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RESUMO

O metabolito 20-hidroxiequidisona é responsavel por iniciar mudancas nos exoesqueletos de insetos. Esta molécula
é também associada com suplementacéo alimentar e pode ser usada como indutora em pesquisas com transgénicos.
Por isso o entendimento do processo bioquimico associado com a interacdo enzima/molécula é essencial para
entender os fendmenos biol6gicos nos quais a 20-hidroxiequidisona esta envolvida. Por essa razdo a modelagem
molecular é muito importante para o entender quais interagGes ou ligagGes sdo mais importantes para descrever o
ancoramento molecular da enzima/molécula. Neste trabalho foram realizados célculos de otimizagdo de geometria
usando a mecanica molecular para a proteina inteira e mecanica molecular/quantica (QM/MM) baseado na
aproximacao ONIOM. Os resultados destes calculos foram comparados com os dados experimentais de ligacéo de
hidrogénio provenientes da técnica de difracdo de raio x. Os célculos mostram que a combinacdo ONIOM
(B3LYP/UFF) possui maior acurdcia que aqueles provenientes unicamente do campo de forca Charm para a
descricdo de ligagdes de hidrogénio no sitio catalitico.

Palavras-chave: ONIOM, Ecdisona, Campo de Forga Charm.

ABSTRACT

The metabolite 20-hydroxyequidisone is responsible for initiate changes in insectsexosqueleton. This molecule is
also associated with supplementary feed and it may be used as inductors in transgenic researches. Therefore the
understanding of biochemical process associated with enzyme/molecule interaction is essential to comprehend all
the biological phenomenon that the 20-hydroxyequidisone is involved. For this reason the molecular modeling
play an important rule to understand which interaction or bond is more important to describe the enzyme/molecule
docking. In this work it was performed an optimization using an ONIOM ( QM/MM) approach based on quantum
mechanics/classical mechanics and force field approaches for all enzyme that were compared with experimental
hydrogen bond data provided by x ray data. The results show that the calculation using ONIOM (B3LYP/UFF) has
more accuracy than Charm force field for entire enzime in order to describe hydrogen bonds in catalytic site.
Keywords: ONIOM, Ecdisone, Charm Force Field.

RESUMEN

El metabolito 20-hidroxiequidisona es responsable de iniciar los cambios en los exoesqueletos de insectos. Esta
molécula también se asocia con la alimentacion suplementaria y se puede utilizar como un inductor en la
investigacion de transgénicos. Por lo tanto es esencial para entender los fenémenos biol6gicos en los que participa
el 20-hidroxiequidisona la comprension del proceso bioquimico asociado con la interaccion enzima / molécula.
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Por esta razon, el modelado molecular es muy importante entender lo que las interacciones 0 conexiones son mas
importantes para describir la enzima / molécula de anclaje molecular. En este trabajo se realizaron calculos de
optimizacion de geometria utilizando la mecénica molecular para toda la proteina y la mecanica molecular /
cuantica (QM / MM) basandose en el oniom enfoque. Los resultados de estos calculos se comparan con enlace de
hidrogeno datos experimentales de difraccion de rayos x técnica. Los calculos muestran que la combinacion oniom
(B3LYP / UFF) tiene una precisién mayor que los que se derivan Gnicamente de campo de fuerza del encanto para

la descripcion de los enlaces de hidrégeno en el sitio catalitico.
Palabras clave: ONIOM, ecdisona, encanto de la fuerza de campo.

INTRODUCAO

Os ecdizoas sdo grupos de animais que tem
capacidade de se desfazer de seus exoesqueletos, e
formar outra estrutura esquelética para poderem
crescer e se desenvolver (STORER et al, 2003).
Dentre os grupos de animais envolvidos em doencas
tropicais se encontram o0s insetos da classe
taxondmica Aedes aegypti que realizam a ecdise na
fase larval. Neste sentido, o entendimento dessa fase
de muda a nivel bioquimico se torna essencial para o
controle de doencas advindas desses insetos.

O metabdlito 20-hidroxiequidisona
associado ao receptor ecdisona € responsavel por
iniciar a mudanca de exoesqueletos em insetos
(BILLAS et al, 2003; CLAYTON et al, 2001;
RIDDIFORD et al,

heterodimero proteico com duas subunidades. A

2000). O receptor é um

estrutura do metabélito 20-hidroxiecdisona ancorada

ao sitio do receptor é mostrada abaixo na Figura 1.

Figura 1. Hormdnio 20-hidroxiequidisona ancorado ao
receptor ecdisona.

Enzima

2-hidroxiequidisonai
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A 20-hidroxiequidisona € comercializada
como suplemento nutricional em varios esportes,
particularmente musculacdo. A evidéncia para tal uso
é limitada (SAOWANEE et al, 2011). Alguns estudos
concluiram que o uso de 20mg por dia ndo apresenta
efeito (LAFONT E DINAN, 2003; SAOWANEE et
al, 2011). O horménio 20-hidroxiequidisona e outros
ecdiesterdides sdo usados em pesquisas bioquimicas
como indutores em animais transgénicos. Quando um
novo gene é introduzido em um animal a sua
expressao € controlada pela introducdo do receptor
ecdisona (SAEZ et al, 2000; GRAHAM, 2002). Ha
algumas evidéncias in vitro que mostram que a
molécula 20-hidroxiequidisona tem efeitos em
algumas células sanguineas tais quais os linfocitos e
neutrofilos, que podem agir como imunomodulador
(TRENIN E VOLODIN, 1999).Em vista das
indmeras aplicabilidades do horménio ecdisona,
torna-se salutar a importancia do estudo da interacdo
entre a molécula 20-hidroxiequidisona e 0 seu
respectivo receptor 20 monooxigenase. Neste sentido
a quimica tedrica pode se constituir em uma
ferramenta apropriada para averiguar esse tipo de
trabalho foram avaliadas as

interacdo. Neste

distdncias de ligacdo entre o receptor (20-
monooxigenase) e o substrato (20-hidroxiecdisona)
utilizando diferentes niveis de célculo de estrutura
eletrbnica e mecénica molecular. Foram utilizados
para este fim calculos de estrutura eletrbnica com
maltiplas camadas (ONIOM) e calculos utilizando

somente o campo de forca classico. A ideia foi
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demonstrar a reprodutibilidade destes diferentes
métodos no que tange os resultados de difragdo de
Raio-X,
reprodutibilidade dos dados

relacionando custo computacional com
experimentais. Os
calculos mostram satisfatdria reprodutibilidade das
ligacGes de hidrogénio com o funcional de densidade
B3LYP e a funcdo de base 6-31G.

MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho foi realizada a otimizacdo da
estrutura 125X (CARMICHAEL et al, 2005)
proveniente do site “protein data bank” obtida via
difracdo de raio-x com a resolugéo de 3,07 angstrons.
Para quantificar as ligacbes de hidrogénio foi
empregado 0 método ONIOM (DAPPRICH et al,
1999) presente no programa Gaussian 2009 (FRISCH
et al, 2009). Diversos métodos de calculo de estrutura
eletronica foram empregados neste trabalho. Foram
usados, na camada alta, os métodos ab initio: Hartree
Fock, a teoria de funcional de densidade (funcional
B3LYP (STEPHENS et al, 1994) e 0 método semi-
empirico PM6 (STEWART, 2007) para descrever as
ligagbes presentes no sitio catalitico. O campo de
forca classico UFF (RAPPE et al, 1992) foi utilizado
para descrever 0s restantes dos aminoacidos, que
foram mantidos fixos durante a otimizagdo. Para a
otimizacdo da camada alta foi utilizada a funcgéo
"guadmac", que realiza passos quadraticos para todos
os atomos. Os métodos ab initio foram empregados
com as funcbes de base STO-3G e 6-31G para
verificar relagdo entre reprodutibilidade da estrutura e
tempo de calculo . Também foram realizadas também
duas otimizacdes da proteina inteira com o campo de
forca Charm (BROOKS et al, 1983) fazendo o uso do
programa Hyperchem (HYPERCUBE) . Na primeira
levou-se em conta a subunidade que possui a
molécula 20-Hidroxiecdisona ancorada no sitio

catalitico. Na segunda foram consideradas todas as
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subunidades da enzima conforme a Figura 1. As
ligagbes de hidrogénio calculadas foram aquelas
realizadas entres a molécula 20-Hidroxiecdisona e 0s
aminodcidos glutamato (GLU 199), alanina (ALA
286) e treonina (THR 234) conforme a Figura 2.

Figura 2. Estrutura do sitio catalitico, contendo o
horménio ecdisona.
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Estas ligacbes foram escolhidas por estarem
presentes em todos os resultados de otimizagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados inerentes aos célculos de
estrutura eletrébnica do complexo enzima 20-
Hidroxiecdisona sdo mostradas abaixo na Figura 3.
Figura 3. Graficos mostrando a correlagéo entre os dados

experimentais (Azul) com os calculados via métodos de
célculos de estrutura eletrénica (Vermelho).
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Os resultados mostram que o melhor método
de célculo de estrutura eletrénica para descrever as
distancia de ligacdo de hidrogénio entre a molécula

20-Hidroxiecdisona e o receptor no sitio catalitico é o
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funcional B3LYP com a fungdo de base 6-31G. As
analises dos dados mostram ainda que ha um
aumento na qualidade dos dados com o0 aumento da
funcdo de base, pois sdo verificadas melhorias nos
dados tebricos para 0 método Hartree Fock com o
aumento da funcdo STO-3G para a funcéo 6-31G. Ha
uma excecdo quando sdo tratadas as ligagcdes de
hidrogénio com o GLU 199, para este caso verifica-se
maior adequacdo dos dados experimentais com o
método semi-empirico PM6. No que reporta aos
calculos com o campo de forca Charm verifica-se a
rotacdo do angulo diedro associado ao grupo OH
(Hidroxila) que se liga ao aminoacido Glu 199. Ha
um aumento da distancia de ligacdo de 2.75 para 3.54
angstrons. Os gréaficos inerentes as distancias de
ligagdo calculadas utilizando o campo de forca
Charm s&o mostrados abaixo na Figura 4.

Figura 4. Grafico comparativo de distancias de ligacdo
obtidas via dados experimentais (azul) e através de
calculos usando o campo de forga Charm (vermelho)
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Os gréaficos comparativos com as distancias
de ligagdo mostram que o uso da totalidade molecular
da enzima aumenta a correlagdo com os dados
convenientes da difracdo de raio-x para otimizagdes
utilizando o campo de forca Charm. Todavia o0s
resultados sdo menos acurados que aqueles previstos
por aqueles provenientes dos calculos de mecénica
guantica. Este resultado mostra a possibilidade da
diminuicdo de custo computacional para a
modelagem de moléculas bioldgicas, reduzindo a
descricdo do problema a otimiza¢do do sitio ativo,
mantendo o resto da proteina fixa para o caso da

enzima estudada.

CONCLUSAO

Os calculos de estrutura eletrnica
apresentaram correlagbes satisfatorias com dados
provenientes da técnica de difragdo de raio. Dentre
aqueles métodos avaliados, o funcional B3LYP
combinado com a funcdo gaussiana 6-31G é aquele
que apresenta maior correlagdo com os dados
experimentais. Os calculos mostram ainda a
superioridade dos métodos QM/MM na reprodugéo
de ligacGes de hidrogénio quando comparados ao uso
integral de campos de forga classicos. Estes
resultados podem vir a ser aplicados em futuros
estudos de docking molecular, onde a enzima
monooxigenase seja o receptor de interesse bioldgico,
provendo descrigdes mais acuradas das ligacdes de

hidrogénio envolvidas na inibi¢do dessa proteina.

Todos os autores declararam ndo haver qualquer
potencial conflito de interesses referente a este artigo.
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