares 5T-16A e 6A-
15T, portanto inserido no gap; iii) maior movimentacdo do grupo amino 2 (N2), que

manteve interacdes mais proximas com os pares de bases 5T-16A e 4T-17A.

C G
- 3G-18C i - 3G-18C i — 3G-18C
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Figura 15. Evolucdo temporal do complexo de intercalacdo da Trdger simétrica
(COMPL-INT-SIM). A. Esquema do sitio e do modo de interacdo; B. distancias da ponte
diazocina (C ponte) e dos grupamentos amino (N1 e N2) em relacdo ao centro de massa
dos quatro pares de bases do sitio de interacdo; C. estruturas obtidas a partir da trajetoria
da simulacao.

Para os trés grupamentos, as maiores flutuacdes ocorreram para o par de bases
6A-15T e foram decorrentes da movimentacdo do proprio par de bases, ja que as
distancias da ponte e do grupo N1 em relagdo aos outros pares de bases se mantiveram
aproximadamente constantes. Além disso, o padrdo de flutuacdo do par 6A-15T foi o
mesmo para a ponte diazocina e para o grupo N2 (no sulco), mas inverso para o grupo N1
(no gap) (ver Figura 15B, linhas vermelhas). Isso significa que, ao se aproximar dos

grupamentos N2 e da ponte diazocina, o centro de massas do par 6A-15T se afastou do
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grupamento N1, e vice-e-versa. Dessa forma, podemos concluir que a movimentagdo do
centro de massa do par 6A-15T ocorreu em um plano paralelo aos planos dos pares de
bases, e ndo ao longo do eixo da dupla hélice — ja que, neste Gltimo caso, o par de bases
deveria se afastar ou se aproximar simultaneamente dos trés grupamentos monitorados.

Muito provavelmente, essa reorientacdo do par de bases inferior do gap decorre
de uma diminuic¢&o do angulo de torcéo da dupla hélice (Twist), o que leva ao aumento da
sobreposicdo entre os anéis aromaticos do ligante e das bases nitrogenadas do DNA. De
fato, esse efeito de diminuicdo da torcdo da hélice pode ser observado em algumas
estruturas retiradas da trajetoria da simulacdo (Figura 15C) e confirmado pelas analises
que serdo apresentadas na secéo 4.2.4.

Além deste, outros eventos podem ser identificados visualmente na Figura 15C.
Em 5 ns, por exemplo, observa-se que ja houve uma reorientacdo da base de Trdger no
gap, que agora apresenta uma proflavina posicionada de forma paralela aos pares de
bases do gap. Esse evento pode ser correlacionado com o brusco decréscimo observado
em 1 ns nas distancias do grupamento N1 (Figura 15B), mostrando que o grupamento N1
se aproximou simultaneamente do centro de massa dos quatro pares de bases
monitorados, ou seja, “entrou” para dentro do gap. Nesse estagio, também ja se observa
um certo “desenrolamento” da dupla hélice, que se mostra mais intenso a partir de 15 ns.
Em 10 ns, ja é possivel ver distor¢des bastante intensas da cadeia principal na regido
inferior ao gap, que podem decorrer justamente da reorientacdo do par 6A-15T. Além
disso, no final da simulacdo o ultimo par de bases do DNA se desfez e as duas bases se
“empilharam” como se fossem pares de bases consecutivos (ver 15 e 20 ns). A estrutura
final, em 20 ns, mostra uma dupla hélice bastante desenrolada e com fortes distor¢es em

forma de zigue-e-zague na cadeia principal.
Complexo de Intercalacédo da Troger Assimétrica
Durante a simulagdo do complexo de intercalagdo da Troger assimétrica, o

substituinte fenantrolina permaneceu intercalado no gap, enquanto a proflavina ficou

interagindo no sulco menor do DNA, como esquematizado na Figura 16A.
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Figura 16. Evolucdo temporal do complexo de intercalacdo da Trdger assimétrica
(COMPL-INT-ASS). A. Esquema do sitio e do modo de interacdo; B. distancias da ponte
diazocina (C ponte), do grupamento amino (Na) e de um dos nitrogénios da fenantrolina
(Nf) em relacdo ao centro de massa dos quatro pares de bases do sitio de interacdo; C.
estruturas obtidas a partir da trajetéria da simulacéo.

Através do monitoramento das distancias (Figura 16B), pode-se observar que
praticamente ndo houve movimentacdo da ponte diazocina (C) e nem do nitrogénio da
fenantrolina (Nf). Ambos se mantiveram interagindo de forma praticamente equidistante
com os pares de bases envolvidos no gap (linhas verde e ciano), confirmando a
intercalacdo. O grupamento amino da proflavina (Na) se manteve mais distante do DNA
de uma forma geral e foi 0 que apresentou maior movimentacéo, interagindo de forma
mais proxima com o par de bases 7T-14A. Neste caso, porém, as flutuacbes do
grupamento amino nédo estdo correlacionadas com flutuacGes semelhantes nos outros
grupamentos monitorados (ponte e Nf), indicando ndo serem decorrentes de uma
movimentacdo global da Troger nem de uma movimentacdo do proprio DNA. Dessa
forma, esse resultado mostra que, apesar de possuir uma estrutura essencialmente rigida,

a base de Troger apresenta algum grau de flexibilidade.
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As estruturas ao longo da simulagdo (Figura 16C) se mostraram relativamente
conservadas, sem as distor¢cdes em zigue-e-zague de cadeia principal que ocorreram no
complexo de intercalagdo da Troger simétrica. Em alguns pontos da simulagdo, no
entanto, foi observada uma leve curvatura em direcdo ao sulco maior do DNA, como
pode ser visto nas estruturas em 5 e 18 ns e confirmado pelas analises que serdo
apresentadas na secdo 4.2.5. Além disso, houve uma diminuicdo do angulo de torcdo da
dupla hélice, que pode ser observada nas estruturas em 10, 15 e 20 ns. Neste caso, porém,
o “desenrolamento” parece ter sido local, ou seja, mais restrito aos pares de bases do gap

de intercalacdo, sem propagacéo deste efeito para as extremidades do oligonucleotideo.

Em resumo, o monitoramento das distancias, juntamente com a anélise visual das
estruturas, apontaram para tempos de residéncia altos para as bases de Trdger nos
complexos de intercalacdo (>20 ns), em que os ligantes apresentaram baixa mobilidade,
especialmente no caso da Troger assimétrica. A simulacdo de ambos os complexos
resultou em uma diminuicdo do Twist da dupla hélice, o que é uma caracteristica comum

a dos intercaladores®%*

, € que parece ter sido mais intensa no caso da Troger simétrica.
Aparentemente, a estrutura do DNA no complexo com a Troger assimétrica se manteve
mais conservada em relacdo a do complexo com a Troger simétrica. No entanto, isso ndo
necessariamente indica uma maior capacidade da Troger simétrica de deformar o DNA,

podendo ser simplesmente um artefato do ponto de partida utilizado para cada simulacéo.

Complexo de Ligacgdo ao Sulco da Troger Simétrica

A simulacdo do complexo de ligacdo ao sulco menor da Troger simétrica iniciou
com o ligante docado no sulco menor, bastante préximo a extremidade inferior do
oligonucleotideo e com a ponte diazocina apontando para fora do sulco menor, como
ilustrado esquematicamente na Figura 17A. Embora a Troger tenha interagido com o
DNA durante toda a simulagdo, o monitoramento das distancias (Figura 17B), bem como
a analise visual da simulacdo (Figura 17C) mostra uma significativa reorientacdo do
ligante no sulco menor. De fato, pela analise das distancias da ponte diazocina em relacao

aos pares de bases do sitio de interacdo (Figura 17B, C (ponte)), foi possivel identificar
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quatro transi¢cbes bem definidas, em aproximadamente 8, 10, 12 e 15,4 ns, que estéo
indicadas pelas linhas verticais tracejadas que dividem gréafico das distancias da ponte em
cinco patamares relativamente estaveis, chamados de regides I, Il, 11, IV e V. Como era
de se esperar, algumas dessas transicOes estdo correlacionadas com transicdes
simultaneas observadas para os grupamentos amino, refletindo a rigidez estrutural das
bases de Troger.

Considerando que essas transicdes podem indicar mais de um sitio ou de mais de
um modo de interacdo sendo amostrados durante a simulagédo, convém fazer uma anélise

mais detalhada das 5 diferentes regiGes, como apresentado a seguir.

cC G — 9C-16G - — 9C-16G o — 9C-16G
G ¢ 2250 C (ponte) = t06-15d| 225 N(@mino)i 1766 Tedll  22s[ N(@mino2): 47 J6c Nec
11C- 14A 11C- 14A i 11C- 14A
cC G 2 - 12G-13C 2+ — 12G-13C 2 H 12G- 13C
G C _ 1751 __175]- __175
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T A 812 S 125 S 1.25F W'Y J*,—.TL‘#,
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T A O o.75) WML ] © 075 WW%W 0 075
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Figura 17. Evolucdo temporal do complexo de ligacdo do sulco da Trdger simétrica
(COMPL-SUL-SIM). A. Esquema do sitio e do modo de interacdo inicial; B. distancias
da ponte diazocina (C ponte) e dos grupamentos amino (N1 e N2) em relacdo ao centro
de massa dos quatro pares de bases do sitio de interacdo; C. estruturas obtidas a partir da
trajetoria da simulacao.
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Nas trés primeiras regides (I a I111), a Figura 17B mostra que a ponte diazocina
permaneceu mais proxima do par de bases 11C-14A (linha laranja), sem que houvesse
qualquer inversdo nas distancias referentes aos diferentes pares de bases. Isso indica,
portanto, que o sitio de interacdo permaneceu praticamente o mesmo durante essa etapa
da simulacdo. Além disso, as transi¢cdes da ponte ndo foram acompanhadas de alteracdes
significativas nas distancias relativas aos grupamentos amino, indicando que também néo
houve mudan¢a do modo de interacdo. De fato, a Unica alteracdo significativa consistiu
em uma diminuicdo da distancia da ponte em relagdo aos pares 9C-16G, 10G-15C e 11C-
14A na regido 11, o que indica uma suave movimentacdo da Troger em direcdo a regido
central da sequéncia do oligonucleotideo, mas que é revertida na regido Ill. Essas
conclusdes estdo de acordo com as estruturas de 1,5 ns (regido 1) e 9ns (regido IlI),
mostradas na Figura 17C. Um outro efeito que somente foi observado através da inspec¢éo
visual das estruturas foi que, em alguns momentos da simulacdo na regido | (ver 1,5 ns,
area tracejada), ocorreu a desnaturacdo do par de bases da extremidade inferior e uma das
bases passou a interagir de forma paralela com um dos anéis aromaticos da base de
Troger, de forma semelhante ao que ocorre durante a intercalacdo. Obviamente, este é um
artefato decorrente do tamanho do fragmento de oligonucleotideo e da proximidade da
base de Troger em relacdo a extremidade inferior do DNA. No entanto, apesar de
artificial, pode estar relacionado com a capacidade intrinseca do substituinte proflavina
de interagir através de intercalacao.

Na regido 1V, o monitoramento das distancias aponta para uma reorientacdo mais
significativa do ligante: i) a ponte diazocina passou a se localizar mais proxima do par de
bases 10G-15C (linha ciano) ii) o grupamento amino 1 se afastou do centro de massa dos
pares 9C-16G e 10G-15C e iii) 0 grupamento amino 2 se aproximou consideravelmente
de todos os pares de bases monitorados, indicando uma movimentacdo deste grupamento
em direcdo a regido central da sequéncia do oligonucleotideo. Como pode ser visto pelas
estruturas da regido IV mostradas na figura 17C, essa “subida” do grupamento amino 2
produziu um encaixe mais efetivo de um dos substituintes proflavina no sulco menor,
simultaneamente posicionando o outro substituinte de forma perfeitamente paralela entre

o0s pares de bases 9C-16G e 10G-15C (ver 14 ns, area tracejada). Em uma visao lateral
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desta mesma estrutura, é possivel ver que essa orientagdo do ligante € bastante favoravel
a intercalacao.

Embora o ligante tenha permanecido nesta orientacdo por pouco mais de 2 ns, a
intercalacdo ndo chegou a ocorrer. Em aproximadamente 15,4 ns, houve uma brusca
aproximacdo da ponte diazocina em relacgdo ao DNA — como pode ser visto pela
diminuicdo simultanea das distancias referentes aos quatro pares de bases monitorados —
que foi acompanhada de forma inversa por um brusco afastamento do grupo amino 1
(regido V). O modo de interacdo resultante esta ilustrado na estrutura de 20 ns da Figura
17C, que mostra que a Troger terminou a simulacdo interagindo com o DNA
principalmente através da ponte diazocina, que esta voltada, ndo mais para fora, mas sim
para dentro do sulco menor.

Com relacéo a estrutura do DNA, pode-se observar visualmente que ocorreram
algumas distorc@es locais e globais, sugerindo que o DNA foi afetado pela presenca do
ligante. Em 1,5 ns, por exemplo, houve uma aparente curvatura do DNA em diregéo ao
sulco maior; e, em uma das estruturas em 14 ns, o0 DNA apresentou um alargamento do
sulco menor, que remete a forma A do DNA. No entanto, essas alteracfes estruturais
parecem ser reversiveis e ndo acumulativas ao longo da simulacdo, ja& que ndo se

mantiveram presentes na estrutura final (20 ns).

Complexo de ligacéo ao sulco da Troger Assimétrica

A simulacdo do complexo de ligacdo ao sulco da Trdger assimétrica iniciou com
o ligante ligado parcialmente no sulco menor, como mostra 0 esquema da Figura 18A.
Assim como no caso do complexo de ligacdo ao sulco da Troger simétrica, houve
bastante movimentacdo da base de Troger no sulco menor, que é melhor acompanhada
pelas distancias relativas a ponte diazocina, ja que este grupamento apresentou flutuagdes
menores em comparacgao aos outros grupamentos monitorados.

Inicialmente (regido 1), a ponte se encontrava mais préxima do par de bases 9C-
16G (ciano), a uma distancia de aproximadamente 0,8 nm. Apds 1 ns (regido Il), houve
uma reorientacdo em que: i) a ponte se aproximou dos pares de bases 9C-16G (ciano),
10G-15C (laranja) e 11C-14G (vermelho); ii) a ponte passou a interagir
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preferencialmente com o par 10G-15C (laranja), a uma distancia de aproximadamente 0.5
nm. Isso indica ndo somente uma alteracdo do sitio de interacdo como também sugere
uma mudanga no proprio modo de interagdo. De fato, as estruturas de 5 e 10 ns mostram
que, embora a fenantrolina continue proxima do sulco menor, houve uma reorientacao da
ponte diazocina, que se encontra mais voltada para o interior do sulco menor (Figura
18C). Esse modo de interacdo se manteve estavel por aproximadamente 15 ns, com
relativa mobilidade do grupamento amino (Na) e do nitrogénio da fenantrolina (Nf),

como pode ser observado pelas flutuacdes das distancias da Figura 18B.

A) B)
((E, (é 225 C (ponte) = g#_‘ff; 225 Nf (fenantrolina)| = 9_.1173; 225_§Na (amino)
~ 9C-16G
2 I 10G - 15C 2
cC G 4751 — 11C- 14G 978
G C % i E E
A T E 15| (I H £ 15 =
8 405 LAt | @ e o
(5] L o L o
AR s T 22 5
@ i k7 k']
05 - 05
Ne® G Cg 0.25) i 0.25
) ‘ 1l v ’ \ ‘ i
C G 0 0 0 5 10 15 20
0 5 10 15 20
G C Tempo (ns) Tempo (ns)

L

Ons 5ns 10 ns 17 ns 18 ns 20 ns
Regiéo | Regiéo Il Regizo Ill Regido IV

Figura 18. Evolucdo temporal do complexo de ligacdo do sulco da Troger assimetrica
(COMPL-SUL-ASS). A. Esquema do sitio e do modo de interacdo inicial; B. distancias
da ponte diazocina (C ponte), do grupamento amino (Na) e de um dos nitrogénios da
fenantrolina (Nf) em relacdo ao centro de massa dos quatro pares de bases do sitio de
interacdo; C. estruturas obtidas a partir da trajetdria da simulacgéo.

Apbs 15 ns (regido Ill), nota-se que a ponte diazocina voltou a interagir

preferencialmente com o par de bases 9C-16G (ciano), porém de forma mais proxima do
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que ocorreu na regido |. Essa transicdo € correlacionada com transi¢des simultaneas nos
outros grupamentos monitorados (Na e Nf) que mostram que houve um afastamento do
grupamento fenantrolina em relagdo ao sulco menor e uma aproximagédo do grupamento
amino. Esse novo modo de interacdo esta ilustrado na estrutura de 17 ns, onde se observa
claramente o substituinte fenantrolina projetado para fora do sulco menor, com a Troger
interagindo com o DNA principalmente através da ponte diazocina (Figura 18C).

Logo apos 17 ns (regido 1V), houve uma terceira e ultima reorientacdo, em que a
ponte passou a interagir preferencialmente com o par de bases 8T-17A (verde), de forma
ainda mais proxima do que nas regides anteriores. Simultaneamente, houve um novo
afastamento do nitrogénio da fenantrolina, de modo que este grupamento terminou a
simulagéo significativamente mais afastado do sulco menor do que estava inicialmente.
Por outro lado, houve uma aproximacdo do grupamento amino, que terminou mais
préximo do sulco menor do que no inicio da simulacdo. De modo geral, no entanto, o
monitoramento das distancias mostrou uma tendéncia do sistema para um modo de
interacdo na qual a base de Troger interage com o DNA basicamente através da ponte
diazocina (0,5 nm), com pouca ou nenhuma contribuicdo dos nitrogénios dos
substituintes (~1 nm), como pode ser observado nas estruturas de 18 e 20 ns da Figura
18C. Convém observar também que esse modo de interacdo é bastante semelhante ao
modo de interacdo final da Troger simétrica no sulco menor.

Com relagdo a estrutura do DNA, no entanto, a Troger assimétrica parece ter
induzido alteracGes estruturais mais consistentes do que as observadas no complexo de
ligacdo ao sulco da Troger simétrica. Ainda na estrutura de 5 ns, ja é possivel observar
um alargamento do sulco menor e um ‘“achatamento” da dupla hélice, que pode ser tanto
devido a uma curvatura local como a uma alteracdo conformacional, levando a forma A
do DNA. Esses efeitos sdo observados de forma ainda mais evidente na estrutura de 17
ns, que mostra uma estrutura bastante semelhante a forma A do DNA, com um sulco
menor mais raso e um sulco maior mais profundo. Diferentemente das distor¢des
observadas no COMPL-SUL-SIM, neste caso as distor¢Ges se mantiveram até o final da

simulagéo (20 ns).
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Comparando com os complexos de intercalacdo, portanto, os complexos de
ligacdo ao sulco menor apresentaram tempos de residéncia menores, com alteracdo do
modo ou mesmo de sitio de interagdo ao longo das simulagBes. Para ambas as bases de
Troger, houve uma reorientacdo dos ligantes no sulco menor, levando a um modo de
interacdo comum para os dois sistemas, em que a base de Troger interagiu com 0 DNA
através da ponte diazocina. No caso da simulacdo com a Troger simétrica, foi também
amostrada uma orientacdo paralela do ligante em relacdo a dois pares de bases, que se
mostrou bastante propicia para a intercalagdo. Apesar deste efeito poder ser considerado
como um indicio de intercalacdo, ndo foi possivel esclarecer se a base de Troger
simétrica é ou ndo capaz de induzir a abertura do gap necessario para que este modo de
interacdo ocorra.

Além disso, as alteracdes provocadas pela ligagdo ao sulco menor ndo foram,
aparentemente, tdo intensas como nos complexos de intercalacdo. Essa observacao,
juntamente com os tempos de residéncia em cada tipo de interacdo, € um indicio de que o
modo de ligacdo ao sulco menor consiste em um modo de interacdo mais fraco do que a

intercalacdo.

4.2.3 Anélise conformacional da cadeia principal

Para melhor avaliar e quantificar as distor¢des estruturais observadas visualmente
em cada modo de interacdo, foram monitorados alguns dos angulos torcionais da cadeia
principal, bem como uma série de pardmetros estruturais da dupla hélice que serdo
apresentados e discutidos nas sec¢Oes a seguir (4.2.4).

O DNA possui seis angulos torcionais na cadeia principal (Figura 19), o que torna
a analise conformacional de acidos nucléicos bastante mais complexa do que de
proteinas.***° No entanto, alguns destes angulos sdo mais importantes do que outros da
descricdo das conformagdes. A combinagdo dos angulos o e vy, por exemplo, é
particularmente relevante na descricdo de conformacgfes ndo-canbnicas de baixo Twist,
que sdo importantes durante o reconhecimento do DNA por proteinas e outras

moléculas.”® Além disso, o acimulo de conformacdes a/y ndo-candnicas pode levar a
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fortes distorgdes estruturais da dupla hélice e, por isso, 0 monitoramento destes angulos
se torna também um critério de estabilidade em simulacdes por dinamica molecular.”’

Além dos angulos o e vy, foram também monitorados os angulos € e g, cuja
combinacéo define as duas sub-formas do B-DNA candnico, conhecidas como B-1 (mais
frequente) e B-1l (menos frequente).”® Além disso, os angulos € e { sdo o0s que
apresentam maior variabilidade no B-DNA™ — sendo, portanto, mais flexiveis. Dessa
forma, o monitoramento dos angulos € e { ndo é exatamente um critério de estabilidade,
mas sim uma maneira de analisar a flexibilidade do DNA. Considerando que a
flexibilidade do DNA é importante tanto na discriminacdo entre ligantes como nas
adaptacOes estruturais exigidas pela ligacdo, € importante que ocorra uma amostragem
equilibrada entre as conformacdes Bl e Bll nas simulagdes.

Figura 19. Angulos torcionais da cadeia
principal (de a a £) e da ligacdo glicosidica (y).

Como a e y séo correlacionados entre si, foram plotados gréaficos mostrando a
distribuicdo de o versus y para cada sistema (Figura 20), com as regifes de minimo
global e de minimos locais indicadas pelas linhas sélidas e tracejadas, de acordo com
Varnai et al.”® A fim de ilustrar a frequéncia bem como a reversibilidade das transicoes
conformacionais, a Figura 21 mostra a analise temporal dos angulos o/y para uma das

bases de cada oligonucleotideo simulado.
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Também foram plotados graficos de & versus C para cada sistema (Figura 22),
com as regides correspondentes as conformacbes Bl e BIl indicadas de acordo com

Schneider et al.”®

Uma distingdo mais grosseira entre as duas conformacdes pode ser feita
através do parametro ¢—C, sendo Bl quando - < 0 e BIll quando &-( >0, que € o que
esta indicado pela linha diagonal tracejada nos gréaficos da Figura 22. A analise temporal
para os angulos ¢ e ¢ esta mostrada na Figura 23.

Nas figuras 20 e 22, foram representados os angulos dos pares de bases que
compdem a triade de interacdo com as bases de Troger. Ja os angulos dos pares de bases
ndo envolvidos diretamente na interacdo com os ligantes foram concatenados em um

mesmo gréafico que descreve a regido chamada de regido ndo-interagente.

4.2.3.1 Angulos a. e y

Sistemas isolados (DNA-GAP e DNA-SEM-GAP)

Nas simulacdes do DNA com gap isolado (Figura 20, A e B), os angulos a/y
popularam principalmente a regido g’/g*, que consiste no minimo global da superficie de
energia e, portanto, corresponde a conformacdo canénica. No entanto, também foram
observadas algumas transi¢cGes para as outras regides conhecidas como minimos locais,
principalmente as regides g/t e g*/t. De fato, o campo de forca parm99, no qual esta
baseado o ffamber03, é conhecido por levar o sistema demasiadamente ao minimo local
g'/t, mas o acimulo dessas transicdes s6 gera distorcdes severas em simulagdes muito
longas (>20ns).”” Além disso, embora 0 DNA tenha visitado regides de minimo local, o
sistema nao ficou “preso” em nenhuma dessas conformagdes ndo-candnicas, ja que as
transi¢Oes foram reversiveis, como mostra a analise temporal da Figura 21A.

Na simulacdo do DNA sem gap isolado (Figura 20, C e D), o sistema também se
manteve principalmente na regido de minimo global, embora tenha ocorrido maior
exploracdo das regides de minimo local em comparagdo com o oligonucleotideo com
gap. Além disso, pode-se observar uma pequena tendéncia a popular a regido t/g*, que
ndo é descrita como um minimo local pela literatura, podendo ser um artefato do campo

de forca.
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Figura 20. Perfis dos angulos a e y para os complexos de intercalacdo com a Troger simétrica
(A) e com a Troger assimétrica (B). Em vermelho e amarelo, estdo mostrados os perfis para o
DNA no complexo; em verde e ciano os perfis para 0 DNA guando simulado isoladamente. As
regibes do DNA que ndo interagiram diretamente com a base de Troger durante a maior parte
das simulacgdes, foram chamadas de regides ndo-interagentes.
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Figura 20 (continuacéo). Perfis dos angulos o e y para os complexos de ligagdo ao sulco com
a Troger simeétrica (C) e com a Troger assimétrica (D). Em vermelho e amarelo, estdo
mostrados os perfis para 0 DNA no complexo; em verde e ciano os perfis para 0 DNA quando
simulado isoladamente.
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Figura 21. Anélise temporal dos angulos o (laranja) e y (verde). Na coluna da esquerda,
estdo mostrados os resultados para a base 6A nos sistemas: DNA-GAP (A); COMPL-
INT-SIM (B); COMPL-INT-ASS (C). Na coluna da direita, estio mostrados 0s
resultados para a base 16G nos sistemas: DNA-SEM-GAP (D); COMPL-SUL-SIM (E);
COMPL-SUL-ASS (F).
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Complexos de intercalagdo (COMPL-INT-SIM e COMPL-INT-ASS)

Claramente, as alteragdes mais significativas dos angulos a/y nos
oligonucleotideos dos complexos de intercalacdo ocorreram justamente nas bases que
flanqueiam o gap de intercalacdo (Figura 20, A e B). Por outro lado, poucas alteragdes
foram observadas nos perfis das bases que interagem somente com a porcéo da base de
Troger que ndo se encontra intercalada (4T-17A, no caso da Troger simétrica; 7T-15A,
no caso da Troger assimétrica).

Para as bases que flanqueiam o gap de intercalacdo (5T-16A e 6A-15T), foi
bastante significativo o aumento da populacdo de pontos nas regides de minimo local,
principalmente na regido trans/trans - que quase ndo foi visitada quando o
oligonucleotideo foi simulado isoladamente. Apesar de corresponder a um minimo local,
a conformacao trans/trans é associada a conformacdes de baixo Twist que diferem do B-
DNA canénico, sendo bastante caracteristica da forma A do DNA.*

No complexo com a Troger simétrica (Figura 20, A), o perfil correspondente a
regido das bases nao-interagentes também mostrou um aumento da amostragem da regido
trans/trans e de outras regides (ndo-minimos), em comparacdo com o oligonucleotideo
isolado. Isso confirma a suposicao feita a partir da analise visual das estruturas (secdo
4.2.2), de que as alteracdes estruturais originadas no gap se propagaram ao longo do
restante da cadeia principal neste complexo.

De acordo com a anélise temporal (Figura 21, B e C), as transi¢fes também se
mostraram reversiveis nestes sistemas, com frequéncias maiores em relacdo aos sistemas

contendo DNA isolado.

Complexos de ligag&o ao sulco menor (COMPL-SUL-SIM e COMPL-SUL-ASS)

Nos complexos em que as bases de Troger interagiram através de ligacdo ao sulco
menor, ndo houve diferengas muito significativas nos perfis a/y das triades de interagao.
O par de bases 11C-14G, no complexo com a Troger simétrica (Figura 20C), é o Unico
caso em que houve amostragem de uma regido de minimo local (g*/t). Para o restante dos

pares de bases das triades, os sistemas se mantiveram estabilizados na regido de minimo
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global (g/g"). De fato, houve mais transi¢Ges para os minimos locais g/t e g*/t na triade
do oligonucleotideo isolado do que na dos oligonucleotideos que interagiram com as
bases de Trdger. Isso ndo necessariamente é um efeito de estabilizacdo provocado pelas
bases de Troger, mas indica que a presenca do ligante no sulco menor nao induz o DNA a
adotar conformacoes o/y ndo-candnicas, possivelmente inibindo essas transicoes.
Também ndo houve nenhum efeito de distorcdo nas regides adjacentes a ligacao,
ja que os perfis das regides nao-interagentes foram muito semelhantes no DNA isolado e

nos complexos.

Em resumo, através da analise conformacional dos angulos o e y, pdde-se
confirmar algumas tendéncias que ja haviam sido observadas visualmente nas estruturas
da simulacdo. Quando intercaladas, as bases de Troger de fato afetam mais intensamente
a cadeia principal do que quando ligadas ao sulco, levando o DNA a adotar
conformacBes a/y ndo candnicas com frequéncia maior do que o usual. Esse aumento
ocorre principalmente nas transicdes para a regido trans/trans, provavelmente como uma
adaptacdo estrutural ao gap de intercalacdo. No caso do complexo com a Troger
simétrica, esse efeito ndo se restringe somente ao sitio de interacdo, mas se propaga ao
longo da cadeia principal. O mesmo n&o ocorre quando as bases de Troger interagem
através de ligacdo ao sulco menor, pois ndo se observa nenhuma tendéncia de o sistema
visitar regides ndo-canbnicas com frequéncia maior do que o DNA isolado, muito antes

pelo contrario.
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4.2.3.2 Angulos g e

Diferentemente da analise dos angulos o e vy, ndo € possivel chegar a conclusdes
claras em relacdo ao efeito do ligante sobre os &ngulos € e . De modo geral, foram
observadas transi¢oes BI->BII para todos os sistemas, o que indica que a flexibilidade da
cadeia principal esta sendo amostrada durante a simulagdo (Figura 22, A-D). Como
mostrado na Figura 23, essas transicdes também foram reversiveis, porém mais
frequentes do que as transi¢fes oy, 0 que estd acordo com a maior variabilidade relatada
para 0s angulos € e ¢ na literatura.”

No entanto, ndo foi possivel observar diferencas significativas entre os perfis dos
oligbmeros que interagiram com os ligantes e os perfis dos oligbmeros simulados
isoladamente. Dessa forma, concluiu-se que a presenca das bases de Troger, tanto quando
intercaladas como quando ligadas ao sulco menor, ndo alterou significativamente o perfil
dos angulos € e ¢. E mais provavel, portanto, que as alteragdes que foram observadas
visualmente na cadeia principal do DNA nos complexos de intercalacdo (secdo 4.2.2)

estejam correlacionadas com os angulos o e y, e ndo com os angulos € e C.
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Figura 22. Perfis dos angulos ¢ e { para os complexos de intercalagdo com a Troger simétrica
(A) e com a Troger assimétrica (B). Em vermelho e amarelo, estdo mostrados os perfis para o
DNA no complexo; em verde e ciano os perfis para 0 DNA guando simulado isoladamente. As
regibes do DNA gue ndo interagiram diretamente com a base de Trdger durante a maior parte
das simulagdes, foram chamadas de regides ndo-interagentes.
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Figura 22 (continuagéo). Perfis dos angulos ¢ e ¢ para os complexos de intercalagdo com a
Troger simétrica (C) e com a Troger assimétrica (D). Em vermelho e amarelo, estdo mostrados
os perfis para 0 DNA no complexo; em verde e ciano os perfis para 0 DNA quando simulado
isoladamente.
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Figura 23. Analise temporal dos angulos ¢ (verde) e ¢ (laranja) e do parametro € — C,
mostrado em rosa. Na coluna da esquerda, estdo mostrados os resultados para a base 6A
nos sistemas: DNA-GAP (A); COMPL-INT-SIM (B); COMPL-INT-ASS (C). Na coluna
da direita, estdo mostrados os resultados para a base 16G nos sistemas: DNA-SEM-GAP
(D); COMPL-SUL-SIM (E); COMPL-SUL-ASS (F).
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4.2.4 Andlise de parametros de pares de bases

Para quantificar algumas das distor¢des estruturais identificadas visualmente nas
estruturas dos oligonucleotideos — como desenrolamentos, curvaturas e a presenca do gap
—, foram selecionados alguns parametros de pares de bases, que estdo ilustrados na Figura
24, de acordo com Dickerson et al.® Esses parametros descrevem movimentos de
translacdo ou de rotacdo de um par de bases em relagcdo ao par de bases vizinho. Os
parametros Twist e Roll, por exemplo, quantificam movimentos de rotacdo nos eixos z e
y, respectivamente, enquanto que os parametros Rise e Slide quantificam movimentos de

translacéo sobre os eixos z e y.

3 S é %
A
z
A
& >\\'/1/
y x |& Rise (Dz) Slide (Dy)
)
E —
]
©
4o}
@) @
‘
5’ 3
Twist (Q) Roll (p)

Figura 24. Parametros de pares de bases (de acordo com a

convengao proposta por Dickerson et al.).®

Esses parametros sdo importantes, pois é a combinacdo deles em cada passo de
hélice que confere ao DNA a sua estrutura global. Um bom exemplo disso é o modelo de
Calladine & Drew® para a transicdo B->A do DNA, que mostra que a combinacio de
valores negativos de Slide com valores positivos de Roll leva o DNA a adotar uma
estrutura muito semelhante a forma A (Figura 25). Esse modelo de transicdo ilustra
claramente o efeito da aplicacdo do parametro Slide na largura da hélice — levando a uma
estrutura mais larga e achatada — e na profundidade dos sulcos — levando a uma

assimetria de profundidade, em que o sulco menor € mais raso e 0 sulco maior mais
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profundo. A aplicagdo de valores positivos de Roll também afeta as dimensdes do sulco,

ndo na profundidade, porém na largura — estreitando o sulco maior e alargando o menor.

(d) - 1.5 A Slide
e+ 12 Roll
d (A-DNA)
(a) Zero Slide, (b) -1.5 A Slide
zero Roll
(B-DNA)

Figura 25. Modelo da transicdo B->A do DNA, por Calladine e Drew.®® (a) B-DNA
ideal. (b) Estrutura intermediaria apds aplicacdo uniforme de -1,5 A de Slide. (c)
Estrutura intermediaria ap6s aplicacdo uniforme de + 12° de Roll. (d) Estrutura
semelhante ao A-DNA, ap6s a aplicacdo de -1,5 A de Slide e de + 12° de Roll. Adaptado

de Dickerson and Ng.

Dessa forma, esses parametros sdo Uteis para descrever mudangas na geometria
dos sulcos, ocasionadas pela presenca de um ligante. Além disso, a compressao
ocasionada sobre um dos sulcos pela aplicacdo de Roll leva a uma curvatura local do
DNA sobre o sulco menor (Roll negativo) ou sobre o sulco maior (Roll positivo)®.
Portanto, o parametro Roll também serve como um indicador para curvaturas que,
dependendo da combinagdo, podem levar a uma curvatura global.

Jé as contribui¢des dos pardmetros de Twist e Rise para a estrutura da dupla hélice
sdo mais facilmente compreendidas. O parametro Twist, por quantificar o grau de torcéo
da dupla hélice, € um bom indicador de possiveis desenrolamentos provocados, por

exemplo, por agentes intercaladores. Ja o pardmetro Rise, que mede a distancia entre
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pares de bases consecutivos, € um bom indicador da presenca de um gap de intercalacéo,
como ja mencionado anteriormente.

Para esses quatro parametros selecionados — Rise, Twist, Slide e Roll -, foram
monitorados os valores referentes aos passos de hélice contendo a triade de interacéo,
bem como o valor medio obtido a partir de todos os passos de hélice de cada
oligonucleotideo. (Cada passo de hélice significa dois pares de bases consecutivos, como
ilustrado na Figura 24). Essas analises estdo ilustradas nas Figuras 26 — 29 (Rise), 30-33
(Twist), 34-37 (Slide) e 38-41 (Roll). Em cada figura, sdo monitorados os parametros para
o oligonucleotideo simulado isoladamente (A) e no complexo (B). Além disso, estdo
indicados os valores esperados para as formas candnicas A e B, de acordo Reddy et al.®

A andlise do parametro Rise mostra que, na auséncia de um ligante, o gap de
intercalacdo do sistema DNA-GAP rapidamente se fechou em menos de 1 ns de
simulacdo (Figuras 26 e 27, A). Na presenca das bases de Troger, porém, o alto valor de
Rise para o par TA/TA mostra que 0 gap se manteve aberto durante toda a simulagéo, o
que esta de acordo com o alto tempo de residéncia bases de Troger no gap de intercalacéo
(Figura 26 e 27, B). Para os sistemas sem gap (Figuras 28 e 29), os valores de Rise se
mantiveram, em média, préximos ao valor do B-DNA canénico.

Em todos os sistemas, os valores de Twist flutuaram bastante e se mantiveram, em
média, abaixo do valor esperado para 0 B-DNA canénico - mais proximos do valor
encontrado no A-DNA (Figuras 30-33). Isoladamente, esse efeito ndo indica uma
transicdo B> A, mas decorre do proprio campo de forca AMBER, que é conhecido por
subestimar os valores de Twist em 3-4° em comparacdo com os valores cristalogréaficos.®

No caso dos complexos de intercalacdo (Figuras 30 e 31, B), o0 passo de hélice
contendo o gap de intercalacdo (linha amarela) apresentou valores extremamente baixos
de Twist, indicando um forte desenrolamento da dupla hélice nessa regido, o que decorre
do maior afastamento dos pares de bases envolvidos no gap, como anteriormente
comentado. No entanto, € interessante observar que, no caso da intercalacdo da Troger
simétrica (Figura 30, B), esse desenrolamento parece ter se propagado ao longo do
restante da dupla hélice, pois se observou um progressivo decréscimo do valor médio,
que terminou significativamente mais baixo do que o da forma A-candnica. O mesmo néao

ocorreu no complexo de intercalacdo da base assimétrica (Figura 31, B) que, mesmo
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tendo apresentado um desenrolamento local na regido do gap, manteve um valor médio
de Twist proximo ao da forma A-candnica - de forma semelhante ao que ocorreu com o
oligonucleotideo isolado (Figura 31, A). Portanto, a analise do pardmetro Twist
confirmou que, enquanto no complexo de intercalacdo da Troger assimétrica o
desenrolamento causado pelo ligante se restringiu a regidao do gap, no complexo da
Troger simétrica houve uma propagacdo desse efeito para outras regides da hélice — o que
ja havia sido sugerido pela analise visual das estruturas na se¢do 4.2.2.

Com relacdo ao parametro Slide, a maioria dos sistemas manteve, em média,
valores intermediarios entre as formas A e B candnicas (Figuras 34-37), exceto pelo
DNA no complexo de intercalacdo da Troger simétrica, que apresentou valores mais
positivos (Figura 34, B). Isso significa que, com exce¢do do COMPL-INT-SIM, houve
em média um pequeno afastamento das bases em relacdo ao eixo da dupla hélice,
tornando o sulco menor mais raso e o sulco maior mais profundo. Esse efeito, porém,
dificilmente poderia ser identificado visualmente devido as altas flutuagbes ocorridas em
cada passo de hélice - principalmente nos complexos de ligacéo ao sulco menor (Figuras
36 e 37, B).

Finalmente, em relacdo ao pardmetro Roll, pbde-se constatar que 0s
oligonucleotideos apresentaram valores médios proximos ao valor do B-DNA candnico
(Figuras 38-41). No entanto, no caso dos complexos de ligacdo ao sulco menor, alguns
dos passos de hélice envolvidos da regido de interacdo apresentaram valores mais
positivos no final das simulages, especialmente no COMPL-SUL-SIM (Figura 40, B).
Isso indica que houve uma compressdo sobre o sulco maior do DNA na regido de
interacdo com a Troger simétrica, tornando o sulco menor mais raso e mais exposto a
interacdo.

De modo geral, a andlise de alguns parametros referentes aos pares de bases
permitiu confirmar e quantificar algumas das distor¢des observadas visualmente nos
oligonucleotideos durante as simulagfes. Como esperado, as maiores alteragdes
estruturais foram observadas para os oligbmeros pertencentes aos complexos de
intercalagdo, nos pardmetros de Twist e Rise - mostrando que a intercalacdo afeta
principalmente a distancia entre pares de bases que flanqueiam o ligante e o grau de
torcdo da dupla hélice. Por outro lado, os complexos de ligacdo ao sulco mostraram
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alteracOes estruturais mais sutis, que foram mais perceptiveis nos parametros de Slide e

Roll — mostrando que esse tipo interacdo tende a afetar principalmente a largura e a

profundidade dos sulcos.

C G
G €
G C
T A
T A
A T
T A
G C
A T
€ G

Angstrons
o =~ N W H 00 O N

RISE

TT/AA | B

AT/AT
Média

10
Tempo (ns)

10 15 20
Tempo (ns)

Figura 26. Rise para 0 DNA-GAP (A) e para 0 COMPL-INT-SIM (B). Os valores
médios para as formas B e A do DNA séo indicados pela linha preta solida e tracejada,

respectivamente.
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Figura 27. Rise para o0 DNA-GAP (A) e para 0 COMPL-INT-ASS (B). Os valores
médios para as formas B e A do DNA sdo indicados pela linha preta sélida e tracejada,

respectivamente.
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Figura 28. Rise para 0 DNA-SEM-GAP (A) e para 0 COMPL-SUL-SIM (B). Os valores
médios para as formas B e A do DNA sdo indicados pela linha preta sélida e tracejada,

respectivamente.
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Figura 29. Rise para 0 DNA-SEM-GAP (A) e para 0 COMPL-SUL-ASS (B). Os valores
médios para as formas B e A do DNA sdo indicados pela linha preta sélida e tracejada,

respectivamente.
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Figura 30. Twist para 0 DNA-GAP (A) e para 0 COMPL-INT-SIM (B). Os valores
médios para as formas B e A do DNA séo indicados pela linha preta solida e tracejada,
respectivamente.
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Figura 31. Twist para 0 DNA-GAP (A) e para 0 COMPL-INT-ASS (B). Os valores
médios para as formas B e A do DNA sdo indicados pela linha preta sélida e tracejada,
respectivamente.
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Figura 32. Twist para 0 DNA-SEM-GAP (A) e para 0 COMPL-SUL-SIM (B). Os
valores médios para as formas B e A do DNA sdao indicados pela linha preta sélida e
tracejada, respectivamente.
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Figura 33. Twist para 0 DNA-SEM-GAP (A) e para 0 COMPL-SUL-ASS (B). Os
valores médios para as formas B e A do DNA sdo indicados pela linha preta sélida e
tracejada, respectivamente.
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Figura 34. Slide para 0 DNA-GAP (A) e para 0 COMPL-INT-SIM (B). Os valores
médios para as formas B e A do DNA séo indicados pela linha preta solida e tracejada,

respectivamente.
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Figura 35. Slide para 0 DNA-GAP (A) e para 0 COMPL-INT-ASS (B). Os valores
médios para as formas B e A do DNA sdo indicados pela linha preta sélida e tracejada,

respectivamente.
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Figura 36. Slide para 0 DNA-SEM-GAP (A) e para 0 COMPL-SUL-SIM (B). Os valores
médios para as formas B e A do DNA sdo indicados pela linha preta sélida e tracejada,

respectivamente.
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Figura 37. Slide para 0 DNA-SEM-GAP (A) e para 0 COMPL-SUL-ASS (B). Os valores
médios para as formas B e A do DNA sdo indicados pela linha preta sélida e tracejada,

respectivamente.
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Figura 39. Roll para o DNA-GAP (A) e para 0 COMPL-INT-ASS (B). Os valores
médios para as formas B e A do DNA séo indicados pela linha preta solida e tracejada,
respectivamente.
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Figura 40. Roll para 0 DNA-SEM-GAP (A) e para 0 COMPL-SUL-SIM (B). Os valores
médios para as formas B e A do DNA sdo indicados pela linha preta sélida e tracejada,
respectivamente.
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Figura 41. Roll para 0 DNA-SEM-GAP (A) e para 0 COMPL-SUL-SIM (B). Os valores
médios para as formas B e A do DNA sdo indicados pela linha preta sélida e tracejada,
respectivamente.
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4.2.5 Andlise dos Bending-Dials

Assim como o pardmetro Roll indica se 0 DNA esta se comprimindo em dire¢do a
um dos sulcos, o parametro Tilt (ver Figura 42) indica se 0 DNA esta se comprimindo em
direcdo a uma das cadeias fosfatadas. Embora esse tipo de distor¢cdo seja energeticamente
menos favoravel e, portanto, menos frequente do que a compressdo dos sulcos,> ele
ainda assim deve ser considerado na anélise da curvatura do DNA.

Uma das maneiras de realizar essa analise é através do parametro de bending-
dials, que combina matematicamente os parametros de Roll e Tilt para cada passo de
hélice, fornecendo um gréfico de coordenadas polares em que o angulo ¢ indica a diregdo
da curvatura e o parametro 6, a magnitude (Figura 42). (A fundamentagdo matematica

dessa metodologia pode ser encontrada no trabalho de Young et al.’’

). Dessa maneira,
uma maior populagdo do hemisfério norte indica uma curvatura local sobre o sulco maior,
enquanto que uma maior populagéo do hemisfério sul indica uma curvatura local sobre o
sulco menor, como ilustrado na Figura 42. Os hemisférios leste e oeste, por sua vez, estdo
associados a curvaturas locais em direcdo a uma das cadeias fosfatadas. Como o
parametro de bending-dials se restringe a um passo de hélice (ou seja, um par de pares de
bases consecutivos), ele nos fornece apenas curvaturas locais, e a curvatura global deve
ser interpretada a partir do conjunto formado pelos bending-dials para cada passo de
hélice.

Os graficos de bending-dials para os sistemas simulados estdo ilustrados nas
Figuras 43 (DNA-GAP e complexos de intercalacéo) e 44 (DNA-SEM-GAP e complexos
de ligacdo ao sulco menor). Para descartar as flutuacdes decorrentes da mobilidade dos
segmentos terminais da dupla hélice, os passos de hélice pertencentes as extremidades 5’

e 3’ foram excluidos da analise.
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Figura 42. Combinacdo dos parametros Roll e Tilt para obtencdo do pardametro de
bending-dials. A variagdo em Roll resulta em curvatura sobre um dos sulcos e a variagéo
em Tilt resulta em curvatura sobre uma das cadeias fosfatadas. No gréfico polar, a dire¢do
e a magnitude da curvatura sdo indicadas pelo o angulo ¢ e pelo parametro 6,
respectivamente. Hemisfério norte — curvatura sobre o sulco maior; hemisfério sul —
curvatura sobre o sulco menor; leste e oeste — curvatura sobre uma das cadeias fosfatadas.
Adaptado de Young et al.?’
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Sistemas contendo gap (DNA-GAP e complexos de intercalagéo)

No oligonucleotideo isolado (DNA-GAP), a maioria dos passos de hélice nédo
apresentou curvaturas locais, como pode ser observado pelos graficos da Figura 43, com
pontos pouco dispersos e simetricamente distribuidos entre os quatro hemisférios. As
Unicas excecdes ocorreram nos passos TG/CA e TA/TA, que apresentaram curvaturas
locais em direcdo ao sulco maior do DNA, como pode ser visto pela maior populagédo do
hemisfério norte do grafico. Também pode ser observado pelos graficos que a curvatura
do passo TA/TA apresentou uma magnitude maior do que o passo TG/CA. Esse resultado
é consistente com estudos experimentais, que mostram que passos do tipo TA/TA

apresentam valores bastante positivos de Roll,®#°

induzindo curvaturas em direcdo ao
sulco menor que sdo importantes, por exemplo, na interacdo da enzima TATA-Box
Binding Protein (TBP) com sequéncias contendo o motivo TATA.>>%

Essa curvatura do passo TA/TA em direcdo ao sulco maior também ocorreu no
complexo de intercalagdo da Troger simétrica — embora com uma adicional curvatura em
direcdo a uma das cadeias fosfatadas — mas foi suprimida no complexo de intercalacdo da
Troger assimétrica. Ainda no complexo de intercalacdo da Troger simétrica, a maior
perturbacdo parece ter ocorrido no passo AT/AT (adjacente ao gap), que mostrou uma
curvatura local em direcdo ao sulco maior que ndo foi observada no oligonucleotideo
isolado e, portanto, ndo é uma curvatura intrinseca da sequéncia. De modo geral, no
entanto, a presenca dos ligantes intercalados ndo promoveu curvaturas significativas na

estrutura do DNA.

Sistemas sem gap (DNA-SEM-GAP e complexos de ligacéo ao sulco menor)

No oligonucleotideo isolado (DNA-SEM-GAP), além da curvatura ja esperada
para 0 passo TA/TA, também foram observadas curvaturas em direcdo ao sulco maior
para os passos CG/CG (Figura 44). No entanto, diferentemente do que 0 ocorreu no passo
TA/TA — em que os passos adjacentes (AT/AT) ndo apresentaram nenhuma curvatura em
relacdo ao eixo central — no caso dos passos CG/CG, a curvatura em dire¢do ao sulco

maior parece ter sido compensada, pelo menos parcialmente, pelos passos adjacentes
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GC/GC — que apresentaram curvaturas locais na dire¢do contréria, ou seja, em dire¢do ao
sulco menor.

Em comparacdo com os perfis de bending-dials dos complexos de ligacdo ao
sulco (COMPL-SUL-SIM e COMPL-SUL-ASS), podemos concluir que as alteragdes
proporcionadas na curvatura da dupla hélice por esses ligantes se restringiram a regiao de
interacdo (em amarelo). No caso do complexo com a Troger simétrica (COMPL-SUL-
SIM), os pontos pertencentes a regido de interagdo mostraram uma maior populacdo do
hemisfério norte para o passo CG/CG e do hemisfério sul para o passo GC/GC. No
entanto, € interessante observar que, em ambos 0s casos, 0S pontos apresentaram uma
dispersdo vertical que penetra tanto no hemisfério norte quanto no hemisfério sul. 1sso
significa que, durante a simulacdo, esses passos de hélice ndo se mantiveram sempre
curvados em uma Unica direcdo, podendo ter variado a direcdo da curvatura diversas
vezes. Esse resultado sugere, portanto, ndo exatamente um aumento da curvatura local
nessa regido, mas sim um aumento da flexibilidade — reflexo, provavelmente, de uma
perturbacgdo introduzida pela presenca da Troger simétrica.

No caso do complexo com a Troger assimétrica (COMPL-SUL-SIM), as maiores
perturbacBes também ocorreram nos passos CG/CG e GC/GC, que apresentaram
curvaturas locais em direcdo ao sulco maior. Neste caso, porém, a direcdo das curvaturas
se mostrou mais consistente ao longo da simulacdo (o que pode ser deduzido pelos
poucos pontos no hemisfério sul dos graficos). Como essas curvaturas locais ndo foram
compensadas nos passos adjacentes, é bastante provavel que seja apenas esse efeito de
curvatura — e ndo uma transi¢do conformacional — o responsavel pela semelhanca visual

do DNA nesse sistema com a forma A (ver sec¢do 4.2.2).
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Figura 43. Analise dos bending-
dials dos sistemas contendo gap.
Cada um dos  circulos
concéntricos  representa  uma
magnitude de curvatura de 5° em
relacdo ao eixo central do dupla
hélice. Em vermelho, passos de
hélice  de regides ndo-
interagentes; em amarelo, passos
de hélice de regiBes que
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DNA-SEM-GAP COMPL-SUL-SIM COMPL-SUL-ASS

Figura 44. Andlise dos bending-
dials dos sistemas sem gap. Cada
um dos circulos concéntricos
representa uma magnitude de
curvatura de 5° em relagéo ao eixo
central da dupla hélice. Em
vermelho, passos de hélice de
regibes  ndo-interagentes; em
amarelo, passos de hélice de
regides que interagiram com 0s

ligantes.
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4.3 CONCLUSOES

Foram realizadas simulacbes do tipo dinamica molecular com quatro sistemas
envolvendo as bases de Troger simétrica e assimétrica: dois complexos de intercalacéo
(com um substituinte interagindo no gap e o outro no sulco menor do DNA) e dois
complexos de ligagdo ao sulco menor (com pelo menos um dos substituintes encaixado no
sulco menor do DNA). Para poder discriminar entre os efeitos provocados pela presenca
dos ligantes e as propriedades intrinsecas do campo de forca ou da composicéo (sequéncia)
dos oligonucleotideos, também foram simulados os oligonucleotideos isoladamente.

Em todas as simulacdes, a dupla hélice do DNA se mostrou estavel — ou seja, ndo
houve desnaturacédo significativa dos pares de bases —, confirmando que o campo de forca
ffamber03 é adequado para a simulacdo de &cidos nucléicos. Esse fato também foi
confirmado por uma amostragem equilibrada das conformacdes da cadeia principal para o0s
oligonucleotideos isolados.

Nos complexos de intercalacdo, as bases de Troger apresentaram tempos de
residéncia bastante altos (>20 ns) e provocaram o desenrolamento da dupla hélice na regido
do gap, um efeito que € uma assinatura deste modo de interacdo. Através da analise dos
angulos torcionais da cadeia principal, foi possivel mostrar que essas conformacdes locais
de baixo Twist exigiram transi¢cdes nos angulos alfa e gama para uma regido caracteristica
da forma A do DNA. No caso da Troger simétrica, esse efeito de desenrolamento foi mais
intenso, com propagacdo para as bases adjacentes ao sitio de interacao.

Nos complexos em que as bases interagiram somente através da ligacdo ao sulco
menor, as alteracdes na dupla hélice foram mais sutis e produziram alteragdes nas
conformacOes da cadeia principal. Na realidade, a presenca dos ligantes no sulco menor
pareceu inibir as transi¢des o/y da cadeia principal, limitando o DNA a regido B-canénica.
Dentro da regido B-canbnica, porém, a presenca dos ligantes parece ter aumentado
levemente a flexibilidade intrinseca do B-DNA, como sugerido por um aumento das

curvaturas locais.
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Finalmente, embora as bases de Troger tenham interagido com o sulco menor por
20 ns, os tempos de residéncia ndo foram tdo grandes se considerarmos que houve mudanca
tanto do modo como do sitio de interacdo. Surpreendentemente, as simulagdes destes
complexos convergiram para um modo de interagdo semelhante, em que as bases de Troger
estdo ligadas ao DNA quase que exclusivamente através ponte diazocina, com 0s

substituintes projetados para fora do sulco.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, foi estudada a interacdo de duas bases de Troger com o DNA,
atraves de docagem e dindmica molecular. Apesar das evidéncias experimentais que
comprovam a capacidade dessas bases de interagir de forma enantiosseletiva com &cidos
nucléicos, o0 modo de interacdo dessas moléculas ainda ndo foi elucidado de forma
conclusiva. Além disso, como ambas contém conhecidos ligantes de DNA como
substituintes — proflavina e fenantrolina — ndo esta claro qual € o papel da estruturaem V da
ponte diazocina durante a interacdo, que pode decorrer exclusivamente da capacidade de
ligacdo intrinseca dos substituintes.

Devido a falta de resultados experimentais que fornecessem uma estrutura de
partida adequada para as simulacbes do tipo dindmica molecular, a metodologia de
docagem molecular foi utilizada de forma preliminar para obtencdo de complexos de
interacdo mais provaveis entre as bases de Troger e os oligonucleotideos. Para isso, foi
validado um protocolo de docagem para acidos nucléico com o programa AutoDock 4.0,
gue mostrou que um oligbmero canénico com um gap de intercalacdo artificial € uma
alternativa adequada para contornar as limitagdes de flexibilidade da docagem com agentes
intercaladores.®

Os resultados da docagem das bases de Troger com esse receptor se mostraram de
acordo com os modos de ligacdo sugeridos na literatura a partir de estudos indiretos
(ensaios bioguimicos e espectros de dicroismo circular e linear): o enantibmero (-) da
Troger simétrica foi docado preferencialmente no sulco menor do DNA, enguanto que o0
enantibmero (-) da Trdger simétrica resultou em um modo misto de interagdo (com
intercalacdo da fenantrolina e ligacdo ao sulco menor da proflavina). Além disso, 0s
resultados da docagem reproduziram corretamente a estereosseletivamente dos
enantidbmeros levorrotatdrios em relagdo aos dextrorrotatérios.

Para as simulagdes, foram selecionados quatro complexos, cujos modos iniciais de
interacdo estdo indicados entre parénteses: 1) Troger simétrica e DNA com gap
(intercalacdo); 2) Troger assimétrica e DNA com gap (modo misto); 3) Troger simétrica e
DNA sem gap (ligacdo completa ao sulco menor); e 4) Troger assimétrica e DNA sem gap

(ligagdo parcial ao sulco menor). De forma bastante interessante, embora os complexos
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representassem quatro pontos de partida diferentes, houve convergéncia dos modos de
interacdo entre aqueles complexos que continham o mesmo oligonucleotideo como
receptor.

O complexo da Troger simétrica com DNA contendo gap rapidamente convergiu
para um modo misto, com um dos substituintes intercalado no gap e o outro fazendo
contatos adicionais no sulco menor, de forma analoga ao modo de interacdo da Troger
assimétrica com esse receptor. Embora o tempo de residéncia das bases no gap tenha sido
alto, e as distor¢des observadas na estrutura do DNA tenham sido aquelas esperadas de um
agente intercalador, esses resultados isoladamente ndo garantem que esse seja 0 modo de
interacdo preferencial dos enantidmeros levorrotatorios das bases de Troger. Para isso, seria
necessario, ndo apenas mostrar que elas permanecem no gap, mas também que sdo
moléculas capazes de induzir a abertura do gap de intercalagdo — caso contrério 0s
resultados dessas simulacdes seriam meramente artefatos do ponto de partida utilizado.

Nesse sentido, € interessante salientar que, durante a simulacdo da base de Troger
simétrica com o oligonucleotideo sem gap, os anéis aromaticos de uma das proflavinas
permaneceram por aproximadamente 2 ns paralelos a dois pares de bases do DNA, numa
orientacdo bastante favoravel para intercalar. Considerando todas as alteracGes estruturais
necessarias para a abertura do gap, € muito provavel que esse evento envolva uma barreira
energética demasiadamente alta, tornando muito pequena a probabilidade dessa transi¢do
ser amostrada em apenas 20 ns de simulag&o.

Somado a isso, temos o fato de que a proflavina isolada é sabidamente um agente
intercalador e que, portanto, € capaz de induzir a abertura do gap. Se, mesmo ligada a base
de Troger, ela foi capaz de assumir uma orientacdo favoravel para intercalar, € mais
provavel que a intercalagcdo ndo tenha ocorrido de fato por uma limitacdo da amostragem —
portanto, da metodologia.

Uma outra forma de argumentacdo seria pensar que, se proflavina possui a
habilidade intrinseca de intercalar do DNA, s6 existem duas razdes para que a intercalacao
ndo seja, pelo menos em parte, 0 modo de interacdo das bases de Troger: i) de alguma
maneira a estrutura da base de Troger impede a proflavina de intercalar; ii) existe um modo
de interacdo ainda mais favoravel do que a intercalagdo (por exemplo, ligacdo ao sulco

menor).
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A primeira hipdtese ndo parece ser o caso, pois a propria simulacdo dindmica
molecular mostrou que a interacdo de uma das proflavinas no sulco menor posicionou
corretamente a outra proflavina para a intercalacdo e que, além disso, os complexos de
intercalagdo se mostraram estaveis, sem que a base de Troger fosse expulsa para fora do
gap.

Resta entdo a hipdtese de que exista um outro modo de interacdo ainda mais
favoravel do que a intercalagdo, como, por exemplo, a ligagdo ao sulco menor.
Geometricamente, o formato em “V” da base de Troger resulta em uma curvatura muito
intensa na estrutura do ligante, que ndo parece ser compativel com a curvatura mais suave
do sulco menor do DNA. Ainda assim, considerando a flexibilidade do DNA, poderia se
pensar que a ligagdo ao sulco menor promoveria alteragdes na geometria do sulco,
adaptando-o a curvatura de quase 90 graus entre os substituintes da Tréger - mas isso nao
foi o0 que se observou nas simulacdes. O DNA se manteve pouco alterado, e ambas as bases
de Troger convergiram para um novo modo de interacdo completamente diferente, em que
a interacdo ocorre quase que exclusivamente através da ponte diazocina.

De forma contra-intuitiva, esse modo de interacdo ndo aproveita a potencial
complementaridade geométrica existente entre o sulco menor e a base de Troger e,
portanto, se caracteriza em um modo de interacdo independente da quiralidade da base de
Troger e pouco dependente dos substituintes envolvidos. Poderia constituir, portanto, em
um modo de ligacdo comum a todas bases de Trdger e responsavel pela interacdo fraca
documentada para 0s enantidmeros dextrorrotatdrios, mas ndo poderia explicar a
enantiosseletivade dos enantidmeros levorrotatorios.

De acordo com o0s nossos resultados, portanto, a ligacdo ao sulco menor néo parece
ser o0 modo de interacdo preferencial das bases de Trdger estudadas, o que diminui a
possibilidade de que exista um modo de interacdo mais favoravel do que a intercalacéo de
um dos substituintes. Dessa maneira, os resultados obtidos neste trabalho sugerem — ainda
que longe de serem conclusivos — que a interacdo preferencial dessas bases de Tréger com
0 DNA ocorra através da intercalagdo de um dos substituintes, como também sugerido
pelos estudos realizados por Baldeyrou et al .*°
Futuramente, para obter informagdes mais conclusivas acerca desta hipotese, seriam

necessarios ndo somente calculos de energia livre para os diferentes modos de interacédo
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amostrados durante as simulagdes, como também o desenvolvimento de uma metodologia

capaz de mapear as barreiras energéticas necessarias para a abertura do gap de intercalacéo.
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Despite DNA being an important target for several drugs, most of the docking programs are validated only
for proteins and their ligands. In this paper, we used AutoDock 4.0 to perform self-dockings and cross
dockings between two DNA ligands (a minor groove binder and an intercalator) and four distinct receptors:
1) erystallographic DNA without intercalation gap; 2) crystallographic DNA with intercalation gap; 3)
canonical B-DNA; and 4) modified B-DNA with intercalation gap. Besides being efficient in self-dockings,
AutoDock is capable of correctly identifying two of the main DNA binding modes with the condition that
the target possesses an artificial intercalation gap. Therefore, we suggest a default protocol to identify DNA
binding modes which uses a modified canonical DNA (with gap) as receptor. This protocol was applied to
dock two different Triger bases to DNA and the predicted binding modes agree with those suggested, yet
not established, by experimental data. We also applied the protocol to dock aflatoxin B exo-8.9-epoxide.
and the results are in complete agreement with experimental data from the literature. We propose that this
approach can be used to investigate other ligands whose binding mode to DNA remains unknown. yielding

1925

Docking Studies on DNA-Ligand Interactions: Building and Application of a Protocol

a suitable starting point for further theoretical studies such as molecular dynamics simulations.

INTRODUCTION

As the number of biological structures in data banks
rapidly increases, molecular docking is becoming an impor-
tant approach to evaluate or even to elucidate the interaction
between potential ligands and their macromolecular targets,'*
It has been shown that several docking methods described
so far can correctly reproduce the binding modes of cocrys-
tallized ligands to their protein targets (self-dockings), but
none of them can be considered a universally applicable
method.”

While there is a large number of studies reporting
protein—ligand docking, much less research has been re-
ported on docking of ligands to nucleic acids®™'? despite
DNA being an important molecular target for a wide number
of antibiotics and antitumor drugs.'* Disappointingly, most
of the scoring functions have been parametrized exclusively
with protein—ligands sets, and the programs have been
validated only for proteins and their ligands.>"> As well-
known, nucleic acids differ from proteins due to unique
structural features such as high density charge and helix chiral
geometry. Also, nucleic acids do not present a single and
well-defined binding site (as occur with most of the proteins)
and offer more solvent exposed binding pockets.” As a
consequence, this leads to the question of whether docking
programs validated for proteins can also produce reasonable
results in ligand-DNA docking. This 1ssue has been recently
approached by Holt et al.,'* who has shown that AutoDock
and Surflex can accurately reproduce the crystal structure
of several ligands (minor groove binders and intercalators)
bound to DNA, within a resolution of approximately 2 A.

* Corrresponding author fax: (++35051)33087304; e-mail: nete@
ig.ufrgs.br.

10.1021/¢i9001537 CCC: $40.75

Certainly, this had shed new light on the potential of
automated docking programs for virtual screening of DNA
binding agents. However, although self-dockings (1.e., using
the original crystallographic target) are considered useful as
a first indication of docking accuracy, they have proved to
provide little information about accuracy in real drug
discovery.” Indeed. the employment of docking technigues
to elucidate unknown DNA binding mechanisms - without
any conclusive previous experimental data - remains a
challenge.

The known fact that DNA is not rigid but rather a very
flexible molecule that can assume several structurally distinct
isoforms'®"'® combined with the fact that most of current
automated docking programs do not take into account target
flexibility leads to a so far insufficiently explored issue: when
it comes to the docking of ligands whose binding mode to
DNA remains unknown, which oligomer conformation
should be used as target? It is likely that several structural
features of the chosen oligomer conformation will strongly
impact docking performance, especially when ligand and
target interact through an induced-fit mechanism.

In general, interaction of small molecules with DNA
occurs in two distinct ways: intercalation between base pairs
or groove recognition.'? Although the major groove offers
more H-bonding donor and acceptor sites, it has been
suggested that it provides a much larger and shallow binding
pocket for small molecule binding than the minor groove.
Indeed. most of the small ligands bind to the minor groove,
while the major groove is the preferential binding site for
proteins and peptides.'**®

Among the main DNA binding modes, intercalation is the
most common way through which small and rigid aromatic
molecules recognize DNA. Most of the classical and simple

© 2009 American Chemical Society

Published on Web 08/06/2009



Apéndice B — Conformacdes de melhor energia resultantes das docagens com as bases de Troger.

Figura B1. Complexos com melhor energia livre de interacdo para os dockings com a Troger
simétrica. O enantidmero (-)-(R,R) esté representado em rosa e o enantibmero (+)-(S,S) esta
representado em laranja.



Figura B2. Complexos com melhor energia livre de interacdo para os dockings com a Troger
assimétrica. O enantidmero (-)-(R,R) esta representado em azul e o enantibmero (+)-(S,S)
esta representado em verde.



Apéndice C — README.txt do ACPYPI

= ACPYPI =
$I1ds

A tool based in Python to use Antechamber to generate topologies for chemical
compounds and to interface with others python applications like CCPN or ARIA.

acpypil is pronounced as "ace + pipe"
Topologies files to be generated so far: CNS/XPLOR, GROMACS, CHARMM and AMBER.

NB: Topologies generated by acpypi/Antechamber are based on General Amber Force
Field (GAFF) and should be used only with compatible forcefields like AMBER and its
variant.

Several flavours of AMBER FF are ported already for GROMACS (see ffamber:
http://chemistry.csulb.edu/ffamber/) as well as to XPLOR/CNS (see xplor-nih:
http://amber.scripps.edu/xplor-nih.html) and CHARMM.

This code is released under GNU General Public License V3.
<<< NO WARRANTY AT ALL!!! >>>
It was inspired by:

- amb2gmx.pl (Eric Sorin, David Mobley and John Chodera)and depends on Antechamber and
Openbabel

- YASARA Autosmiles:
http://www.yasara.org/autosmiles.htm (Elmar Krieger)

- topolbuild (Bruce Ray)
- xplo2d (G.J. Kleywegt)

For Antechamber, please cite:

1. Wang, J., Wang, W., Kollman P. A.; Case, D. A. "Automatic atom type and bond type
perception in molecular mechanical calculations". Journal of Molecular Graphics and
Modelling , 25, 2006, 247260.

2. Wang, J., Wolf, R. M.; Caldwell, J. W.; Kollman, P. A.; Case, D. A.

"Development and testing of a general AMBER force field". Journal of Computational
Chemistry, 25, 2004, 1157-1174.

If you use this code, I am glad if you cite:

BATISTA, P. R.; WILTER, A.; DURHAM, E. H. A. B.; PASCUTTI, P. G. Molecular Dynamics
Simulations Applied to the Study of Subtypes of HIV-1 Protease. Cell Biochemistry and
Biophysics, 44, 3951i:%404, 2006.

Alan Wilter S. da Silva, D.Sc. - CCPN Research Associate
Department of Biochemistry, University of Cambridge.
80 Tennis Court Road, Cambridge CB2 1GA, UK.



Apéndice D — Inicio do arquivo de topologia gerado pelo ACPYPI para a base de Troger simétrica.

;7 10 cluster 1 GMX.itp created by acpypi on Tue Jun

[ atomtypes
;name

c3
ca
nb
nh
hn
hl
ha
h4
h2

[ moleculetype

; name

10 cluster 1

[ atoms

’

nr
1

O J o U wN

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

]

bond type

c3
ca
nb
nh
hn
hl
ha
h4
h2

]
type
c3
ca
ca
ca
ca
ca
nb
ca
ca
nb
ca
ca
ca
ca
ca
nh
c3
ca
ca
nb
ca
ca
ca
ca
ca
ca
ca
ca
ca
ca
ca
nh
c3
nh
hn
hn
hl
hl

]

n

resi
1

PR R RRPRRPRPRRRRRRRRERRRRRERERRPRRRPRPRRRERRRERERRERRRRE

mass
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
rexcl
3
res atom
NON Cl
NON c4
NON C5
NON Cco
NON Cc8
NON C10
NON N12
NON C13
NON cl4
NON N15
NON Clo
NON Cc18
NON C20
NON C22
NON C23
NON N24
NON C25
NON c28
NON C29
NON N30
NON C31
NON C32
NON C34
NON C38
NON c40
NON c42
NON Cc43
NON C45
NON C46
NON c48
NON C50
NON N51
NON C5H
NON N35
NON H36
NON H37
NON H
NON H1

charge

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

O O OO OO oOooOo

11

ptype

b A A

o O O

NDNNNDNNNDEFE WWWW

sigma

.39967e-01
.39967e-01
.25000e-01
.25000e-01
.06908e-01
.47135e-01
.59964e-01
.51055e-01
.29317e-01

mass

12.
12.
12.

12

12

12

12

12

12

14

I

01000
01000
01000

.01000
12.
12.
14.
.01000
12.
14.
12.
12.
12.
12.
12.
14.
12.
12.

01000
01000
01000

01000
01000
01000
01000
01000
01000
01000
01000
01000
01000

.01000
14.
12.
12.
.01000
12.
12.
12.

01000
01000
01000

01000
01000
01000

.01000
12.
12.
12.

01000
01000
01000

.01000
14.
12.

01000
01000

.01000
.00800
.00800
.00800
.00800

Y OYOYOY O) 1 0 W b

2 22:55:15 2009

epsilon

.57730e-01
.59824e-01
.11280e-01
.11280e-01
.56888e-02
.56888e-02
.27600e-02
.27600e-02
.56888e-02
; gtot

gtot 0.04
gtot 0.04
gtot 0.05
gtot 0.00
gtot -0.0
gtot -0.0
gtot -0.2
gtot -0.1
gtot -0.0
gtot -0.3
gtot -0.2
gtot -0.3
gtot -0.3
gtot -0.3
gtot -0.3
gtot -0.6
gtot -0.5
gtot -0.5
gtot -0.4
gtot -0.7
gtot -0.6
gtot -0.6
gtot -0.6
gtot -0.6
gtot -0.7
gtot -0.7
gtot -0.7
gtot -0.7
gtot -0.8
gtot -0.8
gtot -0.8
gtot -1.1
gtot -1.0
gtot -1.4
gtot -1.2
gtot -1.1
gtot -1.0
gtot -1.0

Amb
.91
.91
.82
.82
.60
.39
.46
.41
.29

\
PR R R OR R R

bond type
1
2
1
0
43
14
67
70
71
24
96
39
88
64
18
27
85
68
90
36
62
77
51
91
42
41
84
83
34
73
35
45
65
24
81
39
88
36

OO OO OO oo Oo

.1094
.0860
.1700
.1700
.0157
.0157
.0150
.0150
.0157



39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

ha
ha
h4
h4
ha
ha
hl
hl
ha
ha
ha
ha
ha
ha
h2
h2

PR RRRPRPRRPRRRRRRRRE R

NON
NON
NON
NON
NON
NON
NON
NON
NON
NON
NON
NON
NON
NON
NON
NON

H2
H4
H5
Ho6
H7
HS8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15
Hl6
H17
H18

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

cNeoNoNoBoNoNoNoNoNolNololololoelNo)

.06250
.06330
.08300
.08300
.06330
.06250
.05150
.05150
.06570
.06360
.06250
.06310
.06250
.06360
.06730
.06730

PR RRRPRPRPRRPRRRRRRRBE R

.00800
.00800
.00800
.00800
.00800
.00800
.00800
.00800
.00800
.00800
.00800
.00800
.00800
.00800
.00800
.00800

gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot

.974
.910
.827
. 744
.681
.619
.567
.516
.450
.386
.324
.261
.198
.135
.067
.000



