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INTRODUCAO

A enzima Trans-sialidase do parasita causador da Doenca de
Chagas, Tripanosoma cruzi, (TcTS) é uma glicosidase hidrolase
(GH), responsavel por transferir unidades de acido sialico das cé
lulas do hospedeiro para o parasita, assim evadindo o sistema
imunolégico. O mecanismo comumente aceito para essa enzima
segue um modelo “ping-pong”, no qual um primeiro substrato
entra no sitio ativo da enzima e transfere para a enzima um
grupamento quimico (no caso, um acido sialico). Apenas depois que
o restante do substrato é liberado pela enzima um segundo
substrato entra e remove esse grupamento, deixando a enzima em
seu estado original. Nesse mecanismo, no maximo uma molécula
esta ligada a enzima em cada momento, formando um intermedia
rio binario.

Recentemente um mecanismo alternativo, envolvendo um
intermediario ternario onde o doador e o aceitador se ligam a
enzima ao mesmo tempo, foi sugerido por Oliveira et al.(OLIVEIRA
et al., 2014) No entanto, as estruturas cristalinas da TcTS disponi
veis mostram apenas um sitio de ligacdo muito estreito, de forma
que um rearranjo conformacional seria necessario para acomodar
ambos doador e aceitador. Nesse trabalho, estamos investigando a
flexibilidade do sitio ativo da TcTS no seu mecanismo bioquimico,
analisando a dinamica do complexo.

MATERIAIS E METODOS

A estrutura inicial para a enzima foi obtida do banco de dados PDB
(PDBID:150l), e continha a trans-sialidase juntamente com o ligante
sialyl lactose. Os arquivos de entrada foram gerados usando o
LEaP, parte do pacote AMBERTOOLS, (CASE et al., 2014) apos
modificacdo dos nomes dos residuos e tipos de atomos do ligante
de acordo com a nomenclatura do GLYCAM. Fizemos a simulacao
por Dinamica Molecular (MD) utilizando o programa SANDER, parte
do pacote AMBERTOOLS 2014.(CASE et al., 2014) O sistema foi
submetido a 10.000 passos de minimizacdo de energia, seguidos de
1 ns de aquecimento, durante os quais o sistema foi levado
gradualmente a temperatura de 310K, 2 ns de equilibracao e 250
ns producdao. O programa DOCK 6.0 foi utilizado para localizar
cavidades na superficie da proteina.(ALLEN et al., 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A estrutura do complexo estabiliza-se rapidamente na dinamica
molecular, e ndao se nota nenhuma mudanca significativa apos
cerca de 35 ns de simulacao, o que pode ser observado no grafico
de RMSD (Figura 1). Na Figura 2 temos a informacao da presenca de
bolsdes proximos ao sitio ativo da enzima, dando possibilidade de
um mecanismo diferente do que é aceito atualmente.
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Figura 1. Grafico RMSD da enzima-ligante

A Figura 2 mostra o resultado da busca por cavidades usando o
programa sphgen, parte do pacote UCSF DOCK. Com este
programa, foi possivel gerar as esferas dentro de clusters. As
esferas sdo geradas na auséncia do ligante, de forma que o sitio
ativo deve naturalmente ser ocupado por esferas. Dentre os varios
clusters gerados, apenas 1 mostrou cavidades proximas ao sitio
ativo da enzima. Esse cluster, chamado de cluster 1, contém 75
esferas, que na Figura 2 foram redimensionadas para que sejam
mostradas apenas as que estdo a uma distancia maior que 3A de
forma a eliminar a regidao ja ocupada pelo ligante. O programa
popula com esferas as regidoes de cavidades na superficie da protei
na. Assim, as esferas na figura simbolizam cavidades desocupadas,
regides que podem acomodar outro ligante.

E possivel notar pelo menos 3 cavidades separadas, que oferecem
possibilidades de interacao proximas ao sitio ativo, onde a enzima
pode interagir com um segundo ligante. Essas cavidades proximas
ao sitio ativo (Figura 2) sdo indicios de que pode existir um
mecanismo diferente, onde a enzima trans-sialidase interage com o
ligante sialil-lactose e ao mesmo tempo tenha interacao com uma
segunda lactose, pertencente ao organismo receptor do acido sia
lico, formando assim um complexo ternario como foi sugerido
anteriormente.

Os resultados sugerem a possibilidade da abertura de um segundo
sitio de ligacao apds a ligacao da sialil-lactose, permitindo a ligaca
o do segundo ligante. Os préximos passos incluem:
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Figura 2. Busca por esferas proxima ao sitio ativo.

i) Acompanhar a abertura da cavidade no curso da
dindmica molecular
ii) Agrupamento das estruturas da trajetoria em grupos

(clusters) que representam as diferentes conformag
Oes da proteina

iii) Geracao de estruturas representativas de cada
cluster;

iv) Busca por sitios de ligagdo em cada cluster de
estruturas, de forma semelhante a descrita acima

v) Docking com uma lactose com nas cavidades obtidas
em cada cluster, para verificar a possibilidade de
ligacao

vi) Calculos de QM/MM para verificar a energética da

reacdo de transferéncia do acido sialico no
mecanismo alternativo

CONCLUSOES

Esses resultados indicam a possibilidade do novo mecanismo para a
reacdo enzima-substrato para essa enzima. A proxima etapa do
trabalho envolve acompanhar a abertura do sitio alternativo no
decorrer da simulacao, utilizar docking molecular para localizar um
novo substrato formando um complexo ternario com a enzima e
sialil-lactose, e finalmente simular a reacao de transferéncia com o
novo mecanismo para comparar com O mecanismo comumente
aceito.
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