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Resumo

O lixo plastico causa graves problemas ambientais em todo o mundo, e a reciclagem biolégica
é um dos métodos mais ecologicamente amigéaveis para lidar com isso. A descoberta da
Ideonella sakaiensis PET hidrolase (IsPETase) atraiu o interesse da comunidade cientifica.
Sua natureza mesoéfila é uma caracteristica interessante para novas perspectivas na pesquisa
de degradagao do politereftalato de etileno (PET). Aqui, usamos uma abordagem de
Dinadmica Molecular (DM) e discutimos a possibilidade de variagdes da triade catalitica
candnica em pH 7 e 300 K. Preparamos trés variantes e realizamos um protocolo de
Docking molecular comparativo do BHET, — do inglés bis(2-hydroxyethyl) terephthalate
— nas trés variantes e na enzima nativa. Realizamos simulacées de DM com foco na
distancia nucleofilica e nos estados de protonacao dos residuos escolhidos em nossas
mutacgoes. Durante este trabalho, notamos a possibilidade de automatizar o uso dos
pacotes computacionais AMBER/AMBERtools. Um programa denominado ASM.py, do
termo inglés AMBER Simulation Manager, foi desenvolvido para esse fim e registrado
sob a licenga GNU GPL no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI). Em
todas as simulagoes, o ligante permaneceu ligado ao sitio ativo. A energia de ligacao total
nas variantes diminuiu, mas sempre permaneceu favoravel para interagdo. Ao analisar
a contribuicao da interacao de cada residuo, as simulacdes com a nativa e a D206E
apresentaram uma ligacdo mais estavel com basicamente o mesmo padrao energético. No
entanto, as variantes com lisina apresentaram reduc¢ao nas contribuigoes desfavoraveis —
enquanto a D206E/H237K apresentou um comportamento intermedidrio se comparado as
mutantes simples. A nova distribuicao de carga e conformagado das cadeias laterais para
ambas as variantes com lisina mantiveram a distancia nucleofilica, enquanto empurrava
o ligante para longe da fenda de oxidnion. As mutantes de um residuo estudadas aqui
nao apresentaram resultados promissores. No entanto, o comportamento peculiar da
D206E/H237K provoca curiosidade sobre quais consequéncias podem surgir em dados
empiricos. Acreditamos que nossa discussao pode beneficiar esforgos futuros quanto a

eficiéncia de degradagao do PET em condi¢oes ambientais.

Palavras-chave: Reciclagem Biolégica. IsPETase. AMBER. Docking Molecular. Dindmica

Molecular.



Abstract

Plastic waste causes serious environmental problems worldwide, and biological recycling is
one of the most eco-friendly methods to deal with it. The discovery of Ideonella sakaiensis
PET hydrolase (IsPETase) attracted the interest of the scientific community. Its mesophilic
nature is an interesting feature for new perspectives in polyethylene terephthalate (PET)
degradation research. Here, we use a Molecular Dynamics approach and discuss the
possibility of variations of the canonical catalytic triad at pH 7 and 300 K. We prepare
three variants and perform a comparative Molecular Docking protocol of BHET, — bis(2-
hydroxyethyl) terephthalate — with these three variants and the wildtype. We performed
molecular dynamics simulations focusing on the nucleophilic distance and protonation
states of the chosen residues in our mutations. During this work, we noticed the possibility
of automating the use of the computational packages AMBER/AMBERtools. A program
called ASM.py, from the term AMBER Simulation Manager, was developed for this purpose
and registered under the license GNU GPL at the National Institute of Industrial Property
(INPI). In all simulations, the ligand remained bound to the active site. The total binding
energy in the variants decreased but always remained favorable for interaction. When
analyzing the interaction contribution of each residue, the simulations with the wildtype
and D206E showed a more stable connection with basically the same energy pattern.
However, the variants with lysine showed a reduction in the unfavorable contributions —
while the D206E/H237K showed an intermediate behavior when compared to the single
mutants. The new charge distribution and side chains conformation for both lysine variants
maintained the nucleophilic distance while pushing the ligand away from the oxyanion
gap. The one-residue mutants studied here did not show promising results. However, the
peculiar behavior of D206E/H237K provokes curiosity about what consequences might
arise in empirical data. We believe our discussion may benefit future efforts regarding

PET degradation efficiency under environmental conditions.

Keywords: Biological Recycling. [sPETase. AMBER. Molecular Docking. Molecular

Dynamics.
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1 Introducao

Um dos polimeros sintéticos mais aplicados industrialmente, o Politereftalato de
Etileno (PET), é composto de ligagoes do tipo éster entre acido tereftilico (TPA) e
etilenoglicol (EG). Ele é um material muito utilizado na produgao de garrafas plasticas
e tecidos devido a sua transparéncia, maleabilidade e resisténcia a processos naturais de
degradacao. Sua resisténcia pode ser uma qualidade para a industria, mas é um defeito
em relagdo ao seu descarte (veja a Fig. 1). Estima-se que a quantidade total de residuos
plésticos corresponda a produgao do material nas centenas de milhdes de toneladas, com

uma estimativa de um minimo de 4,8 milhoes de toneladas entrando nos oceanos em 2010

1].

Figura 1 — Descarte indevido de PET. Foto de Stijn Dijkstra.

Existem varios métodos para lidar com esse problema do plastico, e podemos
classifica-los em reciclagem priméria, mecanica, quimica e bioldgica (a Fig. 2 apresenta
uma representacao esquematica do ciclo de reciclagem). A reciclagem priméria utiliza
residuos limpos e ndo contaminados ou mistura-os com material virgem [2]. Na reciclagem
mecanica, o polimero é separado de contaminantes e reprocessado. Nessa abordagem, as
propriedades do produto se deterioram a cada ciclo de reciclagem. A reciclagem quimica
envolve a transformacao das cadeias poliméricas em unidades monoméricas ou sua quebra
aleatoria em fragmentos de cadeia com a formacgao associada de produtos gasosos. Os
tratamentos de reciclagem quimica podem ser considerados os mais eficientes, com quase
100% de reaproveitamento do material, mas esses podem gerar residuos toxicos ou exigir

condigbes de temperatura e pressao muito altas [3].

Quanto a reciclagem biologica, as opg¢oes adequadas de pléstico a este processo
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Oleo e gés natural Monbémeros Polimeros Resina Produtos

Quimica
Biologica

l Descarte
éB

Lixo

Reciclagem

Figura 2 — Visao geral do ciclo de reciclagem plastica. Imagem adaptada do site School of
Global Environmental Sustainability.

sao o PET e o poliuretano, pois possuem estruturas quimicas hidrolisaveis. No entanto,
o conteido cristalino rigido do PET reduz sua acessibilidade a hidroélise enzimatica.
Curiosamente, contudo, em temperaturas superiores a 70 °C (ou cerca de dez graus mais
baixas na agua), o polimero muda de um estado semelhante ao vidro rigido para uma forma
elastica e torna-se significativamente mais suscetivel a ataques enzimdaticos [4]. No entanto,
Yoshida et al. descobriram a Ideonella sakaiensis, uma bactéria meséfila que pode crescer em
um filme PET amorfo a 30 °C [5]. Os autores identificaram as proteinas responsaveis pela
degradagao: a IsPETase (como foi posteriormente denominada pela comunidade cientifica) e
a MHETase. Como ilustrado na Fig. 3, a IsPETase quebra o polimero nos fragmentos Bis(2-
Hydroxyethyl) Terephthalate (BHET), Mono(2-hydroxyethyl) Terephthalate (MHET) e
TPA — a IsPETase hidrolisa o BHET gerando MHET sem posterior decomposicao. Em
seguida a MHETase converte o MHET em TPA e EG. Eles determinaram que a atividade
da IsPETase era 6tima em pH 9 e com a temperatura em torno de 40 °C, em contraste
com as PETases termofilicas previamente conhecidas. Na IsPETase, a triade catalitica é
composta pelos residuos SER 160, ASP 206 e a HIS 237, com um sistema semelhante a
outras «/B-hidrolases. Em comum com a maioria das lipases, os residuos cataliticos residem
em lagos, com a serina nucleofilica ocupando uma posi¢ao conhecida como nucleophilic

elbow (o nucledfilo reside em um lago entre uma a-hélice e uma [-folha)[6].

Muitos pesquisadores argumentam que a IsPETase tem a maior eficiéncia entre as
hidrolases de PET, mas muitos outros refutam esse argumento. Por exemplo, Wei et al.
compararam a perda de massa de um filme de PET amorfo devido a hidrélise enziméatica
pela IsPETase e a LC-cutinase, uma contraparte termofilica homéloga [7]. Utilizaram a
IsPETase a 30 °C e a LC-cutinase a 70 °C, os resultados de Wei indicam uma perda de
massa do polimero mais de 40 vezes maior alcancada pela LC-cutinase apds 24 horas de

incubagao. Tournier et al. compararam a IsPETase e a Fusarium solani pisi cutinase (FsC)
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Figura 3 — Esquema da degradacao do PET pelas enzimas da Ideonella sakaiensis. Adap-
tado do artigo (Austin, 2018).

a 40 °C e pH 9, indicando atividade enzimética cerca de dez vezes maior na FsC [8]. Em
suas respectivas condig¢oes 6timas de atividade, a IsPETase é inferior a outras enzimas
bem conhecidas. No entanto, sua natureza mesoéfila pode ser vantajosa para abordagens

mais ecologicas.

As serino proteases compreendem quase um terco de todas as proteases conhecidas
identificadas até o momento. As serino proteases mais difundidas na natureza possuem a
triade catalitica SER/HIS/ASP, assim como a IsPETase. Entretanto, existe uma grande
variedade de configuracoes de sitios ativos, onde a serina pode ser substituida por um
residuo de treonina; a histidina pode ser substituida pelo acido glutamico ou a lisina;
e o acido aspartico pode ser substituido pelo acido glutdmico, um residuo de histidina,
ou em alguns casos completamente eliminado [9]. Os diferentes arranjos permitem que
as proteases funcionem em diferentes ambientes, como funcionando de maneira ideal em
pH mais baixo. Assim, com inspiracao nas possibilidades atipicas das serino proteases,
buscamos fornecer informagoes com um protocolo de dindmica molecular (DM) sobre
variacoes da triade canénica da IsPETase. Os métodos de docking molecular e DM tém
sido amplamente aplicados pela comunidade cientifica para investigar os mecanismos de

ligacao de ligantes com enzimas [10, 11, 12].

No capitulo 3 desta tese de doutorado serd apresentado o sistema estudado e
o procedimento usado quanto as dindmicas moleculares realizadas. As discussoes dos
resultados serao feitas no capitulo 4 e a conclusdao no 5. Nos Apéndices A e B, serao
apresentados brevemente alguns modelos e conceitos importantes para a compreensao dos

processos de dinamica molecular, além de alguns métodos computacionais.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Estudo da interagao do PET com a enzima IsPETase, por meio das técnicas de

Docking e Dinamica Molecular.

2.2 Objetivo especifico

Propor variantes da IsPETase buscando melhorar a interagao com o PET a pH 7 e
300 K.
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3 Metodologia

3.1 Arquivo de coordenadas da IsPETase

A estrutura molecular que utilizamos da IsPETase foi determinada por Austin et
al. [6] por meio de cristalografia de raios X a pH 6 e 290 K. Esta estrutura pode ser obtida
como um arquivo tipo Protein Data Bank (PDB) pela identificacio PDB:6EQE e possui
6tima resolucao!, com valor de 0,92 A — veja a visualizacdo 3D na Fig. 4 produzida com

o uso do programa UCSF Chimera [13].

Figura 4 — Estrutura molecular da IsPETase (PDB ID 6EQE). (A) Representagao 3D da
proteina destacando os principais residuos do sitio ativo. (B) Conformagao das
cadeias laterais dos residuos destacados em A.

1 Veja o apéndice A.8.
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3.2 O programa ASM.py

Neste trabalho de doutorado todas as simulagoes moleculares foram realizadas
usando o ASM.py (Fig. 5), um gerenciador de dados criado durante o doutorado e descrito
na secao 4.1.2. Trata-se de um intermédio que agiliza os processos de dindmica em
proteinas por meio dos pacotes computacionais AMBER/AMBERtools. Uma vantagem
desse programa esta na facilidade de reproducao dos resultados obtidos neste trabalho. O

codigo fonte do programa foi registrado com licenga GNU GPL e pode ser encontrado no
GitHub.

Dados de

antechamber ‘

=\

Figura 5 — Representagao esquematica da automagao realizada pelo programa ASM.py.

3.3 Notacao

Para a determinagao estrutural da IsPETase (referente ao 6EQF), a sequéncia de
peptideo inicial (1 — 28) é removida para a produgdo do dominio central da proteina. Um
dominio de proteina é uma regiao da cadeia polipeptidica que se auto-estabiliza e se dobra
independentemente do resto, formando uma estrutura tridimensional compacta. Muitas
proteinas consistem em varios dominios. Em geral, os dominios variam de tamanho entre
cerca de 50 e 250 aminoéacidos. Como consequéncia dessa numeracao a partir do 29, as
ferramentas do AMBER renumeram os residuos do sistema na etapa de preparagao (pré
minimizagao) e as “IDs” sao reduzidas em 28 unidades cada. Para facilitar a discussao,
serd usado a ID do arquivo 6EQFE na nomeacao da mutagao e discutido quando necessario

com a nova numeracao. A notacao adotada para identificacdo de uma mutagdo seguira o
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formato usado na literatura:

EnZimaResiduoOriginal ID NovoResiduo

A exemplo, a mutacdo da histidina da triade por uma alanina seria nomeada como

[sPETaset2374,

3.4 Variantes da triade catalitica canonica

Para melhorar a reacao enzimatica da [sPETase, devemos interferir no mecanismo
de reagao da enzima sem causar a interrupcao de sua atividade. Como mencionado no
final da Sec. 1, em configuragoes nao canonicas para serino proteases, a serina pode ser
substituida por uma treonina, a histidina pode ser substituida por acido glutamico ou
lisina e o acido aspartico pode ser substituido por acido glutdmico ou uma histidina.
Quanto a nossas propostas de variante, nao alteramos o nucleéfilo da IsPETase (SER 160)
e focamos nos residuos de acoplamento (ASP 206 e HIS 237). O impacto mais significativo
esperado no sitio ativo da IsPETase foi devido a remoc¢ao do imidazol da histidina, por isso
estudamos as variagoes: D206E, H237K e D206E/H237K. De acordo com o modelo de Ge
(cuja representacao esquemética estd ilustrada na Fig. 6) para o mecanismo de reacao da
IsPETase [14], os resultados de cdlculos mecénico quanticos de Vyas et al. [15], e muitos
outros na literatura, as distancias entre o nucledfilo e o eletréfilo que sao favoraveis a
ataques nucleofilicos sdo préximas a 4 A. Nesta tese, denotaremos essa distancia nucleofilica

(entre uma carbonila do BHET e o oxigénio da hidroxila da SER 160) como 7.

(a) Confinamento do substrato (S+E) (b) Ataque nucleofilico pela SER 160 (S_E)

AN N

O > O Transferéncia eletrénica
N VSR
0 + | O N
Enzima |
2 2 Enzima
Substrato livre Enzima ativa Substrato ligado
(c) Liberagdo do produto 1 (EI+P1) (d) Liberagdo do produto 2 apés ataque
nucleofilico pela agua (E+P2+P1)
O OH
1
)k AN N 0
N O Enzima 5
Rz | Produto 1 ‘ ‘
Enzima Enzima ativa Produto 2

Estado intermediario

Figura 6 — Ilustragao esquematica do modelo de quatro estados para o mecanismo de
reacao da IsPETase, proposto por Ge. Adaptado do artigo (Ge, 2021).
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3.5 Simulacdo de Dinamica Molecular

A simulacao de dindmica molecular é uma técnica de amostragem para sistemas
classicos de muitos corpos, pois com ela nao ¢é explorado todo o espaco de fase, além de
depender de conformagoes aleatérias como estado inicial [16]. Ela possui um abordagem
semelhante a experimentos reais, com etapas de preparagao e medigao. No lugar de preparar
um amostra do material de estudo é selecionado um sistema modelo consistindo de N
particulas. Para medir uma grandeza observavel em simulagoes de dinamica molecular, é
necessario expressa-la em funcao das posi¢oes e momentos das particulas no sistema. Por
exemplo: uma definicdo conveniente de temperatura em um sistema classico de muitos
corpos, faz uso da equiparticao de energia sobre todos os graus de liberdade que entram
quadraticamente no Hamiltoniano do sistema. Em particular a energia cinética média por
grau de liberdade, pode ser calculada como (%mvz) = %kBT , onde kp ¢é a constante de
Boltzmann e T a temperatura do sistema. Na pratica, a energia cinética total medida
seria dividida pelo ntmero de graus de liberdade ny,. A medida que a energia cinética
total de um sistema flutua, o mesmo ocorre com a temperatura instantanea. As flutuacoes
relativas serdo da ordem 1/,/ns. Como ny ¢ normalmente da ordem de 10? a 10°, as

flutuagoes estatisticas da temperatura sao da ordem de 5% a 10% [16].

3.5.1 Critérios adotados nas dinamicas moleculares

Os parametros gerais de dinamica utilizados, sao os mesmos para as simulagoes
com a proteina isolada do PET e do complexo enzima-substrato pos docking molecular.
As dinamicas moleculares realizadas seguiram cinco etapas: a preparagao do sistema onde
sao, por exemplo, implementadas as mutagoes, os campos de forga e o solvente; e estagios

de minimizac¢ao, aquecimento, termalizagao e produg¢ao, como descritos abaixo:

1. Minimizagao: Uma vez que a geometria pode nao corresponder aos minimos reais
no campo de forca usado e pode também resultar em conflitos e sobreposicoes de
atomos em outros residuos, ¢ sempre uma boa pratica minimizar a energia do sistema
antes de iniciar uma dinamica molecular. A falha em minimizacao pode levar a

instabilidades durante a dinamica.

2. Aquecimento: E realizado um aquecimento gradual do sistema e apés atingida a
temperatura final, mantem-se o estado com pouca flutuacao de temperatura até o

fim da dindmica. Para essa regulagao foi utilizado o termostato de Langevin [17, 18].

3. Termalizagdo: Estagio popularmente conhecido pelo termo equivocado “equilibracao”.
Mantém o sistema sob condicoes restritivas semelhantes as do aquecimento, mas
usualmente em outro ensemble estatistico. O objetivo deste estagio é alcangar um

estado no qual as propriedades de interesse do sistema permanegam estacionarias.
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4. Producao: Etapa similar a termalizacdo, porém sem as restricbes na estrutura
usualmente aplicadas na termalizacdo. Esta etapa pode durar tanto quanto se queira,
podendo alcancar desde algumas centenas de nanosegundos até alguns milissegundos

de simulagao (pode levar meses de processamento dependendo da maquina utilizada).

Realizamos todas as simulac¢oes de dindmica molecular usando o médulo pmemd
do AMBER 18 [19]. Cada sistema foi colocado em uma caixa octaédrica, com agua TIP3P
[20] até as limitagdes da caixa, 12 A de distancia dos d4tomos do soluto e neutralizada
com fons C1~ e Nat. Definimos o raio de corte para interacdes nao ligadas em 12 A, de
modo a ficar compativel com o contorno da caixa octaédrica e restringimos o comprimento
das ligagdes que incluem hidrogénio com o algoritmo SHAKE [21]. Usamos 4 fs para o
passo de tempo, enquanto utilizamos o método Hydrogen Mass Repartitioning (HMR)
[22]. A interagao proteina-atomo foi descrita pelo campo de forga ff14SB [23], enquanto o
ligante foi descrito usando o General Amber Force Field (GAFF) [24]. Como nosso foco era
estudar a possibilidade de variantes mais eficientes para a triade canonica da IsPETase em
pH 7 e 300 K, utilizamos o método Constant pH Molecular Dynamics (CpHMD) [25] para
permitir transi¢oes dos estados de protonagao/desprotonagao - de acordo com o critério
de Metropolis [26] - dos residuos de acoplamento ASP 206 e HIS 237 na enzima nativa e

em suas respectivas mutacoes na IsPETaseP?%F  [sPETaseP200E/H23TK o [sPETage237K

Todas as simulac¢des de dindmica molecular foram realizadas em replicatas. Essas
replicatas sao simulagoes com os mesmos parametros de entrada da original, e que sao
feitos os mesmos procedimentos desde a preparacao até a etapa de producao. Elas sdo
importantes pois o método de dindmica molecular é baseado em uma amostragem aleatéria
(veja o Apéndice A), e portanto o sistema pode explorar conformagoes distintas nas
replicatas. Em cada simulacao, a minimizacao comeca com 2000 iteragoes do método
steepest descent e prossegue por mais 8000 iteragoes no método conjugate gradient. Nos
favorecemos o segundo método por seu baixo custo computacional — veja a referéncia [27]
que apresenta uma comparacao entre eles. O aquecimento de cada replicata foi realizado
com 4 ns de duragao, no ensemble NVT, de 10K a 300K com uma taxa média de 0,48 K /ps.
A termalizagao dura 40 ns a pressao constante de 1 bar (ensemble NPT). E finalmente, a
etapa de producao de cada replicata teve duracao de 200 ns no ensemble NVT mantendo
pH 7. Extraordinariamente, nos testes de validacao do programa ASM.py, na etapa de

producao utilizamos dois valores de pH (7 e 9).

3.6 Docking molecular

A molécula do BHET foi utilizada como o substrato para estudar a interacao
PET-IsPETase. Esta escolha foi devida a duas razoes: a [sPETase também interage com o

BHET; além de que esta molécula foi utilizada para estudar a IsPETase pela comunidade
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cientifica, possivelmente pela maior facilidade com relacao ao método de Docking usando
um substrato pequeno. Este mondémero pode ser encontrado no formato Structure Data
File (SDF) no site do PDB pelo identificador C8X. Realizamos a ligagdo molecular do
BHET com cada enzima usando o AutoDock Vina 1.1.2 [28]. O modelo enzimatico foi
devidamente mutado, com AMBERtools [19], antes da parametrizagdo exigida pelo Vina.
As conformagdes de encaixe consideradas para as simulagbes DM foram aquelas com
as menores energias de afinidade (escores Vina), que também apresentaram distancias

favoraveis para ataques nucleofilicos.

Realizamos 400 execugoes usando o AutoDock Vina para cada sistema variante-
BHET. Em cada execugdo, o tamanho do espaco de busca foi definido como 20 Ax 20 Ax
20 A, e foi centralizado na posicio (X;,Y:, Z;). As coordenadas do centro foram amostradas

aleatoriamente em cada execucao seguindo a regra:

X; = random (OG0 — 5 A, OGS 45 A),
Y, = mndom(OGflGo -5 A, OG?‘GO +5A),
Z; = random(0OGS'° — 5 A, OGS + 5 A).

O método random(A, B) gera um numero aleatério entre A e B. Para isso, utilizamos
o médulo random da biblioteca padrao do Python 3 [29]. O termo OG5 refere-se as
coordenadas do oxigénio do grupo hidroxila da serina 160, que serve como nucledfilo para
cada variante. Definimos o nivel de exaustividade do programa para 10 em cada execucao.
Como resultado, obtivemos 3563, 3562, 3534 e 3511 conformacoes de encaixe do BHET na

enzima nativa e nas variantes D206E, H237K e D206E/H237K, respectivamente.

3.7 Calculos de decomposicdo de energia (MMPBSA)

Os ensembles de estado ligado e nao ligado foram extraidos usando o protocolo
Multiple Trajectory Protocol (MTP) e utilizamos o método de decomposigao por residuo.
Quanto aos cédlculos da contribuicao vibracional da entropia utilizamos o método nmode,
onde foram feitos até 10 000 passos de minimizac¢ao utilizando 800 instancias por dinamica
molecular. Em média os cdlculos Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area
(MMPBSA) fetios usando toda a etapa de producao (200 ns) demoraram cerca de 30 horas

por dinamica molecular. Veja o Apéndice A.7.
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4 Resultados e discussoes

Nesta tese os resultados sao divididos em duas partes: uma descrigdo do programa
de computador registrado, e os resultados obtidos das dindmicas com o monoémero do PET.
Na primeira parte discutimos brevemente sobre os processos basicos de uso das ferramentas
do AMBER para a realizagdo de dindmicas moleculares (com viés para a implementagao
do ASM.py), a automagao de tais processos e a validagdo da implementagao criada. Na
segunda apresento os resultados de docking e dinamica moleculares. Nao ¢é discutido a
implementacao detalhando as fungoes do programa, mas fornego o cédigo fonte por meio
do link GitHub.

4.1 Gerenciador de dados ASM.py

4.1.1 Dinamica molecular utilizando o AMBER

Para compreensao geral de uma simulacao de dinamica molecular, veja o modelo
entidade-relacionamento [30] da Fig. 7 que apresenta os atributos de maior relevancia nas

simulagoes de DM e Constant pH Molecular Dynamics (CpHMD ), utilizando os pacotes

AMBER/AMBERtools. Para realizar as dindmicas moleculares precisamos de uma descrigao
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Figura 7 — Modelo entidade-relacionamento para as dindmicas moleculares: Atomistica
classica (DM) e CpHMD. Modelo construido a partir dos processos de dindmica
pelos pacotes AMBER/AMBERtools.

detalhada do modelo virtual de nosso sistema alvo. Quando disponivel em bancos de dados
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internacionais (por exemplo o RCSB), o modelo compartilhado descreve as coordenadas de
cada atomo do sistema, além de algumas informacoes relevantes do experimento utilizadas
para inferéncia do modelo. Um formato amplamente utilizado na literatura para guardar
essas informagoes é o PDB. Porém, como tantos outros pacotes, o AMBER/AMBERtools
requer algumas especificidades em seus arquivos, de maneira que é necessario toda uma
preparacao dos dados do sistema antes que os arquivos necessarios estejam prontos. Por
meio de calculos de minimizacao de energia, os pacotes computacionais sugerem uma
distribuicao de carga e em seguida os parametros necessarios para construcao de campos
de forga que representam o sistema. Veja o apéndice A para uma breve descri¢ao dos

campos de forga utilizados.

Céalculo de Extracdo dos

distribuicdo pardmetros do
de cargas campo de forga
(Sqm) (parmchk)

Campos de forca padrdes
ndo representam todas
as componentes do sistema

Implementacio
do solvente
(LEaP)

Ajuste do PDB
(pdb4amber)

Manipulacio
direta do PDB

Figura 8 — Fluxograma sobre a preparacao de dados do sistema, para simula¢oes com os
pacotes AMBER/AMBERtools.

A Fig.8 apresenta um fluxograma do processo de preparagao dos dados de entrada,
para os pacotes AMBER/AMBERtools. E necessério ajustar o arquivo de coordenadas
do sistema, obtido de bancos de dados internacionais ou construido por meio de editores
moleculares, pois alguns nomes de residuos foram modificados nas bibliotecas do AMBER.
Além disso, arquivos de banco de dados normalmente possuem informacoes “redundantes”™.
Do PDB ajustado, é realizada ou ndo uma mutagao (edigao das coordenadas de um residuo
para substitui-lo por outro) e entdo sao verificadas todas as componentes do arquivo,
para ter certeza que os campos de forga padrao do AMBER os representam corretamente.
Caso as informagoes das bibliotecas nao sejam suficiente, em casos simples, basta calcular
a distribuicdo de cargas do sistema e extrair disto os parametros de campo de forca
a serem usados. Existem situagoes em que o sistema alvo possui uma espécie que nao
foi parametrizada e adicionada nas bibliotecas das ferramentas do AMBER, devido a
nao ocorréncia desta espécie em sistemas proteicos comumente estudados por dinamica
molecular. Nessas situagoes deve-se parametrizar a espécie com ferramentas especificas
(como o Metal Center Parameter Builder MCPB.py [31]). Uma situacdo exemplo seria a

presenca do magnésio na clorofila.

L Mais de um tipo de coordenada para certos 4tomos, para descrever melhor os resultados experimentais.
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Com os devidos campos de forca, pode-se dar continuidade com a implementacao
do modelo de solvente (explicito ou implicito). Nesta etapa, nos casos de dindmica da
enzima com o ligante, sdo acrescentadas as coordenadas do ligante (obtidas pelo uso do
AutoDock Vina) antes de definir as limitagdes volumétricas respectivas ao solvente. A
informacao do solvente deve entao ser levada aos pacotes posteriormente usados, para a
escolha adequada dos algoritmos de dinamica molecular. O ultimo passo de preparagao se
da pela decisao de aplicar ou ndo o método de repartigao de massa do hidrogénio HMR [22]
(que foi utilizado em todas as dindmicas realizadas neste trabalho). Uma vez que o sistema
tenha sido devidamente preparado, pode-se dar inicio as seguintes etapas de simulagao

molecular: minimizagao, aquecimento, termalizagao e producao (descritas na sec. 3.5.1).

4.1.2 Automacao do uso das ferramentas AMBER

Como descrito previamente, é necessario amplo conhecimento das funcionalidades
de miltiplas ferramentas do AMBER/AMBERtools e do processo de simulagdo para iniciar
uma dindmica molecular. Como consequéncia a esses e outros fatores, é demasiadamente
laborioso aprender e/ou revisar os métodos corretos de uso desses pacotes computacionais.
Embora necessario para pesquisadores da area, uma automacao das fungoes bésicas
dos pacotes ajudaria ambos novatos e veteranos a focar na ciéncia, e ndo em detalhes
computacionais irrelevantes oriundos da inexperiéncia com tais ferramentas. Devido a
falta de um programa que faria um intermédio entre as ferramentas e o usuario, decidiu-se

desenvolver um gerenciador de dados, objetivando:

1. Agilizar dinamicas moleculares futuras deste trabalho; e

2. Facilitar o acesso a tais simula¢oes para novos usuarios do AMBER/AMBERtools.

O gerenciador? foi denominado ASM.py. Até a data de defesa da tese, o foco do pro-
grama ¢ de suporte a pesquisa com a IsPETase. Como consequéncia, ele esta restrito

(temporariamente) aos seguintes tipos de dindmica: atomistica cldssica e a pH constante.

Na Fig. 9, é apresentado um modelo entidade-relacionamento do ASM.py. O
codigo foi escrito na linguagem de programagcao Python [29], versao 3.6, estruturando-o
com orientacao a objetos. A implementacao desse foi dividida nas classes Amber_par,
Amber__run e Amber__mutation. Baseado nas informacoes fornecidas pelo usuario, em
formato resumido e simplificado, Amber__par detalha a metodologia usada nas dindmicas
criando arquivos necessarios para uso de ferramentas especificas do AMBER. A comunicacao
via “prompt” de comando com as ferramentas do AMBER, é realizada por executaveis
criados pela implementacao da Amber_run. A Amber__mutation como o nome sugere é

responsavel pela edi¢do dos arquivos de coordenadas, baseado na modificagao desejada.

2 Cuja versdo mais recente pode ser encontrada no GitHub.


https://github.com/Blodhor/Molecular-Dynamics
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Figura 9 — Modelo entidade-relacionamento para a implementacao do ASM.py.

Essas classes estdao em uma relacao hierarquica de maneira que Amber_mutation herda
todos os atributos e métodos de sua classe pai (Amber_run) e a tltima herda tudo da
classe Amber_par. Esse método de implementacao facilita a correcao de problemas e
atualizacao do codigo fonte. Na Fig. 9, pode-se observar os atributos da classe Amber_par

divididos nos grupos:

1. Solvente: O uso de solvente implicito ou explicito é uma informagao chave para
qualquer simulagao. Caso escolhido o ultimo, deve-se informar qual dentre as opgoes:

agua, metanol, cloroférmio, N-metil acetamida ou ureia.
2. Andlise: Guarda informagoes dos arquivos de andlise que serdo criados.

3. Sistema: Guarda as informagoes bésicas do sistema como as coordenadas de cada
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atomo e a distribui¢do de cargas.

. Simulagao: Guarda as informagoes sobre o tipo de dindmica (DM ou CpHMD), o

raio de corte para interagoes nao ligadas (potencial de Lennard-Jones) e a duragao

de cada etapa da simulacao.

. Processamento rapido: O usuario pode escolher se usara calculos em paralelo, via

Message Passing Interface (MPI) nos processadores ou se usard uma Graphics
Processing Unit (GPU) para agilizar o tempo de processamento. O método HMR

sempre ¢ utilizado.

. Mutag¢do: Guarda as informacoes quanto as posigoes e ids dos aminoacidos escolhi-

dos do sistema original e qual método de mutacao é utilizado entre: escolha por

semelhanca ou definida pelo usuario.

A classe Amber__run utiliza da funcao “system” do python para se comunicar

com as ferramentas do AMBER/AMBERtools, criando arquivos de execucao shell quando

necessario. A classe Amber _mutation possui a maior complexidade, devido a manipulagao

de diversos conjuntos de cadeias de caracteres, para a alteragao do(s) residuo(s) escolhidos

na mutacao. Pode-se observar os atributos da classe Amber__mutation divididos nos

grupos:

1. Mutacao enviesada: Guarda informacao sobre o tipo e qual aminacido foi sorteado

na mutagao “aleatéria” — restrito aos aminoacidos do sitio ativo.

. Mutagdo nao enviesada: Guarda as informagoes dos aminoacidos escolhidos e suas

mutacoes.

. Notagcio PDB: Guarda as identidades dos atomos de cada aminoacido, definida no

site RCSB. Informacao utilizada para verificar se a existéncia de atomos especificos
faz sentido apds a renomeagao do aminoacido (algumas estruturas laterais possuem

similaridade).

. Rastreio de coordenadas: Procura as novas ids dos aminoacidos escolhidos para

mutacao® apds possiveis renumeracoes de residuos devidas a formatacio do PDB
original. Também é responsavel por criar (ou atualizar) uma lista com as posiges

dos atomos de cada aminoacido envolvido na mutacao.

Verificacao de erros: Verifica se ocorreu alguma anomalia que impeca a continuagao
de algum processo da mutacao ou da simulagao apos completar a etapa de preparacao.

Esta implementado o tratamento das principais fontes de erro deste processo.

3

Utiliza os valores das coordenadas dos atomos dos aminoéacidos escolhidos para comparacao.


https://www.rcsb.org/
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6. Modificagcdo do sistema: Método de alteracao das coordenadas e topologia para

realizacao da mutacao.

4.1.3 Validacao do ASM.py

As andlises de estabilidade estrutural apresentadas nesta tese sdao: “Root Mean
Square Flutuation (RMSF)”, “Root Mean Square Deviation (RMSD)” e raio de giro.
Para essas, a coleta de dados em cada dindmica molecular foi restringida apenas aos
atomos do “backbone” da proteina. Este termo se refere a cadeia polipeptidica do sistema
desconsiderando as cadeias laterias de cada aminoéacido, sendo assim a “espinha dorsal” que
mantém a estrutura proteica ligada. Essas andlises de estabilidade possuem as seguintes

funcionalidades:

1. Root Mean Square Flutuation (RMSF): Indica a flutuagdo média em relagao a cada
residuo do sistema. De modo que, regioes de lago (fora de estruturas secundérias

estdveis) apresentam os maiores picos de flutuagao da proteina estudada.

2. Root Mean Square Deviation (RMSD): Indica a flutuacao média do “backbone” do

sistema em relagao a duragdo da dindmica molecular.

3. Raio de giro: Devido a forma aredondada da enzima, este parametro indica o

(des)enovelamento das cadeias polipeptidicas.

Quanto aos graficos aqui apresentados, foi
utilizado o ultimo estado do sistema na etapa de
termalizacdo das dindmicas como um estado referén-
cia, para verificagdo do comportamento da proteina
durante a etapa de producao. Devido a isso, é percep-

tivel uma pequena flutuacao no comego dos graficos

de RMSD, que se da pela mudanga de regime en-

tre etapas (de ensemble a pressdao constante NPT Figura 10 — Primeiros trinta ami-

para ensemble a volume constante NVT). Quando noécidos da IsPETase
necessario sera discutido as andlises que nao referen- nativa, indicando a re-
ciaram o ultimo estado da termalizacao. As regioes giao terminal-N.

terminais da enzima nao estao tridimensionalmente
em estruturas secundarias estaveis (veja a Fig. 10), além disso, por serem terminais, é
esperado alta flutuacao dos residuos. Para evitar ruido desnecessario nas anélises RMSF,

foi ignorado as regides terminas.

Nesta secao sao apresentados os resultados de uma dinamica e uma replicata desta

para a IsPETase nativa, e uma dindmica para a mutante IsPETase”?%%  Os dados da
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primeira dindmica molecular, com a IsPETase nativa, serao referenciados por NativaS1 e

sua replicata por NativaS2.

4.1.3.1 IsPETase nativa
(A) pH 7 (B)

. —_ 17 T
— NativaS1 b
g 21 — NativaS2 0
a o
2 : -
211 0 e Nat!va51
g 161 —— NativaS2
pH 9 pH9
. o~ 17 1
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T 21 —— NativaS2 g
fa) o)]
0 £
214 o || T Nat!vaSI
g 161+ —— NativaS2
5 50 75 100 125 150 175 200 0 25 50 75 100 125 150 175 200
Tempo (ns) Tempo (ns)

Figura 11 — Andlise comparativa entre as dindmicas NativaS1 e NativaS2, referente ao:
(A) Desvio quadrético médio do “backbone”; e ao (B) Raio de giro da enzima.

Aqui estao apresentados os resultados das andlises estruturais (Figs. 11 e 12)
para dois valores de pH (7 e 9), comparando as simulagoes NativaS1 e NativaS2. No
grafico de RMSD (Fig. 11-A) observamos nos primeiros 100 ns a enzima explorando as
conformagoes possiveis, e entdao estabilizando no restante da dindmica. No grafico do
raio de giro (Fig. 11-B), verificamos que a menos de uma oscilagdo percentual baixa — e
esperada — o “backbone” permanece inalterado durante toda a dindmica em ambos casos.
Dito isso, estabelecemos as estruturas logo apds os primeiros 100 ns como as referéncias

de cada dinamica e utilizamos os a faixa de 100 — 200 ns para a andalise de RMSF.

Na Fig. 12-A vemos claramente regioes de alta estabilidade que se repetem em
ambas dindmicas. Apos verificar a sequéncia de coordenadas salvas durante as dindmicas,
por um programa de visualizagao molecular, podemos observar que os picos de maiores
flutuagoes ocorrem de fato nos lagos da proteina. A numeracao de alguns residuos foi
destacada na Fig. 12-B de modo a relacionéd-la com o grafico de RMSF. Podemos dizer
que a proteina se mantém estével nesses valores de pH e temperatura (300 K), portanto
essa metodologia prevé corretamente o comportamento estrutural da enzima, pois esta de

acordo com resultados experimentais ja reportados (a exemplo da referéncia [5]).
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Figura 12 — Andlise comparativa da estabilidade estrutural da IsPETase nas dindmicas
NativaS1 e NativaS2. (A) Flutuagao quadratica média por residuo do “back-
bone”. (B) Visao da proteina, destacando os residuos com picos no RMSF.

4.1.3.2 |IsPETasel206E

Nesta secao sao apresentadas as analises estruturais da variante D206E, comparando-
as com os valores médios dos dados da NativaS1 e NativaS2 — referidas aqui apenas por
“Nativa”. A variante D206E apresenta pouca variacao nos dados de RMSD e raio de giro,

enquanto manteve a mesma faixa de valores que Nativa (Fig. 13).

Como ja discutido na Sec. 3.3, o nimero de identificacao dos residuos é reduzido
em 28 unidades. Portanto, a mutagao do aspartato (D) 206 pelo glutamato (E) é observada
no grafico de RMSF pelo pico de flutuacdo no residuo 178 (Fig. 14) — o ponto mais
alto de intensidade se refere ao residuo 179, o residuo 178 esté cerca de 0,4 A abaixo do
pico. Como podemos observar das trés analises, a variante esta explorando conformacgoes
distintas da nativa. Porém de modo geral, ambas as dinamicas apresentam comportamento
indistinguivel uma da outra, mantendo a estabilidade estrutural. O quanto esta mutacao
interfere no comportamento da enzima sé sera perceptivel ao verificarmos a interagao

enzima-substrato, que é o escopo da préxima secao.

Deste exemplo e de testes com mutacgoes multiplas, verificamos que o método
adotado para mutacao nao quebra erroneamente a proteina e alteragoes minimas do
sistema mantém um comportamento semelhante ao original. Quanto aos testes com

alteragoes de multiplas componentes do sistema, foi julgada desnecessaria a descrigdo na
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Figura 13 — Anélise comparativa entre as dindmicas da IsPETase e de sua variante
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tese, pois sao referentes a simples depuracao de casos teste para o programa. Dito isto,
validamos o uso do ASM.py para seguir com o estudo da IsPETase em dinamicas pds
encaixe do BHET.

4.2 Variacoes da triade catalitica canonica da IsPETase e interacao

com o Mondmero Central do PET

A discussao nesta secao esta organizada da seguinte maneira: a preparagao de
nossos quatro complexos — com docking molecular na enzima nativa e as variantes D206E,
D206E/ H237K e H237K; a dindmica molecular com foco na distdncia nucleofilica ry,. e
nos estados de protonacao das posicoes dos residuos escolhidos para as mutacoes; além
de uma analise da energia de ligacao com base na etapa de producao de cada dinamica

molecular.

4.2.1 Docking molecular

Tabela 1 — Primeiras cinco conformacoes de encaixe da lista ordenada baseada em s,
para IsPETase e suas variantes.

IsPETase Conformagoes 1. Escore Vina s,y
do BHET (A (kcal /mol)
WT, 2,93 -5,80 ~2.87
WT, 2,90 -5,70 -2,80
Nativa WT, 3,06 -5,80 -2,74
WTs 2,97  -5,70 -2,73
WT, 2,97 -5,70 -2,73
DE, 3,01 -5,80 22,79
DE, 3,02 -5.80 -2,78
D206FE DE, 2,93 -5,70 -2,77
DE; 2,95 -5,70 -2,75
DE, 2,95 -5,70 -2,75
DEHK, 3,20 -5,60 -2,40
DEHK; 3,21  -5,60 -2,39
D206E/H237TK DEHK, 3,22 -5,60 -2,38
DEHK; 3,13 -5,50 -2,37
DEHK, 3,15  -5.,50 -2,35
HK, 3,21 -5,60 2,39
HK; 3,21  -5,60 -2,39
H237TK HK, 3,21  -5,60 -2,39
HK; 3,22 -5,60 -2,38
HK, 3,23 -5,60 -2,37

Conforme descrito na Sec. 3.6 preparamos centenas de regioes para o encaixe do

BHET ao redor da serina nucleofilica em cada variante da IsPETase. Com esta preparacao,
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obtivemos milhares de conformacgoes de encaixe em cada complexo. Podemos verificar
rapidamente todas essas com um script simples em qualquer linguagem de programacao.
Para julgar cada uma das propostas e identificar as melhores, analisamos dois parametros:
o escore vina e os valores de 7p,.. Quanto menor o escore vina, melhor o ajuste, e como era
de interesse configuracoes com 7y, ~ 4 A, dada a distribuicdo dos dados, definimos um

fator de minimizacao adimensional como
Sptr = |The| — |eSCOTEVINA|.

Procurar um bom modelo de encaixe seria o0 mesmo que procurar o menor valor possivel
de s,... No entanto, para evitar conformagoes indesejiveis, como um com |rp.| >> 4 e
lescore vina| << —5,5 ou um com || < 4 e |escorevina| > —5, 5, precisévamos ordenar
nossa lista de conformagoes em vez de procurar apenas um com s,., pequeno. Optamos
pelo algoritmo quick sort por ser simples de escrever e ter um tempo de processamento
6timo, em média. Apds a etapa de ordenacgao, poderiamos facilmente descartar quaisquer
valores atipicos e escolher um modelo desejavel entre as primeiras opgoes de nossa lista

(veja a Tab. 1). Para uma descri¢ao mais detalhada desta sec¢ao, veja o apéndice C.1.
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Figura 15 — Ligante BHET (destacado em azul) encaixado em cada variante IsPETase:
(A) Nativa, (B) D206E, (C) D206E/H237K e (D) H237K. Neste esquema
2D, as linhas tracejadas representam ligacoes de hidrogénio e os rotulos de
residuos verdes sdo os aminodcidos com contatos hidrofébicos com o ligante.

Na Fig. 15, apresentamos um esquema bidimensional do BHET encaixado com as
conformacgoes WTy, DEy, DEHK, e HK, nas respectivas formas variantes da IsPETase,
usando o Programa PoseView [32]. Como podemos ver, o BHET est4 ligado a cada variante
em estreita proximidade com os residuos da fenda de oxianion (TYR 87 ¢ MET 161)

enquanto em uma interagao aromatica-aromatica com o TRP 185. A figura indica que as
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variantes com mutagao de apenas um residuo (Fig. 15-B e Fig. 15-D) favorecem o contato
hidrofébico do BHET com o MET 161 e o TRP 185. No entanto, conformacgoes semelhantes
foram encontradas nos resultados de docking com a nativa — como a conformagao W15,
que tem a mesma afinidade (escore vina) que o DEj. Porém, a conformagao na Fig. 15-C,
onde o BHET mantém contato mais proximo com o residuo 237 ao invés do MET e TRP,
foi observada apenas na variante D206E/H237K.

4.2.2 Simulacoes de dindmica molecular

As simulagoes de dindmica molecular aqui foram realizadas apds o docking molecu-
lar discutido previamente, usando as conformacoes Wy, DEy, DEHK, e HK, da Tab. 1.
Nao exploramos a paisagem conformacional antes de encaixar o ligante nas variantes,
mas fizemos algumas replicatas das dinamicas pds-docking. Em cada uma das dindmicas
replicadas, mantivemos todos os parametros de entrada e refizemos as etapas pos-docking:
minimizagao pos-solvatagao, aquecimento, termalizacao e producao. As replicatas apre-
sentaram os mesmos comportamentos em média para cada variante, portanto vamos nos

concentrar em uma dinamica molecular por variante. Na Fig. 16, apresentamos o compor-
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Figura 16 — Distribuicao de frequéncia normalizada das distancias nucleofilicas rp.. Desta-
cado em azul a regido de interesse. Os dados para cada sistema Variante-BHET
foram obtidos da etapa de produc¢ao em pH 7, 300 K e duracao de 200 ns.

tamento do ligante no decorrer das simulagoes, focando nas distancias nucleofilicas .. Em
geral, com todas as variantes, o BHET permaneceu ligado ao sitio ativo, e como indicado

pela regiao azul os complexos variante-BHET permaneceram com maior frequéncia em
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configuraces favoraveis a ataques nucleofilicos. A nativa e a variante IsPETase?206F

mantiveram uma ligacdo mais estavel, enquanto que a IsPETase/?37K

apresentou uma
distribuicao de frequéncia mais larga, que indica maior mobilidade do BHET na regiao —

possivelmente devida a interacao mais fraca com os residuos do sitio ativo.

Tabela 2 — Estados de protonagao S; dos residuos de acoplamento da IsPETase e suas
variantes. O valor entre parénteses indica a permanéncia de cada estado no
decorrer dos 200 ns de simulagao.

IsPETase Residuo 206 Residuo 237
Nativa S0(100,0%) S0(0,6%), S1(51,9%),
S, (47,5%)

D206E S0(97,4%), S1(1,7%), So(28,5%), S1(63,5%),
53(0,9%) 52(8,0%)

D206E/H237K  S¢(82,1%), S1(7,0%), S0(94,0%), S1(6,0%),
S9(0,2%), S5(10,2%),
S4(0.5%)

H237K S0(100,0%) S0(95,4%), S1(4,6%)

Na Tab. 2, apresentamos as preferéncias em permanéncia e as mudancas nos estados
de protonagao — respectivas aos residuos 206 e 237 — que ocorreram durante a simulacao
de cada sistema. O i-ésimo estado de cada residuo foi escrito na notacao abreviada 5; para
facilitar a leitura da tabela. A representacao tridimensional de cada estado de protonacao
¢ apresentada na Fig. 17. Pode-se notar que, em todos os casos, os residuos apresentaram
preferéncias por um estado de protonacao especifico. Na nativa o aspartato da triade
catalitica permaneceu desprotonado e sem indica¢do de mudanca de estado ao longo da
producao. A histidina também permaneceu desprotonada, mas com igual probabilidade de
estar no estado em que o hidrogénio esta ligado ao nitrogénio ND1 ou ao nitrogénio NE2. Na
variante D206E, podemos ver que o residuo 206 sofre uma pequena queda na permanéncia
no estado desprotonado, mas permanece neste estado por 97,4% da MD. A histidina, por
outro lado, permaneceu protonada em 28,5% da MD (um aumento consideravel em relacao
aos 0,6% da simulagdo com a nativa). Na mutante dupla D206E/H237K, vemos que o
estado desprotonado do residuo 206 permanece preferencial, mas menos estavel (com uma
queda na permanéncia para 82,1%) e, ao contrario da nativa e da D206E, na mutante

dupla o residuo 237 permanece preferencialmente protonado (94,0%).

Parece haver uma pequena interferéncia no estado de protonacgao do residuo 206
devido a mutacao no residuo 237 e vice-versa. Na nativa, ¢ igualmente provavel que a
histidina esteja desprotonada no estado 1 ou 2, enquanto que na IsPETase”?%F & mais
provavel que a histidina esteja no estado 1. Podemos ver um comportamento semelhante
entre as variantes D206E e D206E/H237K, onde a mutacdo no residuo 237 torna o
glutamato ligeiramente mais propenso a estar protonado. Essa interferéncia possivelmente

se deve a curta distancia entre esses residuos. Na simulacao com a H237K, podemos ver o
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Figura 17 — Configuracao dos estados de protonacgao para os residuos 206 e 237 das
variantes da IsPETase. A presenca dos hidrogénios marcados em vermelho
depende do estado atual do residuo.

ASP 206 com o mesmo comportamento apresentado na nativa e a LYS 237 com o mesmo
comportamento que em nossa mutante dupla, curiosamente, a troca no residuo 206 de
glutamato para aspartato nao afetou o estado de protonagao da LYS 237, como ocorrido

nos outros casos.

4.2.3 Decomposicao da energia de interacao

Nesta secao, discutiremos a interagao dos aminoéacidos chave dos quatro complexos
discutidos anteriormente. Aqui vamos nos referir a diferenca na estabilidade apresentada
pela Fig. 16 usando duas métricas: o valor médio da distancia nucleofilica 7, e a frequéncia
que . permaneceu inferior a 5 A, denotada aqui por fs. Esta frequéncia serd dada como
um valor percentual relativo a duragao de 200 ns das simulacoes. Pela Tab. 3 poderiamos
supor uma relacao direta entre o AGyp,, e as métricas 7. € f<5. Contudo, a ordem de
grandeza para as diferencas em 7. entre os complexos € insignificante. Entao, a tinica

associacao plausivel que poderiamos fazer é
mN5(—>AGL¢g < 0.

Por outro lado, a relacdo onde interagoes mais intensas (AGp;, << 0) mantém valores
maiores de f_5 era esperada, pois é conhecido da literatura que o ataque nucleofilico é

mais favordvel a distancias préximas de 4 A. Note que, relativo a simulacio com a nativa,
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Tabela 3 — Valores médios para a distancia relativa ao ataque nucleofilico, a frequéncia que
esta distAncia permaneceu inferior a 5 A, e a energia de interacio, calculadas
nos complexos I[sPETase-BHET.

IsPETase The (A)  fos (%) AGLi, (kcal/mol)
Nativa 450 96 21,15 (£3,28)
D206E 4,62 91 -18,21 (£5,12)
D206E/H237TK 4,91 70 -11,28 (£7,23)
H23TK 5,05 o1 -6,48 (+4,89)

ambas mutantes simples mostraram um declinio nos valores de f.5. Curiosamente, ao
invés da mutante dupla perder ainda mais intensidade na interacao IsPETase-BHET, ela

assume uma posi¢ao intermedidria entre as mutantes simples.
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Figura 18 — Os aminoacidos que contribuem para a interacao IsPETase-BHET em pH 7
e 300 K. As linhas verticais destacam a triade catalitica SER 160, ASP 206,
HIS 237 e suas respectivas mutacoes.

A Fig. 18 apresenta a analise de decomposicao da energia de ligacao total para
nossos quatro complexos, fornecendo a contribuicao de cada aminoacido para a ligacao.
Esta andlise mostra as trés regides de interacao discutidas no modelo de Ge [14] — a
fenda de oxidnion (TYR 87 e MET 161), a triade catalitica (SER 160, ASP 206 e HIS
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237) e o TRP 185, que tem uma interagdo aroméatica-aromatica com o anel benzénico do
BHET. De acordo com a literatura, as serino proteases com a triade catalitica candnica
SER/HIS/ASP possuem a serina como nucledfilo, a histidina como acido ou base geral, e
o aspartato com a func¢ao de ajudar a orientar a histidina e neutralizar a carga que ela
pode desenvolver na transicao de estados. Estudos de mutagénese indicam que a maior
contribuigao para a catdlise geralmente vem do aspartato [33]. Como podemos ver pela
decomposigao no sistema Nativa-BHET (figura superior 18), o aminoacido com a maior
contribuigao favoravel para a interacao é o aspartato da triade, como esperado. Podemos
notar também que a histidina aparece com uma contribuicao desfavoravel. Ao comparar a
nativa com nossas variantes, a D206E mantém o mesmo padrao de energia. Por outro lado,
tanto a D206E/H237K quanto a H237K apresentaram uma redugao de intensidade nos
vales de energia, principalmente no residuo 206. Porém, as mutantes com lisina também
apresentaram reducgao na contribuicao desfavoravel do residuo 237. A H237K ainda possui
alguns picos desfavordveis com pequenas intensidades, mas curiosamente a D206E/H237K

nao apresenta nenhum desfavorecimento a interagao enzima-substrato.

Da discussao na Sec. 4.2.2 sobre os estados de protonacao dos residuos 206 e 237,
percebemos uma diferenca de carga entre os sistemas nativa/D206E e os com as mutantes
de lisina. Isto é devido ao proton extra na cadeia lateral da lisina no estado 0. Uma vez que
observamos uma reducao de intensidade nas contribuigoes totais de ambas as mutantes de
lisina, ou a mudanga conformacional devido a diferentes cadeias laterais (do imidazol para
a cadeia alifatica), a nova distribui¢do de carga ou ambas afetaram negativamente a regiao.
A substituicao D206E sozinha basicamente nao faz nada para a interagdo IsPETase-BHET.
No entanto, quando combinada com a adi¢do da lisina na posicao 237, had uma interferéncia
favoravel — do vale de energia quase inexistente em 206 na variante H237K para o padrao
apresentado pela mutante dupla, onde nao hé contribuicoes desfavoraveis e ao mesmo

tempo mostrando um aumento de intensidade nos vales de 185 e 206.

Na Fig. 19, apresentamos uma visualizagdo comparativa da conformacao dos sitios
ativos da IsPETase nativa e das variantes com insercao da lisina na posig¢ao 237, utilizando
o software UCSF Chimera [13]. Na nativa (Fig. 19-A), o ligante se estabiliza no centro
do sitio ativo permitindo proximidade com a serina nucleofilica e a fenda de oxidnion
(MET e TYR). Na Fig. 19-B, com a insercao de carga devido a lisina, podemos ver uma
mudanca na conformagao dos residuos 206 e 237, onde a lisina se estabilizou préoxima ao
aspartato enquanto o bloqueava do ligante - isso pode explicar porque na variante H237K
o residuo 206 perde a energia de ligagao (como mostra a Fig. 18). Com essa mudanga,
também vemos como o ligante se afasta da fenda de oxidnion. Na Fig. 19-C, onde também
temos a mutacgao do residuo 206 para glutamato, vemos a reabertura da conformacao das
cadeias laterais para os residuos 206 e 237, permitindo que o ligante volte a interagir com

o residuo 206 (indicado pelo pogo de energia na Fig. 18).
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(A) Nativa

(B) H237K

(C) D206E/H237K

Figura 19 — Visao comparativa do ligante BHET no sitio ativo da IsPETase, entre a nativa
e as variantes com a lisina. As imagens foram tiradas da fase de producao da
dindmica molecular de cada sistema.

Mesmo que na Fig. 19 nao possamos visualizar o comportamento médio de nossos
complexos, mas apenas a conformagcao de um tnico instante, com a discussao da Fig. 18 e
Tab. 3 como suporte, pode-se concluir que a nova distribui¢cdo de carga e conformacao
das cadeias laterais estao mantendo a distancia nucleofilica e empurrando o BHET para
longe da fenda de oxidnion. Os tnicos fatores para a diminuicao da energia de interacao
sao o distanciamento da fenda de oxidnion e a conformacao das cadeias laterais em 206 e
237. No apéndice C.2, apresentamos uma conformacao mais favoravel dos residuos onde o
BHET estabiliza cerca de um angstrom mais proximo a tirosina da fenda de oxianion, o
calculo do MMPBSA da dinamica neste apéndice apresentou |AG ;| = (—16,28 £ 8,00)
kcal /mol.

A contribuicao desfavoravel da histidina pode estar correlacionada com a baixa
atividade da IsPETase em pH 7 e 300 K - suas condi¢oes 6timas de atividade estao em
torno de pH 9 e 313 K. Entre as variantes estudadas, tanto a D206E quanto a H237K nao
apresentaram resultados promissores quanto a interacao da enzima com este mondémero
pléstico. No entanto, o comportamento peculiar da mutante dupla D206E/H237K pode
ser utilizado para pesquisas futuras sobre a degradacao do PET nessas condigoes, além de

provocar curiosidade sobre quais consequéncias poderiam surgir em resultados empiricos.
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5 Conclusoes

Apos o estudo dos processos de dindmica molecular e de uso dos pacotes computaci-
onais AMBER/AMBERtools, notou-se a possibilidade de automatizacao dos procedimentos
necessarios para a preparacao do sistema e execuc¢ao de cada estagio de uma simulagao
de Dindmica Molecular. Visto isso, foi implementado um programa (escrito em Python)
para ser um gerenciador de dados, sendo um intermediario entre as ferramentas A M-
BER/AMBERtools e o usuério. Esse programa, denominado ASM.py, foi entao utilizado
para realizar todas as simulagoes deste trabalho. Com uso dessa nova ferramenta, a me-
todologia adotada foi resumida pela execugao do programa (facilitando a replicagao dos
resultados obtidos). O programa ASM.py foi registrado com licenga GNU GPL no INPI
sob niimero BR512021001880-0. Tanto o ASM.py quanto outras ferramentas focadas em

Docking e em analises com auxilio grafico estao disponiveis na minha pagina do GitHub.

Apos a validagdo da implementacao do ASM.py, preparamos trés variantes (D206E,
H237K e D206E/H237K) e realizamos um protocolo de Docking Molecular comparativo
nas trés e na enzima nativa. Para encontrar boas conformagoes de encaixe do ligante
(BHET) em cada enzima (IsPETase e as trés variantes propostas), utilizamos a ideia da
busca em largura. Ao invés de usar um nivel altissimo de exaustividade no programa
de Docking, para buscar a melhor conformagao de um caminho especifico do espago de
fase, buscamos amostrar centenas de estados iniciais distintos ao modificar a superficie de
contato das enzimas com nosso ligante. Com essas centenas de estados iniciais utilizamos
um nivel baixo para a exaustividade — o valor 8 é o padrao para sistemas simples, o valor
que utilizamos foi de 10. Assim, obtivemos boas conformagoes e prosseguimos para as
DMs.

Analisando a distribuicao de frequéncia da distancia nucleofilica em cada sistema,
verificamos que embora todos os sistemas mantiveram o ligante no sitio ativo, uma das
variantes (H237K) indicava instabilidade do ligante na regiao. Com isso realizamos o
protocolo MMPBSA para analisar a interacao enzima-substrato utilizando a decomposicao
por residuo. Nossas descobertas indicaram uma pequena perda em |AG;,| para a mutante
simples D206E, mas no geral a variante manteve o mesmo padrao de energia da nativa.
Ja para a mutante H237K, observamos uma reducao de intensidade na contribuicao
energética de todos os residuos chave. No entanto, apesar de ambas as mutantes individuais
apresentarem um declinio na energia de interagao, a combinagao delas (D206E/H237K)
acabou interferindo favoravelmente. Os resultados de Docking e DM dos complexos variante-

BHET presentes nesta tese foram publicados no artigo [34].

As discussoes apresentadas aqui podem beneficiar esforcos futuros quanto a reci-


https://github.com/Blodhor/Molecular-Dynamics
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clagem biologica do PET em condi¢oes ambientais. Dentre as possibilidades de trabalhos
seguintes a este estao: estudos utilizando a técnica Quantum mechanics/Molecular Me-
chanics (QM/MM), para habilitar a mudanca de cargas parciais durante a DM, de
modo a verificar se o ataque nucleofilico continua ativando em nossa variante dupla
(D206E/H237K); analisar outras variantes da forma canonica como por exemplo alterando
o nucledfilo ou adicionando um segundo nucledfilo no sitio ativo; ou estudos experimentais
de nossa mutante dupla visando medir se ocorreu alteracao no tempo ativo da enzima e

em caso positivo verificar o novo rendimento.
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A Teoria Base de Dinamica Molecular

A.1 Mecanica molecular: potenciais de energia
A energia potencial de uma molécula é geralmente calculada a partir da expressao:
Etot = Estr + Etar + Eang + Eoop + Ester + Eelet + Enb - Esolv (]-)

onde Fg, é a energia necessaria para esticar ou comprimir uma ligagao, Ej,. é a energia
para rotacao em torno de uma ligacao, E,,, ¢ a energia necessaria para comprimir ou
expandir um angulo de ligagao, F,,, ¢ a energia necessiria para deformar um sistema
da planaridade, E., é a energia gerada pela repulsdo estérica ! entre grupos ou atomos
préoximos, Ege; € 0 potencial eletrostatico entre as cargas dentro da molécula, Fy,, é a
energia de solvatacdo e E,;, engloba todas as outras interacoes intermoleculares? referentes

aos termos nao ligados * entre moléculas nao polares [35].

As fungoes de energia potencial Egy, Eang, Foop € Ester 580 geralmente estimadas

por uma fungao simples derivada da Lei de Hooke da forma:
E=K-(R- Ry’ (2)

onde R — Ry é a mudanga no comprimento, largura, ou deslocamento fora do plano de
uma ligagao, angulo ou atomo. A funcao Fy,,. relaciona a energia de quatro dtomos ligados
sequencialmente ao seu angulo diedral* (de tor¢do) e é geralmente baseada na preferéncia
observada por conformacoes alternadas sobre eclipsadas (veja a Fig. 20), especialmente
sempre que existe a possibilidade de uma rotagao “livre” sobre uma ligacdo. Geralmente

esta relacionado ao angulo de tor¢ao w pela expressao:

B =K -1+ (-1)(J+1)-cos(J -w)],paraJ =1,2¢3 (3)

As formas de E,.; e E,;, ndo sao tao padronizadas quanto dos outros potenciais
listados acima e variam de uma implementagao da mecanica molecular para outra. E
particularmente importante ressaltar que as funcgoes de energia potencial usadas na

mecanica molecular sdo selecionadas empiricamente e suas formas nao referem-se aos

1 Repulsdo estérica refere-se ao arranjo dos 4tomos na molécula. Esse efeito surge do fato que cada dtomo

dentro de uma molécula ocupa uma certa quantidade de espaco. Se os 4tomos forem colocados muito
proximos, hd um custo associado em energia devido a sobreposigdo de nuvens eletronicas (repulsdo de
Pauli ou Born), e isso pode afetar a forma preferencial da molécula e reatividade.

Ligacoes intermoleculares sao aquelas que mantém dtomos em diferentes moléculas unidos.
Representam forgas de van der Waals e eletrostaticas.

Angulo formado no encontro de dois planos.
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H 'H
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Viséo ————- > /C
R
H? Etano alternado H
H
H\ /
Viséo ————- > C—7— ™M
H '¢/ Etano eclipsado \ H

Figura 20 — Isomerismo conformacional.

fundamentos cientificos do movimento atémico ou molecular, ou efeitos estereoeletronicos
5

A.2 Potencial de Lennard-Jones

A formulagao padrao do potencial

de Lennard-Jones 6-12 V; ; [36] entre dois 054
atomos ¢ e j esta apresentada na Eq. 4, 0sl
o\ o\’ 3 031
Vig=de; || ) — | 4) £
Ti,j Tij © 021
Z
onde 7;; € a distancia que separa os dois < 01
atomos, ¢; ; ¢ a profundidade do pogo de 0 L]
potencial para a interacao dos atomos ¢ e 014 V//
J, € 0;; ¢ a distancia onde o potencial é 35 40 45 50

ri.; (A)

exatamente zero, ou seja, onde a ‘repulsao’

comega para os dois dtomos. Ambos €;; ¢ Figura 21 — Exemplo de potencial de

0;; sao especificos para o par de atomos. Lennard-Jones.

Outra formulacao possivel de V;;,

relativa ao conceito de raios de van der Waals®, ¢ apresentada pela Eq. 5.

6
V;J €i,j (Rmin -2 Rmm) (5)

Ti,j Ti,j

12

5 Um efeito na geometria molecular, reatividade ou propriedades fisicas devido as relacdes espaciais na

estrutura eletronica das moléculas, em particular a interagdo entre orbitais atémicos ou moleculares.

6 Raio de uma esfera sélida imaginria empregada para representar um atomo.
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Nesse caso, R, ¢ a soma dos raios de van der Waals, R; + R; dos atomos 7 e j, a
distancia de contato na qual o potencial estd no minimo, ou seja, em um valor de —e. Um

exemplo de representacgao grafica do potencial de Lennard-Jones é apresentado na Fig. 21.

Combinando as Eqs. 4 e 5 gera a relagdo a seguir entre o e R,
Ronin = 250 (6)

Em campos de forga, a notagao “A, B” do potencial de Lennard-Jones é comumente usada:

‘/i’j - 7’1; N rGJ (7)
iJ ij

onde A, ; e B; ; sao parametros especificos para pares de dtomos 7 e j. O significado de

A, j e B;; é facilmente deduzido:

A =4ec'? e B = 4e0® (8)

A.3 Campos de forca

O modelo apresentado por Cornell et. al. [37], (Eq. 9) descreve respectivamente
as ligagoes quimicas, os angulos por uma expressao harmoénica diagonal simples, energias
diédricas como um conjunto simples de pardmetros (muitas vezes apenas especificados
pelos dois 4tomos centrais), a interagdo Van Der Waals por um potencial de Lennard-Jones
e interacoes eletrostaticas por uma interacao Coulombiana de cargas pontuais centradas
no atomo. As interagoes eletrostaticas e de Van der Waals sdo calculadas apenas entre
atomos em moléculas diferentes ou para atomos na mesma molécula separados por pelo
menos trés ligacoes. Essas interacoes nao ligadas separadas por exatamente trés ligacoes’

sao reduzidas pela aplicagdo de um fator de escala.

Etotal — Z kr (T - Teq>2 + Z k@ (9 - eeq)Q

ligagdes angulos

+ Z —[1—|—cos(n¢—'y)]+z - ]+qq]

12 6 -
diedral i<j Rij R €Ry

(9)

A suposigao é que essa representacao simples das energias de ligacao e angulo é
adequada para modelar a maioria dos sistemas nao tensionados. O objetivo deste campo
de forca é modelar com precisao energias conformacionais e interagoes intermoleculares
envolvendo proteinas, acidos nucleicos e outras moléculas com grupos funcionais relaciona-
dos que sao de interesse em quimica organica e biologica. Os valores req, ¢q, kr € kg sa0

usados com valores iniciais e ajustados conforme necessario para reproduzir frequéncias

7 Interacdes 1-4.
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experimentais dos modos normais. Esses valores sao inicialmente derivados pelo ajuste
aos dados de frequéncia estrutural e vibracional em pequenos fragmentos moleculares que
constituem as proteinas e os acidos nucleicos. Por exemplo, em fragmentos complexos como
as bases de acido nucleico, os valores 7., e 8., sao retirados de dados estruturais de raios-X,
o valor k, é determinado por interpolagao linear entre valores de ligacao simples e dupla
usando as distancias de ligacao observadas, e o valor de ky é obtido da analise vibracional

de um atomo sp? simples contendo fragmentos como benzeno e N-metiacetamida (NMA).

Os parametros diédricos sao otimizados na molécula mais simples possivel e, em
seguida, aplicados a moléculas maiores e mais complexas. Esta abordagem esta em contraste
com a empregada por muitos desenvolvedores de campo de forga, onde os pardmetros sao
otimizados para melhor reproduzir as energias conformacionais de um grande niimero de
moléculas. Uma vantagem da abordagem de Cornell [37] é a falta de dependéncia dos

parametros resultantes nas moléculas particulares escolhidas para o conjunto de teste.

A.3.1 Campos de forca implementados no AMBER

Os pacotes computacionais do AMBER [19] sao projetados para funcionar com
varios tipos simples de campos de forca. A parametrizacao tradicional usa cargas parciais
fixas, centradas nos atomos. Modificagoes menos comumente usadas adicionam dipolos
polarizaveis aos atomos, de modo que a descricao da carga depende do ambiente; tais
potenciais sao chamados de “polarizaveis” ou “nao aditivos” [38]. A forma mais simples
dos campos de forca do AMBER (negligenciando o solvente implicito ou os termos de
polarizagao) usa o Hamiltoniano abaixo:

Bt = Y, ky(r— ro)” + > k(60— 0o)°

ligagdes angulos
N-1

N .. .. . .
+ Z Vn[1+COS(n¢—’}/)]+Z Z A”—Bw—l—qzq]

12 6 -
diedrais oS LBy Ry eRy

(10)

Nesta equacao, os termos ky, 79, kg, 0o, V5, 77, Aij e B;; devem ser especificados nos
arquivos de pardmetros para os varios campos de forca do AMBER. A diferenga para o
modelo de Cornell (Eq. 9) é a aplicacdo do fator multiplicativo no somatdério dos dngulos

diedrais. E modificado a ordem que o fator é utilizado para reduzir o tempo de execucao.

A.4 Efeitos de solvatacao

A solvatagao é um dos problemas nao resolvidos remanescentes na mecanica mole-
cular. A maioria das implementacoes contorna a dificuldade assumindo que o modelo esta
ou na fase gasosa, quando todos os efeitos da solvatagao sao ignorados, ou em um meio
dipolar homogéneo, quando as caracteristicas topograficas frequentemente assimétricas

também sao ignoradas. Nesta modelagem assume-se que a molécula estd permeada no
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8 uniformemente. Mesmo pequenas moléculas de solvente globalmente simétricas

meio
s6 podem interagir com a superficie externa de uma molécula compacta e ndo com seu
interior. Portanto, a solvatagdo nao sera um fator em muitas das interagoes intramole-
culares’ de moléculas compactas. Na realidade, o tratamento eficaz da solvatacao deve
abranger simultaneamente as complexidades topograficas das interagoes solvente-soluto
e solvente-solvente [35, 39, 40]. A maioria das determinagoes experimentais de estrutura
ou conformacao sao feitas na fase sélida ou em solucdo. E conhecido na literatura que
a distribuicao observada dos estados conformacionais de uma molécula é drasticamente
afetada pela solvatacao e que a natureza do solvente é de grande importancia. Na fase
solida, a ocorréncia de mais de uma conformacao de uma molécula na célula unitaria,
embora nao generalizada, é bem conhecida e essas diferentes conformacoes da mesma

molécula geralmente tém comprimentos e angulos de ligacao ligeiramente diferentes.

Nesta secao sao apresentados os modelos de solvatacao mais utilizados nos pacotes
AMBER/AMBERtools, com uma breve introduc¢ao aos modelos de dgua TIP3P e TIP4P.

A.4.1 Equacao de Poisson-Boltzmann

A Equacao de Poisson-Boltzmann (Eq. 11) (EPB) é dada por [39]:

2. Amp(r)
V - [e(r)V - ¢(r)] — e(r)k(r) sinh [p(r)] + T =0 (11)

onde ¢(r) é o potencial eletrostatico em unidades de kgT'/q (kg é a constante de Boltzmann,
T é a temperatura absoluta e g é a carga um préton), € é a constante dielétrica e p é a
densidade de carga fixa (em unidades de carga de protons). k? = 1/A\?* = 8m¢*I /ekpT, onde
A é o comprimento de Debye e I é a forca ionica da solugao em massa. O segundo termo
da Eq. 11 leva em conta os efeitos do sal e esta ausente quando nenhum ion movel esta
presente no sistema (k = 0). Sob esta condigao, a Eq. 11 se reduz a equagao de Poisson, que
por sua vez se reduz a lei de Coulomb quando a constante dielétrica é uniforme em todo
o espago. No entanto, como a agua é mais facilmente polarizada por um campo elétrico
do que a maioria dos solutos, pelo menos dois valores de € sdo necessarios para capturar
a fisica basica das moléculas polares em solucao aquosa. O efeito de ter duas constantes
dielétricas é expresso na Eq. 11 através da derivada de €(r) no primeiro termo, que é
diferente de zero apenas onde €(r) varia. Esta regiao corresponde a superficie molecular,

onde ha uma “descontinuidade” dielétrica entre o soluto e-baixo e o solvente e-alto.

A superficie molecular é definida como a superficie de contato formada entre o
envelope de van der Waals!® da molécula e as moléculas do solvente. Todas as regioes

dentro da superficie sdo atribuidas a um valor baixo de € (~ 2 a 4), enquanto as regioes

8
9

Solvente.
Sao as ligacgoes fortes que mantém os atomos de uma determinada molécula unidos.
10 Uma superficie baseada nos raios de corte de van der Waals para dtomos individuais.
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externas sao atribuidas ao € do solvente (para dgua, € ~ 80). A distribuigao de carga da
molécula é geralmente representada na forma de cargas pontuais localizadas em nticleos
atomicos. Como as solugoes analiticas para a equacao de Poisson estao disponiveis apenas
para objetos geométricos simples, todas as aplicagoes da EPB para moléculas em solucao
exigiam uma suposicao simplificadora para a forma do soluto e sua distribuicao de carga.
Por exemplo, pequenos solutos e proteinas foram tratados como esferas, DNA como
cilindros e membranas como planos. No entanto, as solugoes numéricas para a EPB tornam
possivel descrever a forma do soluto em detalhes atomicos, mantendo uma descri¢ao

“continua” simplificada apenas do solvente.

A.4.2 Modelos para agua - TIP3P e TIP4P

As funcoes potenciais consideradas para modelos de dgua geralmente envolvem um
monomero de agua rigido que é representado por trés, quatro ou cinco locais de interagao.
As interagoes Coulombianas entre todos os pares intermoleculares de cargas junto com um
tinico termo de Lennard-Jones entre os oxigénios determinam a energia de dimerizacao'!

€mn Para os mondomeros m e n conforme dado pela Eq. 12.

.02
ZZ B _|_ Qz%e (12)
J 60

7"00 Tij

Os parametros (A e B) sao escolhidos para produzir resultados estruturais e energéticos
razoaveis na fase gasosa para complexos de agua e alcoois. Na década de 80, Impey et. al.
[20] reparametrizou esse modelo de 3 pontos para melhor reproduzir a energia e a densidade
da agua liquida. Essa parametrizacao ¢ conhecida como potencial TIP3P. Modelos de
4 pontos (TIP4P) também foram investigados. Nesses casos, a carga negativa é movida
para fora do oxigénio e em dire¢ao aos hidrogénios em um ponto (M) na bissetriz do
angulo HOH. A Eq. 12 ainda se aplica com um pequeno aumento na complexidade: Dez
distancias sao necesséarias para avaliar a funcao em vez de nove para o modelo de 3 pontos.
Em comparacio com o experimento, os erros nas densidades para as func¢oes potenciais
apresentados por Jorgensen et. al. sao TIP3P (2%) e TIP4P (0%) [20].

Uma descri¢do importante da estrutura em um liquido é fornecida pelas funcoes de
distribuigao radial g,5(r) e fungoes de estrutura parcial a,s(k) que podem ser determinadas
por experimentos de difracdo. As duas funcoes estao relacionadas pela Eq. 13 onde

SZ’I’lZ

Jo(2) = , p € a densidade aparente e k = (47/\)sinf é a transferéncia de momento

para espalhamento elastico de radiacao com comprimento de onda A em um angulo 26.

aas(%) = 47 [ gas(r) = 1) rjo(r)dr (13)

1§ um processo onde duas moléculas de composicio quimica semelhante se unem para formar um tnico
polimero conhecido como dimero.
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As trés fungoes de estrutura parcial para dgua (apo, aom, agy) podem ser obtidas a partir

de experimentos de difracao de néutrons em pelo menos trés misturas isotopicas diferentes
12

A.4.3 Modelo Generalizado de Solvatacdo de Born

Em uma simulagao de dinamica, muitas vezes o principal interesse reside no com-
portamento do soluto ao invés do solvente, pelo menos em nivel atomico. Para manter
os efeitos do solvente no equilibrio conformacional do soluto sem o custo computacional
associado a milhares de atomos de solvente, uma descri¢ao implicita de solvatacao pode-
ria ser usada para substituir a d4gua e os contraions explicitamente modelados. Nessas
simulagoes, os efeitos de um solvente de alto dielétrico sao aproximados por um modelo
eletrostatico continuo '*. O modelo Generalizado de Born (GB) [40] usando a aproximagio
emparelhada de Hawkins [41] que foi implementado nos pacotes AMBER/AMBERtools

inclui um termo Debye-Huckel para levar em conta efeitos do sal em baixas concentragoes:

AGCB — L (1 _ enfGB> 3 i4;
2

€ ij fGB

(14)

onde ¢; e g; sao cargas parciais atOmicas, € € a constante dielétrica do solvente, xk € o
parametro de Debye-Huckel e a soma dupla percorre todos os pares de atomos. fgp é uma
funcao que interpola entre um raio de Born efetivo «;, quando a distancia r;; entre os

atomos ¢ curta e pelo r;; a grandes distancias:

2 11/2

T,
V]

faB = rfj + e (15)

O raio de Born efetivo a; descreve o quao profundamente enterrada uma carga
estd no meio de baixo dielétrico (como uma proteina ou acido nucleico). Ele depende
nao apenas do raio intrinseco p; do atomo ¢, mas também das posicoes relativas e raios

intrinsecos de todos os outros atomos nas moléculas:
-1 _ -1
o, =P, — E Gij (16)
J#i

onde g;; ¢ dado por

11 1 ry (1 1 1 Ly ! 1
S [_+”<2—2>+m Pyl (-] an
2 Lij Uz 4 Uij Lij 27’1'1' UZ 47”1']‘ Lij Uij
12° Resultados de Monte Carlo (MC) e experimentais sdo comparados nas figs. 1-12 do artigo [20].
130 solvente aquoso é representado como um continuo de dielétrico 80. A solucdo da EPB fornece o

campo elétrico em todo o espaco, incluindo o campo de reacao do solvente, para uma distribuicao de
carga de soluto e contorno dielétrico fixos[38, 39].
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com
L, se ri; + p; < pi,
Lij = 4 pi, se v — pj < pi <7135+ pj, (18)
Tij = Pjy S€ Pi < Tij — pj
e

L, sery; +p; < pi,
Uij - ! IO] P (19>

Tij — Pj, S€ Pi < Tij + pj

O raio intrinseco p; esta relacionado ao raio atomico R; pela Eq. 20. Os fatores
de sobreposicao S; correspondem aproximadamente a sobreposicdao simultanea de trés ou
mais atomos. Um “offset” geral é incluido para ajustar as magnitudes das energias de

solvatagao para coincidir com os calculos de Poisson-Boltzmann.

Pi = Sz (Rz + boffset) (20)

Além do aumento inerente na velocidade da simulagao, certos processos também
podem ocorrer mais rapidamente nas simulagoes GB em relagao as simulacoes com solvente
explicito. A amostragem aprimorada e convergéncia rapida sdo provavelmente devidas
a auséncia de forcas de atrito do solvente e a falta de necessidade de reorganizacao das
moléculas de dgua em resposta as mudancas conformacionais do soluto. Embora isso possa
servir como uma vantagem para impulsionar a convergéncia, as simulacoes de dinamica
molecular usando o modelo GB nao descrevem mais a escala de tempo ou a cinética
desses processos corretamente!4. Devido & falta de uma caixa de solvente predefinida, as
simula¢oes GB também sao independentes da forma do sistema. As simula¢oes GB podem,
portanto, ser usadas para estudar varias conformacoes de uma molécula que nao podem
ser tratadas por simulagoes de solvente explicitas. Uma vantagem adicional dos modelos
continuos reside na média implicita sobre os graus de liberdade do solvente, de modo
que essa média nao precisa ser feita por uma amostragem das configuracdes do soluto
explicitamente. Isso simplifica muito os célculos dos parametros termodinamicos e pode ser
usado para examinar as diferengas de energia livre entre as diferentes conformagoes de uma
molécula ou para obter energias livres de ligacao. Nesses tipos de calculos termodinamicos,
“imagens instantaneas” do soluto sao extraidas de simulagoes com solvente explicito, e
calculos separados (GB ou EPB) sao realizados para obter as energias livres de solvatagao
eletrostatica. As energias livres de solvatagao sao entao adicionadas as energias da fase
gasosa, juntamente com as estimativas da entropia, para chegar aos valores finais de energia
livre. A realizagao das simulagoes de DM usando GB eliminaria o célculo separado das
energias de solvatagao, introduzindo consisténcia no campo de for¢a usado para simulacgao

e para calculo termodinamico.

14 Para contornar esse problema, os aspectos de friccdo da solvatacdo poderiam ser incluidos por um
modelo de Langevin
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A.5 Dinamica molecular a pH constante

O pH da solucao frequentemente tem um impacto draméatico nos sistemas biomo-
leculares. Isto ¢ devido a mudancas no estado de protonacao predominante de grupos
titulaveis (principalmente cadeias laterais de certos aminodcidos e terminagoes de cadeias
de peptideos) conforme o pH do solvente varia [42, 25]. O estado de protonagao de um
grupo titulavel é determinado pelo pH do solvente, e a acidez relativa do grupo, medida
por seu pK,. O pK, instantdneo de um determinado grupo é influenciado por seu am-
biente eletrostatico, que é determinado pela conformacao da proteina e pelo estado de
protonacgao de outros grupos titulaveis. O estado de protonacao, por sua vez, tem forte
efeito na conformacao da proteina, principalmente devido as diferencas de carga entre os
diferentes estados de protonacao. Os estados nativos de algumas proteinas sao estaveis
apenas em uma faixa estreita de pH e podem desnaturar completamente em ambientes de

pH extremos.

Como o comportamento biomolecular pode depender fortemente dos estados de
protonacao de varios residuos tituldveis, modelos computacionais precisos projetados para
tratar tais sistemas devem de alguma forma levar em conta os efeitos do pH. Embora
a abordagem tradicional de atribuir um estado de protonagao fixo para cada residuo
titulavel no inicio da simulagao ainda seja a abordagem mais comum, varios métodos
foram desenvolvidos na tentativa de tratar os efeitos do pH em biomoléculas de forma
mais quantitativa. De particular interesse, a técnica de dindmica molecular a pH constante
(CpHMD) é um método que aproveita a capacidade da dindmica molecular atomistica
classica, para amostrar o espago conformacional ao mesmo tempo em que é feito a
amostragem dos estados de protonacao disponiveis — de acordo com o ensemble semi
gran-candnico [43]. Dentro da miriade de métodos CpHMD disponiveis, existem duas

abordagens fundamentalmente distintas:

1. Estados continuos de protonacao: uma “coordenada de titulacdo” continua que
descreve uma “particula de titulagao” ficticia é introduzida em cada local protonavel
que é propagado como parte da dinamica atomistica classica, de acordo com uma

forca dependente do pH que atua sobre esta particula.

2. FEstados discretos de protonagdo: usa a dinamica molecular para propagar as co-
ordenadas espaciais, enquanto ocasionalmente interrompe a dinamica para tentar
mudancas nos estados de protonacao dos residuos titulaveis usando um critério
Monte Carlo com Cadeia de Markov (MCCM), veja o Apéndice A.6.

Modelos para solvente implicito - neste caso GB e EPB - obtém uma média geral dos
graus de liberdade do solvente, incorporando instantaneamente os efeitos do relaxamento

do solvente em torno das mudancgas discretas do estado de protonacao. Portanto, os passos
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MC que buscam mudancas dos estados de protonagao possuem uma probabilidade razoavel
de sucesso quando o pH da solucao é definido préximo ao pK, do grupo titulavel. Na
presenca de moléculas de solvente explicito, no entanto, a orientacao do solvente em torno
de qualquer residuo titulavel exposto ao solvente resistira a qualquer mudanga de estado de
protonacao. Em média, a distribuicao do solvente tende a resistir as mudancas do estado
de protonagao, impondo uma barreira da ordem de 100 kcal/mol conforme estimado
por Swails et. al. [25], tornando dificil a titulagdo com estados de protonacao discretos

diretamente em solvente explicito.

A.5.1 Método de Mongan - dinamica a pH constante com solvente implicito

O método proposto por Mongan et. al. [42] emprega uma Dindmica Molecular com
Solvatagao Generalizada de Born (DMSGB), usando uma amostragem de Monte Carlo
periddica dos estados de protonacao. Entre cada etapa de Monte Carlo, o sistema evolui
de acordo com a DMSGB padrao. Em cada etapa de Monte Carlo, uma regiao de titulagao
e um novo estado de protonagao para aquele local sao escolhidos aleatoriamente. Uma

energia livre de transi¢ao para a protonacao ou desprotonacao ¢ calculada de acordo com
AG = kBT (pH — pKa,ref) In10 + AGelet — AGelet,ref (21)

onde kg ¢é a constante de Boltzmann, 7' é a temperatura, pH é do solvente especificado,
pKores € 0 pK, do composto de referéncia apropriado (ver Tab. 4'%), AG.e; é a componente
eletrostatica da energia livre calculada para o grupo titulavel na proteina e AG et res €
a componente eletrostatica da energia livre de transicao para o composto de referéncia.
Esta equacao ¢ baseada em uma divisao da energia livre de transicao total em porgoes
eletrostaticas e nao eletrostaticas. A energia livre de transi¢ao nao eletrostatica compreende
todas as contribuigoes de energia livre ndo contabilizadas na eletrostatica GB, incluindo a
energia livre de ligacdo da mecénica quéantica e a energia livre de solvatacao de prétons. A
energia livre de transicao nao eletrostatica pode ser assumida como tendo aproximadamente
o mesmo valor, independente do ambiente eletrostatico. Sob essa suposi¢ao, um composto de
referéncia com pK, conhecido pode ser introduzido para cancelar a porcao nao eletrostatica
da energia livre de transigao, resultando na Eq. 21. A porcao eletrostatica da energia livre
de transigdo (AGg.) € calculada tomando a diferenga entre o potencial calculado para o
estado de protonacao atual e o potencial calculado para o estado proposto; como nao ha
necessidade de equilibrio com solvente, isso é feito em uma tnica etapa. A Eq. 21 pode
entao ser usada para calcular a energia livre de transicao total. A energia livre de transicao
total AG é usada como base para a aplicacao do critério de Metrépolis 16 para determinar

se a transicao sera aceita. Se a transicao for aceita, a DM continua com o grupo titulavel

15 A His-d representa a histidina com o nitrogénio §, do imidazol, protonado. E a His-e com o nitrogénio
¢, do imidazol, protonado.
16O algoritmo Metropolis-Hastings é um método MCCM (veja o Apéndice A.6).
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no novo estado de protonacao; caso contrario, a DM continua sem nenhuma alteracao
para o estado de protonagao. Sob esse modelo, a carga total na molécula é geralmente
diferente de zero e muda quando um grupo tituldvel muda o estado de protonagao. Como
a solvatacao GB nao emprega condigoes de contorno periédicas e a energia livre associada
a introducao e solvatagdo de uma carga esta incluida na parte nao eletrostatica da energia
livre de transicao considerada acima, a mudanga da carga total nao apresenta um grande

problema.

Tabela 4 — Adaptado de (Mongan, 2004): Negativo do logaritmo das constantes de dissoci-
acao de acido para as cadeias laterais nas moléculas de aspartato, glutamato,
histidina, lisina e tirosina.

Simbolo Nome Pkares
Asp Aspartato 4,0
Glu Glutamato 4.4
His-9 Histidina-o 6,5
His-¢ Histidina-e 7,1
Lys Lisina 10,4
Tyr Tirosina 9,6

Computacionalmente, o tempo para avaliar uma etapa de Monte Carlo é menor do
que o necessario para uma etapa de dinamica, portanto, a CpHMD usando esta abordagem
¢é apenas ligeiramente mais lenta do que a DMSGB com estado de protonacao constante

tradicional.

A.5.2 Método de Swails - dindmica a pH constante com solvente Explicito

No método de Swails et. al. para CpHMD [25], estruturas sao amostradas a partir
do ensemble semi gran-candnico [43], cuja fungao de distribuicdo de probabilidade é dada

por
eﬂ.u’*n_BH(q7p7n)

B S | dp'dq’ePrxn—FBH(ap.n)

onde 8 = 1/kgT, ux é o potencial quimico do hidronio'” (diretamente relacionado ao

p(q,p,n) (22)

pH da solugao), ¢ é a coordenada generalizada das particulas do sistema, p é o momento
conjugado e n é o nimero total de protons titulaveis presentes naquele estado. Quando em
negrito, n se refere ao vetor de estado de protonacao, especificando ndo apenas o nimero
total de protons presentes, mas em quais sitios titulaveis esses protons estao localizados.

O denominador na Eq. 22 é a funcao de particao do conjunto semi gran-canonico.

A dinamica atomistica classica, que amostra da fungao de probabilidade condicional
das posi¢oes e momentos com estados de protonagao fixos p (q, p|n), usada em conjunto

com os passos MC nos estados de protonacao, que amostra da funcao de probabilidade

17 Agua protonada.
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condicional do vetor de estado de protonagao em uma conformacao de proteina fixa

p (n|q, p), amostra apropriadamente da fungao de distribuigdo de probabilidade desejada
p(a,p,n).

Em solvente explicito, p (n|q, p) ¢ dificil de amostrar diretamente, uma vez que
a orientacao do solvente é relaxada em relacao ao vetor de estado de protonacao atual.
As coordenadas (e momentos) do sistema podem ser separadas em graus de liberdade de
soluto e solvente. A amostragem do estado de protonagao é entao realizada de acordo com

a probabilidade condicional

p, =p (psolm Aso1vs 1 | Psotuto qsoluto) (23)

onde (soin € Psorw S0 distribuicoes de solventes relaxadas de posi¢oes e momentos em
torno do vetor de estado de protonacao, n. A funcao de distribuicao p’ na Eq. 23 pode
ser aproximada usando modelos continuos, como as EPB ou GB, evitando assim célculos
de relaxamento de solvente caros associados a cada tentativa de mudanca de estado de
protonagao. O relaxamento na dinamica deve ser realizado apods as alteragdes do estado de
protonagao, para gerar a distribuicao de solvente relaxada e nao correlacionada exigida
pela Eq. 23.

A.5.2.1 Fluxograma do método de Swails

O método CpHMD de Swails et. al. pode ser dividido em trés etapas que se repetem

ao longo de toda dinamica:

1. A DM em solvente explicito é realizada usando um conjunto constante de estados
de protonagao (fornecido no comego da simulagdo). Em algum ponto a DM é
interrompida, o solvente (incluindo quaisquer fons nao estruturais) é removido e o

potencial é alternado para um modelo GB disponivel.

2. Apés a interrupcao, mudangas no estado de protonagao para cada residuo titulavel sao
propostas uma vez em ordem aleatoéria, escolhendo entre os estados de protonacao
disponiveis desse residuo, excluindo o estado atualmente ocupado. A diferenca
de energia eletrostatica entre os estados de protonagao propostos e o atual, até
mesmo a decisao de aceitar ou nao os estados propostos (critério de Metropolis, veja
Apéndice A.6), sao calculadas da mesma forma que na implementacao original da GB.
Se a mudancga de estado for aceita, o estado atual ¢ modificado de forma adequada,
e o proximo residuo (escolhido aleatoriamente sem substitui¢ao) é titulado com este
novo estado. Para cada residuo que é titulado, hd uma chance de 25% de que uma
titulacao multissitio ocorrera com um residuo vizinho; isto é, a proposta envolvera

mudancas no estado de protonacdo tanto do residuo quanto de seu vizinho'®. A

18 Dois residuos tituldveis sdo “vizinhos” se quaisquer dois d&tomos de hidrogénio titulados estiverem a 2
A um do outro.
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inclusao de saltos de estado de protonacao multissitio é importante para sistemas que
possuem residuos titulaveis em interacao préxima. Sem esses movimentos em varios
locais, as transferéncias de prétons entre residuos titulaveis adjacentes (envolvidos em
uma ligacao de hidrogénio) nunca ocorreriam devido a alta penalidade de interromper
a iteracao, pela adi¢ao de outro préton ou remocao do préton envolvido na ligagao

de hidrogénio.

3. Se qualquer uma das tentativas de mudanca do estado de protonacao for aceita, o
soluto é congelado enquanto a DM ¢é realizada no solvente (e quaisquer fons) para
relaxar a distribuicdo do solvente em torno dos novos estados. A duracao desse
relaxamento 7,;, ¢ um parametro ajustavel do método. Depois que o relaxamento
é concluido, as velocidades dos atomos do soluto sao restauradas aos seus valores

anteriores ao relaxamento e a dindmica é resumida.

A.6 Método de Metropolis-Hastings: Uma abordagem Monte Carlo

com cadeia de Markov

Esta sec¢ao da tese tem o intuito de auxiliar a compreensao do método CpHMD,
aos leitores mais focados na implementacao das ferramentas computacionais de dindmica
molecular. Esta secao foi colocada aqui pela importancia da técnica nas abordagens
utilizadas pelas ferramentas do AMBER, e devido a dificuldade de encontrar referéncias

com um linguajar voltado ao publico leigo.

Monte Carlo é a pratica de estimar as propriedades de uma distribuicao de dados
examinando amostras aleatorias. Por exemplo, em vez de encontrar a média de uma
distribui¢ao normal calculando-a diretamente a partir das equagoes da distribuicao, uma
abordagem de Monte Carlo seria extrair um grande niimero de amostras aleatorias e
calcular a média amostral. O beneficio da abordagem de Monte-Carlo estd na maior
facilidade em calcular a média de uma grande amostra do que em determinar a média
diretamente das equagoes da distribuicao. Este beneficio é mais pronunciado quando as
amostras aleatorias sao faceis de extrair ou quando as equagoes da distribuicao sao dificeis
de trabalhar.

No método de Monte Carlo com Cadeia de Markov (MCCM), a ideia é que as
amostras aleatérias sdo geradas por um processo sequencial especial. Cada amostra
aleatéria é usada como ponto de partida para gerar a préxima. Uma propriedade especial
dessa cadeia é que, embora cada nova amostra dependa da anterior, as novas amostras
nao dependem de nenhuma anterior a anterior [26]. MCCM ¢ particularmente util na
inferéncia bayesiana por causa do foco nas distribui¢oes posteriores, que muitas vezes sao

dificeis de trabalhar por meio de uma verificagao analitica. Nestes casos, o método MCCM
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permite ao usudrio aproximar aspectos de distribui¢des posteriores que nao podem ser
calculados diretamente (por exemplo, amostras aleatérias das distribuigbes posteriores,
médias das posteriores, etc.). A inferéncia bayesiana usa as informagoes fornecidas pelos
dados observados sobre um (conjunto de) parametro(s), formalmente a probabilidade,
para atualizar um estado anterior de nogoes sobre um (conjunto de) pardmetro(s) para se
tornar um estado posterior de nogoes sobre um (conjunto de) pardmetro(s). Formalmente,

a regra de Bayes é definida como:

p(u|D) o< p (D) - p () (24)

onde y indica um (conjunto de) parametro(s) de interesse, D os dados, p(u|D) a probabi-
lidade de p a cerca dos dados (a probabilidade posterior), p(D|u) a verossimilhanca ou
probabilidade dos dados p e p(u) indica a probabilidade anterior de p. Nessa equacao o

simbolo « significa “é proporcional a”.

A forma como os dados sao usados para atualizar a nogao anterior é examinando a
probabilidade dos dados, partindo de um determinado (conjunto de) valor(es) do(s) para-
metro(s) de interesse. Com o objetivo de avaliar essa probabilidade para cada combinagao
de valores de parametros. Quando uma expressao analitica para essa probabilidade esta
disponivel, ela pode ser combinada com a anterior para derivar a posterior analiticamente.
Frequentemente, na pratica, nao se tem acesso a tal expressao analitica. Na inferéncia
bayesiana, esse problema ¢ mais frequentemente resolvido via MCCM: extraindo uma
sequéncia de amostras a partir da posterior e examinando sua média, intervalo e assim

por diante.

A.6.1 Exemplo de amostragem Metropolis-Hastings usando Python

Nesta secao, sera usado um espago de amostragem trivial apenas para esclarecer o
critério de Metropolis. Essa abordagem sera comparada a amostragem aleatéria usual das

simulagoes de Monte Carlo.

Nas Figs. 22-27 é apresentado um script basico em Python (versao 3.6 ou superior)
[29] para gerar amostras utilizando os conceitos apresentados previamente, a biblioteca
matplotlib [44] para geragao de graficos e a biblioteca padrao random para a implementacao
pseudoaleatéria. Nas Figs. 22 e 23 esta apresentado um método usual de amostragem

aleatoria, onde os pontos extraidos sdo nimeros reais no intervalo (0, 20).

Nas Figs. 24-27 estdo descritas as definigdes de uma classe filha da “Sampling”.
Para facilitar a compreensao do que foi implementado, os métodos serao discutidos fora
de ordem. Caso seja de interesse do leitor replicar a execugao do cddigo, basta se atentar

a numeracao das linhas apresentada nas figuras.

19 Valores default podem ou nao ser usados.
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1import random

2 import numpy as np

3 import matplotlib.pyplot as plt
4

5 class Sampling:

6 def init (self, a=0, b=20, fator=10.):

7 self.a = a

8 self.b = b

9 self.nome = "Amostragem aleatdria"

10

11 #desta maneira aumenta o numero de pontos, sem alterar o intervalo
12 X = [x/fator for x in range(int(self.a*fator),int(self.b*fator))]
13 Y = self.samples(X)

14

15 Ind = np.zeros(len(X))

16 for i in range(len(X)):

17 Ind[i] = int(X[i]*fator)

18

19 self.plot(Ind,Y)

Figura 22 — Classe Sampling (“Amostragem”) escrita de maneira a criar um grafico de
amostragem aleatoria, quando um objeto é instanciado.

29 def samples(self, x r = [1,2,3,4]):

30 random. seed()

31 samp = np.zeros(len(x r))

32

33 for j in range(len(x r)):

34 samp[j] = random.uniform(self.a,self.b)
35

36 return samp

Figura 23 — Amostragem aleatéria usual.

Na Fig. 24, é chamado o método norm da biblioteca Scipy [45] que representa
a funcao normal de distribuicao de probabilidade. Este método é usado no cédigo para
amostrar ruidos com facilidade. A definicao da linha 40, diz respeito a fun¢ao de densidade
de probabilidade (FDP) usada. Nesse caso a FDP é a distribui¢do normal e poderia ter
usado a propria norm declarada na linha 38, mas foi escrito desta maneira para facilitar a
troca da FDP.

38 from scipy.stats import norm

39
40 def pgauss(esperanca, desv pad):
41 return lambda x: (np.e**(-( ((x-esperanca)/desv _pad)**2 )/2))

Figura 24 — Defini¢ao da funcao distribuicdo de probabilidade.

Na Fig. 25, é apresentado um método simples de proposta para a proxima amostra
da cadeia de Markov. Como pode ser visto na linha 93, a proposta ¢é definida como a
soma entre a amostra anterior (devido a propriedade da cadeia) e um ruido (representando
uma pequena flutuagao do valor atual). Esta proposta é feita em “loop”, até a verificacdo

escrita nas linhas 94 — 100 garantirem que a amostra pertenca ao intervalo de interesse.

Na Fig. 26 é descrito a amostragem MCCM para o exemplo apresentado neste
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85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

def proposta(self, anterior, ruido):
t = True
Ab = False
if self.a > self.b:
Ab = True
while t:
""'norm.rvs faz uma amostragem de tamanho 'size' numa dist.
normal centrada em 'loc' com desvio 'scale'. '''
novo = anterior + norm.rvs(loc=0,scale=ruido,size=1)
if Ab:
#se 'novo' estiver no intervalo, retorne ele
if novo >=self.b and novo <=self.a:

t = False
else:
if novo >=self.a and novo <=self.b:
t = False

return novo

Figura 25 — Proposta para a nova amostra usando a propriedade da cadeia de Markov.

apéndice. Nas linhas 74 — 81 é feito um “loop” para gerar todas as amostras. Na linha 75

é gerado uma proposta seguindo o método da Fig. 25. Na linha 77 é calculado a razao de

probabilidades entre a amostra proposta e a atual (neste exemplo usando a distribuicao

normal definida na Fig. 24). Nas linhas 78 — 81 esta descrito o critério de Metropolis, se a

razao de probabilidades for maior que uma probabilidade aleatoria é aceito a proposta. O

“bias” dessa amostragem faz com que propostas proximas a média da distribuicao sejam

mais facilmente aceitas.

60 def samples(self, x r = [1,2,3,4]):

61 self.nome = "Amostragem MCMC"

62 #random.seed()

63 samp = np.zeros(len(x r))

64 #ruido muito pequeno gera uma amostragem ruim
65 ruido = abs(self.a -self.b)/5.

66

67 #valor inicial

68 samp[0] = 1.

69 #definindo a pdf no centro do intervalo
70 esperanca = (self.a + self.b)/2.

71 desv_pad = abs(self.a -self.b)/4.

72 pdf = pgauss(esperanca,desv pad)

73

74 for i in range(1l,len(x_r)):

75 prop = self.proposta(samp[i-1],ruido)
76 #criterio de Metropolis

77 razao pdf = pdf(prop)/pdf(samp[i-1])
78 if razao pdf > random.uniform(0,1):
79 samp[i] = prop

80 else:

81 samp[i] = samp[i-1]

82

83 return samp

Figura 26 — Método de amostragem de Metropolis.

Na Fig. 27, é apresentado um método que compara o grafico criado com a amostra-
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gem aleatéria usual, implementado na classe pai (Fig. 23), com o criado pelo método de

Metropolis (Fig. 26). Na Fig.28, estdo apresentados os resultados da execugao do cédigo

44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

43 class MCMC sampling(Sampling):

def plot(self, X, Y):

Ypai = Sampling.samples(self,X)
fig, axs = plt.subplots(2, sharex=True, sharey=True)
axs[0].plot(X,Ypai)
axs[0].set title("Amostragem aleatdria")
axs[1l].plot(X,Y)
axs[l].set title("Amostragem de Metropolis")
for ax in axs.flat:
ax.set(xlabel="'Indice', ylabel='Amostra')

#como sao os mesmo eixos, o comando abaixo esconde as redundancias
for ax in axs.flat:
ax.label outer()

plt.show()

Figura 27 — Geracio dos graficos: Amostra vs Indice da amostragem. Escrito de maneira
a apresentar as amostragem aleatéria usual comparada a de Metropolis.

com trezentas amostras.

Amostra

Amostra

Amostragem aleatdria

20

15 A

10 4

Amostragem de Metropolis

20 A

15 A

10 ~

0 50 100 150 200 250 300
Indice

Figura 28 — Comparagao entre a amostragem aleatéria comum (acima) e a de Metropolis
(abaixo), ambas extraindo trezentos pontos.
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A7 MMPBSA

Um esquema para os calculos de energia livre de ligagao [46] em um complexo
receptor-ligante (ligado ndo covalentemente) é apresentado como ciclos termodindmicos
na Fig. 29. As energias livres de ligacao sao calculadas subtraindo as energias livres do
receptor nao ligado e do ligante da energia livre do complexo ligado, como descrito na
Eq. 25:

AC;binding,solvat@d = AGcomple:z:,solvated - (AGrecptor,solvated + AG"ligcmd,solvated) (25>

A variacao de energia livre associada a cada termo do lado direito é estimada de acordo
com a Eq. 26:
AGsolfuated - Egas + AG'sol'uation - TSsolute (26>

AG binding, solvated
—
—
A‘Gligand, solvation AGreceptor, solvation AG{:omplex, solvation
4 AGbiﬂding, gas
v + >
e

Figura 29 — Ciclos termodindmicos para calculos de energia livre de ligacdo para um
complexo proteina-ligante. Os sistemas solvatados estdao representados em
caixas azuis, enquanto os sistemas na fase gasosa estdo em caixas brancas. As
energias livres calculadas diretamente sao mostradas em preto, enquanto a
energia livre de interesse é mostrada em vermelho. Adaptado do artigo (Miller,
2012).

As energias da fase gasosa (E,,s) sao frequentemente oriundas dos campos de forga,
enquanto as energias livres de solvatacao (AG soation) S840 calculadas usando um modelo
de solvente implicito, e a contribuigdo entrépica (S) é estimada usando aproximagoes
conhecidas. A energia livre de solvatacao é ainda decomposta como a soma das contribuigoes
eletrostatica e apolar. Varios modelos de solventes implicitos estao disponiveis para calcular
as energias livres de solvatacao, incluindo o modelo generalizado de Born e o de Poisson-

Boltzmann.



Apéndice A. Teoria Base de Dindmica Molecular 64

As energias descritas nas equagoes acima sao energias de ponto tnico do sistema.
No entanto, na pratica, essas energias sao estimadas de acordo com as médias de um
conjunto de estruturas representativas. Por exemplo, expressar a Eq. 26 em termos de

médias resulta em:

AGsolva,ted =~ <Egas> + <AGsolvation> -T <Ssolute> (27>
1 N
= N ' [Ei,gas + ACTYz}solvation - TSi,solute] (28)

=1
onde 7 é o indice de uma instancia especifica e N é o niimero total de instancias analisados.

Existem duas abordagens para gerar os conjuntos necessarios para o estado ligado
e nao ligado dos calculos de energia de ligagdo — todos os conjuntos podem ser extraidos
de uma tunica trajetoria de dindmica molecular ou Monte Carlo do complexo ligado,
ou as trajetérias podem ser geradas para cada estado usando simulagoes separadas.
Essas abordagens sao chamadas de protocolo Single Trajectory Protocol (STP) e Multiple
Trajectory Protocol (MTP) respectivamente, e cada um tem vantagens e desvantagens
distintas. O STP é menos oneroso computacionalmente do que o MTP porque apenas uma
Unica trajetéria é necessaria para gerar todos os trés conjuntos. Além disso, os termos
potenciais internos se cancelam exatamente no STP, porque as conformagoes nos ensembles
ligados e nao ligados sao as mesmas, levando a flutuagdes mais baixas e convergéncia
mais facil na energia livre de ligagao. O STP é apropriado se os conjuntos de receptor e
ligante forem comparaveis nos estados ligado e nao ligado. No entanto, as conformagoes
que populam os ensembles nao ligados normalmente adotam configuragoes tensas quando
extraidas do ensemble de estado ligado, superestabilizando assim a ligacao, em comparacao
com o MTP.

A.7.1 Decomposicao da Energia Livre

O programa AMBER fornece varios esquemas para decompor energias livres,
calculadas em contribuicoes de residuos especificos usando modelos de solventes implicitos
generalizado de Born ou de Poisson-Boltzmann. As interagdes podem ser decompostas
para cada residuo, incluindo apenas aquelas interagoes nas quais um dos dtomos do residuo
estd envolvido — um esquema denominado de decomposi¢ao por residuo. Alternativamente,
as interagoes podem ser decompostas por pares de residuos especificos, incluindo apenas
aquelas interacoes nas quais um atomo de cada um dos residuos analisados esta participando

— um esquema chamado decomposicao de pares.

A.7.2 Calculos de entropia

Os modelos de solventes implicitos usados para calcular as energias livres de ligacao

geralmente negligenciam algumas contribui¢es para a entropia do soluto. Se assumirmos
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que os sistemas bioldgicos obedecem a um modelo de rotor rigido, podemos calcular
as entropias translacional e rotacional usando férmulas padrao da mecanica estatistica
e podemos aproximar a contribuicao da entropia vibracional usando a aproximacgao
quase-harmonica ou o método nmode (veja as referéncias [19, 46] para mais detalhes).
Tipicamente, os calculos nmode sao computacionalmente exigentes para grandes sistemas,
porque eles requerem a minimizacao de cada instancia e a realizacao de diagonalizacoes de
matriz para obter as frequéncias vibracionais. Por causa da diagonalizagao, os calculos de
modo normal escalam aproximadamente como (3N)3, onde N é o niimero de 4tomos no
sistema. Enquanto a abordagem quase-harmonica é menos onerosa computacionalmente,
um grande numero de instancias ou membros do ensemble sao normalmente necessarios
para extrapolar o limite assintético da entropia total para cada ensemble, o que aumenta

o custo computacional da simulagao original.

A.8 Arquivo PDB

O PDB de uma estrutura ¢ uma instancia do sistema?’ que foi modelada por um
cristalografo, utilizando técnicas como por exemplo a difracdo de raio X. Uma caracteristica
importante de considerar ao utilizar um PDB ¢ a sua resolu¢ao. Essa quantidade é uma
medida do nivel de detalhe presente no padrao de difracdo e no mapa de densidade
eletrénica posteriormente calculado. Estruturas de resolucio com valores de 1 A ou menos,
sao altamente ordenadas e cada atomo do sistema pode facilmente ser visto pelo mapa de
densidade eletronica. Estruturas de resolucéo com valores de 3 A ou superior, mostram
apenas os contornos basicos da cadeia da proteina e a estrutura atémica deve ser inferida

por meio de outras analises?!.

A.9 Ferramentas AMBER

A seguir estao descritos brevemente os principais pacotes AMBER/AMBERtools

utilizados neste trabalho:

1. pdb4amber: Analisa os arquivos PDB e os limpa para uso posterior, especialmente
com os programas LEaP do AMBER.

2. sqm: Este é o c6digo extraido das partes de Quantum Mechanics/Molecular Mechanics
(QM/MM) do sander, mas é limitado a célculos quinticos. Atualmente é limitado a
calculos de ponto tinico e minimizagoes de energia (otimizacoes de geometria). Ele

suporta uma grande variedade de hamiltonianos semi-empiricos.

20 Registro do estado do sistema, em determinado ponto no tempo.
2L Veja o guia pelo site rcsb.org para um exemplo com quatro resolucdes e maiores detalhes sobre esta
propriedade.


https://pdb101.rcsb.org/learn/guide-to-understanding-pdb-data/resolution
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3. LEaP: LEaP é o nome genérico dado aos programas tLeap e xLeap. Esses dois
programas compartilham uma linguagem de comando comum, mas o programa xleap
foi aprimorado com a adigdo de uma interface grafica de usudrio X-windows. O
LEaP pode ser usado para preparar dados para os programas AMBER de mecénica

molecular e é a ferramenta basica para construir arquivos de campo de forca.

4. ParmEd: E um editor de arquivo de topologia escrito em Python que permite o
controle de alto nivel do arquivo de campo de for¢a primario no Amber: o arquivo
prmtop. O ParmEd modifica o arquivo de topologia produzindo um novo, que
funciona com os programas sander, pmemd e NAB e fornece opg¢oes indisponiveis de

outra forma.

5. Sander/Pmemd: E um médulo Amber que realiza minimizacio de energia, dindmica
molecular e refinamentos de Nuclear Magnetic Resonance (NMR). Algumas das
funcionalidades do sander estao disponiveis com melhor desempenho computacional

no modulo pmemd disponibilizado apenas na versao paga do AMBER.
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B Conceitos Basicos sobre Enzimas e o Mo-

delo de Ge

Enzimas pertencem a uma familia bioquimica de macromoléculas conhecidas como
proteinas. A caracteristica comum de todas as proteinas é a estrutura polipeptidica,
composta por uma sequéncia linear de a-aminoacidos unidos por ligagoes amida. Os
conceitos aqui presentes foram resumidos do livro “Introduction to Enzyme and Coenzyme
Chemistry” de 2004 de T. Bugg [47]. Neste apéndice serd apresentado brevemente conceitos
fundamentais sobre enzimas, desde as estruturas dos aminoacidos até a estrutura terciaria e
uma rapida discussao sobre a funcao catalitica. Ao final do apéndice, discutimos brevemente

um modelo para o mecanismo de reacao da IsPETase.

B.1 «-aminoacidos

As proteinas sao compostas de uma familia de vinte unidades estruturais, a-

aminodacidos, que sao moléculas quirais, ou seja, sao distinguiveis de suas imagens espelha-

1

das*. A estrutura geral de um a-aminoacidos é apresentada na Fig. 30.

Cada a-aminoacido pode ser encontrado
como o isomero L ou D, dependendo da con- H R

-
+
*
A3

figuragao no atomo de carbono alfa (exceto

para glicina onde R=H). Todas as proteinas

HoN CO2H HoN COzH
sao compostas apenas de L-aminoacidos,

Estrutura geral de Estrutura geral de
consequentemente as enzimas sao moléculas um L-o-aminoacido um D-o(-aminoacido

inerentemente quirais. Os D-aminodcidos Figura 30 — Estrutura geral de o

sao raros em sistemas biologicos, embora o
aminoacidos L e D.

sejam encontrados em varios produtos na-

turais e notavelmente na camada de pepti-

doglicano das paredes celulares bacterianas.

Os a-aminodcidos usados para formar as proteinas somam apenas 20 (veja a Fig. 31),
onde as diferencas entre estes vinte estdo na natureza da cadeia lateral R. Vérias cadeias
laterais sdo de carater hidrofébico, por exemplo, o tioéter da Metionina (MET); as cadeias
laterais alifaticas ramificadas da Valina (VAL), Leucina (LEU) e Isoleucina (ILE); e as
cadeias laterais aromaticas de Fenilalanina (PHE) e Triptofano (TRP). O restante das
cadeias laterais de aminoacidos sao de carater hidrofilico [47]. A natureza da cadeia lateral

confere certas propriedades fisicas e quimicas ao aminoacido correspondente e a cadeia

1 A imagem espelhada de um objeto aquiral, como uma esfera, ndo pode ser distinguida do objeto.
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Estrutura Geral

H ] Cadeia lateral R

Cadeia Lateral

Alifatica

/CH3
-H Glicina GLY (G) —CQ Valina VAL (V)
CH, Alanina ALA (A) CH,
-CH,-CH,-S-CH; Metionina MET (M) —CH,
\(i‘,H—CHB Leucina LEU (L)
()\ Prolina PRO (P) CH,
H,N™ co, Y oen
H 3
:CHQ—CHS Isoleucina ILE (I)
Acida
-CH,—CO,H Aspartato ASP (D)

-CH,—CH,—CO,H Glutamato GLU (E)

Basica
-CH,— CH,— CH,— CH,~NH,  Lisina LYS (K) —CHEY\NH Histidina HIS (H)
H N=
-CH,— CH,— CH;~NH —%INH Arginina ARG (R)
2
Polar
-CH,—OH Serina SER (S)
-CH,—SH Cisteina CYS (C) H oH
-CH,— CONH, Asparagina ASN (N) ( Treonina THR (T)

CH,
-CH;~CH,— CONH, Glutamina GLN (Q)

Aromatica

—CH,
\O Fenilalanina PHE (F) —CH,
%j@ Triptofano TRP (W)
—CH, N
H
\©\ Tirosina TYR (Y)
OH

Figura 31 — As cadeias laterais dos vinte aminoacidos encontrados em proteinas.
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polipeptidica na qual esta localizado.

B.2 A estrutura primaria dos polipeptideos

Figura 32 — N-terminal de uma cadeia polipeptidica.

Para formar a cadeia polipeptidica encontrada nas proteinas, cada aminoacido
é ligado ao proximo por meio de uma ligagdo amida, formando uma sequéncia linear
de centenas a milhares de aminoacidos — esta ¢ a estrutura primaria da proteina. Uma
porcao da extremidade amino-terminal (ou N-terminal) de um polipeptideo é apresentada
na Fig. 32, junto com as representagoes abreviadas para esta sequéncia polipeptidica.
As sequéncias de aminodcidos contém todas as informacoes para conferir a estrutura

tridimensional das proteinas em geral e a atividade catalitica das enzimas em particular.

B.3 Estruturas secundarias encontradas em proteinas

Quando a sequéncia polipeptidica linear da proteina é formada dentro das células
pelos ribossomos, a cadeia polipeptidica se dobra espontaneamente para formar a estrutura
tridimensional tinica e estavel da proteina. Fatores que podem ser importantes no processo

de dobra sao:

1. Empacotamento das cadeias laterais de aminoacidos hidrofébicos e exclusao de agua

(solvente);
2. Formacao de interagoes nao covalentes especificas;

3. Formacgao de estruturas secundarias.

Estrutura secundaria é o termo dado as regioes locais (de 10 — 20 aminodcidos) de
estruturas tridimensionais estaveis e ordenadas mantidas juntas por ligacoes de hidrogénio,

ou seja, ligagoes nao covalentes entre hidrogénios acidos (O—H, N—H) e pares solitéarios.



Apéndice B. Conceitos Bdsicos sobre Enzimas e o Modelo de Ge 70

Existem pelo menos trés formas estaveis de estrutura secundaria comumente observadas
em proteinas: a a-hélice, a folha beta e a volta beta. A a-hélice é uma estrutura helicoidal
formada por uma tunica cadeia polipeptidica, na qual, ligagdes de hidrogénio sao formadas
entre a carbonila e o H da ligacdo amida quatro residuos a frente na cadeia polipeptidica,

como mostrado na Fig. 33. Nesta estrutura, cada ligacao amida forma duas ligagoes de

Figura 33 — Estrutura de uma a-hélice, com as posi¢oes dos carbonos alfa indicadas por
pontos.

hidrogénio especificas, tornando-a uma unidade estrutural muito estéavel. Todas as cadeias
laterais de aminoacidos apontam para fora da altura da hélice, consequentemente as cadeias
laterais de aminoacidos que estao separadas por quatro residuos na sequéncia primaria
acabardao proximas (espacialmente). As interagoes entre essas cadeias laterais podem levar

a outras interacoes favoraveis dentro da hélice ou com outras estruturas secundarias.

A folha beta é uma estrutura formada por duas ou mais fitas polipeptidicas lineares,
mantidas juntas por uma série de ligagdes de hidrogénio entre as fitas. Existem dois tipos de
estruturas de folha beta: folhas beta paralelas, nas quais as cadeias de peptideos procedem
na mesma direcao amino-para-carboxila; e antiparalelo, em que as fitas procedem em

dire¢oes opostas. Ambos os tipos estao ilustrados na Fig. 34. Por fim, a volta beta é uma

=
<

N

Folhas beta paralelas

|
N C N ; N N N
0==8 .\I--II—---O:Be ; 0==8 ‘,0-.:8 ‘,o==2
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Folhas beta antiparalelas

Figura 34 — Estrutura das folhas beta.
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estrutura frequentemente formada no final de uma folha beta que leva a uma curva de

180° na direcao da cadeia peptidica.

B.4 A estrutura tercidria dobrada das proteinas

A estrutura tridimensional das subunidades proteicas, conhecida como estrutura
terciaria, surge do empacotamento de estruturas secundarias para formar uma conformagcao
global estavel, que no caso das enzimas é cataliticamente ativa. Esse empacotamento
geralmente envolve enterrar as cadeias laterais de aminoacidos hidrofébicos no interior da
proteina e posicionar as cadeias laterais de aminoacidos hidrofilicos na superficie. Embora
em teoria o nimero de estruturas terciarias de proteinas possiveis seja virtualmente infinito,
na pratica as proteinas sao frequentemente compostas de padroes estruturais comuns, a

partir dos quais a estrutura da proteina pode ser categorizada como:

o Proteinas alfa-helicoidais: sao constituidas apenas por a-hélices que se agrupam para

formar a estrutura terciaria;

o FEstruturas a/3: consistem em formagdes regulares de folha beta—alfa hélice—folha

beta paralela;

o Estruturas [ anti-paralelas: consistem em conjuntos regulares de folha beta—volta

beta—folha beta anti-paralela.

As proteinas geralmente consistem em mais de uma estrutura terciaria, que se encaixam

para formar a “estrutura quaternaria” ativa.

B.5 Funcao catalitica

A diferenca entre enzimas e outras proteinas é a atividade catalitica enzimaética.
A parte da estrutura tercidria responsavel pela atividade catalitica é chamada de “sitio
ativo” da enzima e muitas vezes representa apenas 10 — 20% do volume total da enzima.
O sitio ativo é geralmente uma fenda ou cavidade hidrofilica, contendo uma formagao de
cadeias laterais de aminoacidos que se ligam ao substrato e iniciam a reagao enzimatica,
como representado na Fig. 35-a. Em alguns casos, o sitio ativo da enzima também se liga a
um ou mais cofatores que auxiliam na catalise de tipos especificos de reacoes enzimaticas,

como mostrado na Fig. 35-b.

B.6 Um modelo termodindmico para catalise

A catélise de uma reacao quimica é alcancada reduzindo a energia de ativacao

para aquela reagdo, a energia de ativagao sendo a diferenca na energia livre entre o(s)
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Figura 35 — Figura esquematica da (a) enzima e o substrato e (b) enzima, substrato e
cofator.

reagente(s) e o estado de transi¢do para a reagdo. A Fig. 36-a ilustra o perfil de energia
livre da catalise por acido de uma reacdo quimica, que converte um substrato (S) em
um produto (P). Neste caso, uma espécie quimica intermedidria SH* é formada apds a
protonacao de S. Se a conversao de SHT em PH" ¢é mais ficil do que a conversao de S
em P, entao a energia de ativacao para a reacao sera reduzida e, portanto, a reacao sera
mais rapida. Um estado intermedidrio é uma espécie quimica estével (ou semi-estéavel)
formada durante a reacao e é, portanto, um minimo de energia local, enquanto um estado

de transicao é, por definicdo, um maximo de energia local.

Na Fig. 36-b, um intermediario enzima-substrato (ES) é formado apéds a ligacao
do substrato, que é entdo convertido no complexo enzima-produto (EP) diretamente ou
por meio de um ou mais intermedidrios adicionais. O que no caso nao enzimatico era
uma reacao intermolecular tornou-se efetivamente uma reacao intramolecular. As reacoes
intramoleculares geralmente ocorrem muito mais rapidamente e sob condigoes de reacao
muito mais suaves do que suas contrapartes intermoleculares, uma vez que os dois grupos

reagentes ja estao préximos um do outro.

B.7 Catalise acida e basica em reacoes enzimaticas

A catéalise acida e basica esta envolvida em todos os processos enzimaticos que
envolvem a transferéncia de prétons, existem poucas enzimas que nao possuem grupos
cataliticos acidos ou basicos em seus sitios ativos. No entanto, ao contrario das reagoes
organicas que podem ser realizadas sob uma ampla gama de condi¢des de pH para se
adequar a reacao, as enzimas tém uma limitacao estrita de que devem operar em pH

fisiologico, na faixa de 5-9.

A catalise acida ocorre quando o substrato é protonado por um residuo catalitico

como mostrado na Fig. 37. O grupo acido do sitio ativo deve, portanto, ser protonado em
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(a)
Estados de transicdo

Energia /
livre Reacdo ndo
catalisada k
E{cul}
S ———————————
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Reagao
(b)
Estado de transi¢do
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Figura 36 — Perfis de energia livre para (a) uma reagao catalisada por acido e (b) uma
reacao catalisada por enzima que converte o substrato S no produto P. Adap-
tado do livro (Bugg, 2004).

pH fisiol6gico, mas seu pK, deve estar logo acima (no intervalo de 7 a 10). Se o pK, de
uma cadeia lateral fosse maior que 10, entao seria termodinamicamente desfavoravel para

transferéncia do proton.

H—/E;z + Enz
™™ — [

Figura 37 — Catélise acida. Adaptado do livro (Bugg, 2004).

A catélise basica ocorre quando o substrato é desprotonado ou quando a agua
é desprotonada antes do ataque ao substrato (Fig. 38). Grupos bésicos de sitios ativos
devem, portanto, estar desprotonados em pH fisiolégico, mas com valores de pK, logo
abaixo. Intervalos tipicos de pK, para cadeias laterais de aminoacidos em sitios ativos de

enzimas estao mostrados na Fig. 39. Embora os valores de pK, dados na Fig. 39 sejam os
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Figura 39 — Faixa de valores de pK, observados para cadeias laterais de aminoacidos em
sitios ativos de enzimas. Adaptado do livro (Bugg, 2004).

valores tipicos encontrados em proteinas, em alguns casos os valores de pK, dos grupos

acidos e basicos do sitio ativo podem ser fortemente influenciados por seus ambientes.

E importante notar que a histidina, cuja cadeia lateral contém um anel de imidazol
de pK, 6-8, pode atuar como um residuo acido ou basico, dependendo de seu pK, local

particular, tornando-se um reagente versatil para quimica enzimatica dcida/bdsica.

B.8 Catalise nucleofilica em reacdes enzimaticas

A catélise nucleofilica envolve um ataque nucleofilico de um grupo do sitio ativo no
substrato, formando uma ligagdo covalente entre a enzima e o substrato e, portanto, um
intermediario covalente no mecanismo de reagao. Esta é uma estratégia particularmente
eficaz para reacgoes catalisadas por enzimas por duas razées. Em primeiro lugar, uma

enzima é capaz de posicionar um nucledfilo? do sitio ativo nas proximidades (com o

2 Uma espécie quimica que doa um par de elétrons para formar uma ligacio quimica.



Apéndice B. Conceitos Bdsicos sobre Enzimas e o Modelo de Ge 75

alinhamento correto) e atacar o substrato, gerando uma concentracao efetiva muito alta de
nucleodfilos. Em segundo lugar, uma vez que os sitios ativos da enzima sao frequentemente
excluidos das moléculas de dgua, é provavel que um nucledfilo do sitio ativo da enzima seja
dessolvatado. Um nucleéfilo carregado em solucao aquosa seria rodeado por varias camadas
de moléculas de dgua, o que reduz bastante a polaridade e a eficacia do nucleéfilo. No
entanto, um nucledfilo dessolvatado em um sitio ativo excluido de dgua serd um nucledfilo

muito mais potente do que sua contraparte em solucao.

Tabela 5 — Cadeias laterais de aminoacidos usadas para catalise nucleofilica em reacoes
enzimaticas. Adaptado do livro (Bugg, 2004)

Aminoacido Exemplos

Serina Serino proteases, esterases, lipases

Treonina e histidina Fosfotransferases

Cisteina Proteases de cisteina, aciltransferases

Aspartato e glutamato Epdxido hidrolase, haloalcano desalogenase

Lisina Acetoacetato descarboxilase, aldolases
classe |

Tirosina Topoisomerases de DNA

As enzimas tém uma gama de potenciais nucledfilos a sua disposicao, que sao
apresentados na Tab. 5. Provavelmente, o melhor nucleéfilo disponivel para as enzimas é
o grupo tiol da cadeia lateral da cisteina. O grupo e-amino da lisina é usado em varios
casos para formar ligagoes com grupos cetona em substratos. Outro nucledfilo disponivel
para as enzimas ¢ o versatil anel imidazol da histidina. Este grupo é mais frequentemente
usado para quimica acido/base, mas ocasionalmente é usado como um nucledfilo em,
por exemplo, reacoes de fosfotransferéncia. Finalmente, as enzimas tém nucleéfilos de
oxigénio disponiveis na forma de grupos hidroxila de serina, treonina e tirosina, e os grupos

carboxilato de aspartato e glutamato.

B.9 Modelo de Ge: 0 mecanismo de reacdo da IsPETase

Caracteristicas estruturais importantes sobre a atividade catalitica da IsPETase
estao apresentadas na Fig. 40. Estas incluem (i) a triade catalitica S160-H237-D206 (em
laranja), (ii) a cavidade de oxidnion formada por Y87 e M161 (em azul) e (iii) a interagao
m — 7 estabilizadora entre o W185 (em rosa) e o anel de benzeno do BHET adjacente
a carbonila sob ataque. Com base em experimentos, Ge propos um modelo fisico do
mecanismo de reagdo da enzima [14], para investigar computacionalmente a atividade da

IsPETase e suas variantes.

O modelo contém quatro estados que estdo envolvidos no processo de degradacao
do PET, incluindo (a) um estado com o substrato livre, (b) um estado ligado ao substrato,

(c) um estado intermedidrio da enzima e (d) um estado com o substrato degradado, como
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Figura 40 — Representacao 3D do local de confinamento do substrato (BHET). Os ami-
noacidos principais sao: a triade catalitica S-H-D (em laranja), a cavidade de
oxidnion formada por Y87 e M161 (em azul) e a interagdo m — m de W185
com o anel de benzeno do BHET (em rosa). Adaptado do artigo (Ge, 2021).

mostrado na Fig. 6. Na primeira etapa, o processo de ligacao/desligamento (a) <+ (b), é
termodinamicamente reversivel com uma taxa de ativacdo k; e uma taxa de desativacao
k_1. A segunda etapa, o processo (b) a (c), consiste em um ataque nucleofilico pelo grupo
hidroxila da S160 no grupo carbonila do substrato, formando o estado intermediario e
liberando o produto 1 com uma taxa constante ky. Na terceira etapa, o processo (c) a (d),
o oxigénio da agua realiza um segundo ataque nucleofilico a carbonila do intermediario,
liberando a enzima e o produto 2 com uma taxa constante k3. O mecanismo de reagao da

IsPETase pode ser resumido pela Eq. 29.

k
S+E:157E@>EI+P1§OE+P2+P1 (29)
k_l 2

3

Ao aplicar a lei de agdo de massa® a cinética da enzima na Eq. 29, obtem-se as

3 A taxa de uma reacéo elementar é proporcional ao produto das concentraces das moléculas partici-

pantes.
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seguintes equagoes diferenciais nao lineares acopladas:
d[P1]

— =k[S_E] (30)
P2

= = klE]] (31)

d[Sth] = K [S][E] — (k1 + ko) [S_E] = 0 (32)

d[if] = koS E] - ks[EI] =0 (33)

onde [S], [F], [S_E], [EI], [P1] e [P2] sao, respectivamente, as concentragoes correspon-
dentes para o substrato, a enzima, o estado ligado enzima-substrato, o estado intermediario,
produto 1 e produto 2. Ge assumiu estados estéveis de [SFE] e [EI], implicando que
essas concentragoes permanecem constantes durante a reacao, conforme as Egs. 32 e
33. A soma de todas as formas da enzima é constante em relacdo ao tempo, ou seja,
[E]+ [S_E] + [EI] = [EJo. Resolvendo este conjunto de equagoes diferenciais, deriva-se a

taxa de reacao da seguinte forma:
dIPY) P2 d[S]  keulElo[S]
dt dt dt Ky +19]
onde koot = koks/(ka + k3) e Ky = ky(k_1 + k2)/{k1(ks + k3)}. A Eq. 34 é conhecida

como a equagao de Michaelis-Menten [48] e tem uma solugao de forma fechada,

S1(t) = KW <[S]Oe:cp <—kcat[E]ot + [S]o>> (35)

(34)

Ky Ky

onde W é a fungao 6mega que satisfaz W (z)exp(W (z)) = z. Esta solu¢do pode ser
verificada prontamente substituindo-a na Eq. 34, que ¢é valida apés chegar a um estado
estacionario do estado ligado enzima-substrato e o intermediario. Para a equacgao de

Michaelis-Menten na Eq. 34, a eficiéncia catalitica da enzima pode ser calculada como
kcat/KM = k’gk’l/(kg + k,’_l) ~ kg(kl/k’_l) para kg << k’_l.

As constantes de taxa de reagao na eficiéncia catalitica podem ser obtidas modelando
as duas primeiras etapas. Na primeira etapa, o substrato é ligado a proximidade do sitio

ativo da enzima (o nucleé6filo N da enzima) com uma constante de associagao

K, = — = exp(—AG/RT) (36)

k-1
onde AG é a energia livre de ligacdo de Gibbs (mudanga de energia livre de Gibbs
do estado de substrato livre para o estado ligado do substrato), R = 1,987 x 1073
kcal -mol™'- K~ é a constante do gds e T = 300K é a temperatura ambiente. Na segunda
etapa, o nucledfilo ativado da enzima ataca o carbono da carbonila e forma um estado
intermediario covalentemente ligado. Ao considerar a taxa de transferéncia de elétrons
devido ao tunelamento quéntico, a eficiéncia do primeiro ataque nucleofilico pode ser

modelada como:
ke = Kk - exp(—[Fr) (37)
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onde a taxa de transferéncia de elétrons k depende da nucleofilicidade (de N), 5 é a
constante de decaimento do tunelamento e r é a distancia mais curta entre o nucleéfilo
e os carbonos de carbonila. Com base na mecéanica quantica, para um elétron ligado
com potencial de ionizacao Uy, a constante de decaimento  pode ser estimada como
/8mUy/h2, que é 1 A=" se Uy for 1 eV. Em principio, Uy pode ser estimado pelo gap de
energia entre o orbital molecular ocupado mais alto (HOMO) do nucledfilo e o orbital

molecular nao ocupado mais baixo (LUMO) do eletréfilo.
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C Material Suplementar

C.1  Docking molecular: Descricao detalhada

Como descrito na Sec. 3.6, é necessario escolher um espaco de busca para o AutoDock
Vina gerar os modelos de encaixe do ligante. A Fig. 41 apresenta uma representagao do
espago de busca cubico que utilizamos. A posicao exata desse cubo depende de como
definimos o centro do espago. Como o interesse era encaixar o ligante no sitio ativo com
uma conformacao favoravel ao ataque da serina nucleofilica, escolhemos um cubo 10 Ax 10
Ax 10 A— representado na Fig. 41 como a regido esverdeada — centralizado na hidroxila
desse nucleéfilo (SER 160), para entao escolher o centro e definir o espago de busca. Desse
modo, amostrar pontos quaisquer do cubo interno varias vezes, gera superficies de contato
ligeiramente distintas. Com esta metodologia podemos gerar centenas de conformagoes de

encaixe plausiveis utilizando niveis baixos de exaustividade no AutoDock Vina. Em relacao

Figura 41 — Esboco do espago de busca e regiao de amostragem do ponto central.

a duracao deste procedimento, utilizando o processador Intel(R) Core(TM) i5-9300H CPU
@ 2.40GHz e executando o Vina com 400 espagos de busca aleatorios, obtemos de maneira
consistente cerca de 3500 conformagdes num periodo de trés a quatro horas por complexo
variante-BHET.

Uma vez obtidos esses dados, precisamos encontrar a melhor dentre essas milhares
de conformagoes. Como discutido na Sec. 4.2.1, definimos o fator de minimizagao s,
que depende da afinidade calculada e da distancia nucleofilica. Como apresentado na
Fig. 42, devido a simetria do BHET temos duas possibilidades para o ataque da serina
e nao temos nenhuma garantia que o ligante se posicionara sempre na mesma diregao,

favorecendo uma das distancias r, ou rg. Por isso, precisamos verificar dois valores de
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W Nucledfilo

Enzima

Figura 42 — Esquema das duas possibilidades para o ataque nucleofilico nos complexos
Enzima-BHET.

Sy4r para cada conformacao. Na Fig. 43 é apresentado o formato do arquivo gerado pelo
procedimento de Docking. Para analisar todos os resultados, precisamos que um programa
busque corretamente os parametros: escore vina, 7, € rg. O escore vina para a afinidade
é apresentado em kcal/mol no topo da descricao (como vemos destacado em roxo na
Fig. 43). Quanto as distancias, precisamos identificar as posi¢oes dos carbonos alvo do
ligante e calcular os pardmetros a partir da posicao referéncia! do oxigénio da hidroxila da
SER 160. Para identificar os carbonos alvo basta buscar na lista de ligagoes (CONECT) as
linhas com quatro ntimeros. O primeiro niimero é o atomo referéncia e os demais indicam
a quais outros ele estd ligado. A exemplo dessa busca, notamos que na Fig. 43 o carbono
de posicao 12 na lista estd ligado a dois dtomos de oxigénio (13 e 14) e um carbono (9),

ou seja, a posicao 12 da lista HETATM apresenta a posicao de um dos alvos.

Uma vez que um programa busque a lista de tuplas de quatro elementos (iden-
tificagdo da conformacao, escore vina, 7, ¢ 75) de todos os arquivos resultantes do pro-
cesso de Docking, basta ordenar a lista e gerar um arquivo com esta informacgao. Na
Fig. 44, esté apresentado o trecho com a definicao do algoritmo de ordenacao do programa
AvR__DockingPlot.py, que esta disponivel no meu diretério do GitHub e o topo do arquivo
gerado com a lista ordenada. Como apresentado na figura o algoritmo escolhido foi o quick
sort recursivo. Pode ndo estar aparente na implementacao, mas a fungao SortZeroTupple
recebe como argumento a lista com as tuplas de 4 elementos. Na Fig. 44, ¢ recebe uma lista
de tuplas com dois elementos (nas linhas 54, 60 e 70), entretanto, os valores default em
Python mostram apenas o formato esperado e nao o exigido. Da maneira que o programa
foi implementado, as tuplas de entrada podem ter qualquer tamanho desde que o parametro

de interesse permaneca na primeira posicao.

L Obtido do PDB da enzima nativa ou variante utilizado como entrada no AutoDock Vina.


https://github.com/Blodhor/Molecular-Dynamics
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QDEl

gEM&RKVIP\IﬁRESULT' —54' 0.000  0.000 Aﬁ nidade

REMARK status: (A fUI'.»‘\CtNe T for Inactiv e)
REMARK 1 A between atoms: G_1 and C_3

REMARK 2 A between atoms: C_1 and O_18
REMARK 3 A between atoms: C_3 and O_17
REMARK 4 A between atoms: C_5 and C_G
REMARK 5 A between atoms: C_5 and O_14
REMARK 6 A between atoms: C_6 and O_13
REMARK 7 A between atoms: C_7 and C_10
REMARK 8 A between atoms: C_8 and O_17
REMARK 9 A between atoms: C_8 and C_12
REMARK 10 A between atoms: C_10 and O_14

COMPND  |sPETaseD206H237K_C8X_782.pdogt
ALMHOR _CERNERATED BY NPERIBARE] 232

dETATM 1C BET 1 -10230-13976-16574 100 000  C )

HETATM 2 C BET 1 -8875-13277-16609 100 0.00  C

HETATM 3.0 BET 1 -0.035-12040-17.441 100 000 O

HETATH BET 1 -8247-11006-17.084 100 0.00  C

HETATM 50 BET 1 -B744 -9989-16642 100000 O C b
HETATM 6 C BET 1 -6780-11109-17.232 100 000  C aroonos
HETATM 7 C BET 1 -5041-10342-16422 100 000  C

HETATM 8C BET 1 -4573-10438-16550 100 000  C

HETATH BET 1 -4025-11.303-17508 100 000  C alvo
HETATM TOC BET 1 -4864-12071-18318 100 000 C

HETATM 11C BET 1 -5232-11975-18181 100 000 C

HETATM (12 C JBET 1 -2557-11406-17.656 100 000  C

HETATM (TTO)BET 1 -2052-11346-18750 100 000 O

HETATM (14 OJBET 1 -1780-11565-16568 1.00 000 O

HETATH BET 1 -0076-10428-16150 100 0.00  C

HETATM 16 C BET 1 -0.663-10533-14566 100 000  C

HETATM 17 O BET 1 0186-11860-14436 100 000 O

HETATM 18 H BET 1 -0.146-12486-14813 100 000  H

HETATM 19 0 BET 1 -10.306-14456-15.238 1.00 000 O

METATM 20 H BET 1 -10565-13751-14588 1.00 000 H_/
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CONECT 17 18 16
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END

EMNDMDL

MODEL 2

Figura 43 — Arquivo de conformacao do ligante gerado ao utilizar o AutoDock Vina.

C.2 Decomposicdo da energia (MMPBSA)

Na Tab. 6, estao os valores médios da decomposicao de energia apresentados na
Fig. 18. Como o valor de interesse da mutante dupla — o vale de energia do residuo 206 —
nao tem garantia de estar negativo devido ao tamanho do desvio padrao, fizemos novamente
os calculos do MMPBSA. Desta vez ao invés de utilizar toda a etapa de producao da
dindmica de 200 ns, focamos nas faixas mais estéaveis quanto a distancia nucleofilica das
dindmicas desta variante e de uma replicata. Como apresentado na Fig. 45, a dinamica
apresentada no corpo principal desta tese permaneceu mais estavel no decorrer de toda
a etapa de producao. Escolhemos as melhores faixas de 25 ns de ambas, para calcular
com um oitavo do tempo (cerca de trés horas e meia cada). Notamos desta vez, pela
Fig. 46 e Tab. 7, que nesta faixa mais estavel obtivemos garantia que na conformacao
da mutante dupla na Fig. 47, o vale energético do residuo 206 permanece negativo. Esta

conformacao é semelhante a apresentada na Fig. 19-C, porém com a cadeia lateral do
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53 # Quick sort for the first coordinate of my tuples
54 def swap(t=[(0,'1'),(-6,'2")], ith = @, jth = 1):
55 if ith I= jth:

: Minimizing factor; Coords: (affinity, nucleophilic distance)
© §=-2.42; MODEL  26@8; Coords=(-5.6, 3.18)

| L S=-2.41; MODEL  2239; Coords=(-5.6, 3.19)
ij :ETEM EE;EH S=-2.41; WODEL  2509; Coords=(-5.6, 3.13)
; 1 §=-2.40; MODEL 2932; Coords= 5 3:2)

58 t[jth] = temp
- 5

1§
20

| (-

42 (5.

5 3 (-5.

6 4 S=-2.40; MODEL 136; Coords=(-5.

7 5:5=-2.39; MODEL  1867; Coords=(-5.6, 3.2L
8 6 (-5.

9 7 (-5.

; (5.

9 (-

60 def partition(t=[(8,'1"),(-6,"2")], begin= @, end = 1): )
61 pivot = t[end] . §=-2.39; MODEL  1843; Coords= i 3:21)
62 rpos = begin -1 » §=-2.37; MODEL  2437; Coords=(-5.6, 3.23)
63 for i in range(begin,end): 16 8 $=-2.37; MODEL  1420; Coords=(-5.6, 3.23)
64 if t[i][0] < pivot[0]: 11 9:S=-2.33; MODEL  883; Coords=(-5.5, 3.17)
Z: e : b 1210 $=-2.33; MODEL  2077; Coords=(-5.5, 3.17)
ShapLL. os, &3 13 11: S=-2.33; WODEL  280; Coords=(-5.5, 3.17)
67 swap(t,rpos+l,end)
14 12: 5=-2.33; MDEL  847; Coords=(-5.5, 3.17)
68 return rpos+l
69 15 13: $=-2.32; MODEL  3436; Coords=(-5.5, 3.18)
76 def SortZerothTupple(t=[(8,'L"),(-6,'2")], begin= @, end = 1): 16 14: 5=-2.32; MODEL 981; Coords=(-5.5, 3.18)
71 if begin < end: 17 15: 5=-2.32; MODEL 3238; Coords=(-5.5, 3.18)
Py pivot = partition(t=t,begin=begin,end=end) 18 16: S=-2.32; MODEL  1951; Coords=(-5.5, 3.18)
73 19 17: $=-2.31; MODEL 640; Coords=(-5.5, 3.19)
74 a= SortZer‘othTupple(t:t,begin:begin,end:pivot-l) 018 S='2.31,' MODEL 2212; coords_( 5~5; 3.19)
75 b . SortzerOthTupple(t=tlbegin=inOt+1Jend:end) a1 14, €_ % 21. MARCI ACE. Famwda_l C € 2 10\

Figura 44 — Algoritmo de ordenacao e lista resultante. Imagens geradas a partir do pro-
grama AvR__ DockingPlot.py.

Tabela 6 — Valores médios relativos a decomposicao de energia por residuo e seus desvios
padroes, em kcal/mol. Residuos com as contribuigoes mais relevantes dos
complexos [sPETase-BHET.

Residuo IsPETase D206E D206E/H237TK H237K

87 (TYR) -2,50 (£0,73) -2,72 (£0,80) -1,57 (£0,83)  -1,32(=1,13)
160 (SER) -0,62 (£0,54) -0,50 (£0,65) -0,55 (%0,60) 0,35 (£1,00)
161 (MET) -1,29 (£0,38) -1,30 (£0,44) -1,02 (£0,37)  -0,99(%0,39)
185 (TRP) -3,74 (£0,83) -3,55 (+0,89) -4,02(+0,81) -3,10(£1,56)
206 18,64 (£2,50) -8,13(£3,72) -2,12(£3,74)  -0,70(£0,56)
208 (ILE)  -1,21 (£0,44) -1,08 (£0,54) -0,25(+0,35)  -0,27(+0,41)
237 1,95 (£1,69) 2,24 (£1,56) -0,02 (£1,02)  0,38(%1,30)

residuo 206 rotacionada de forma que os oxigénios terminais estdo mais proximos da LYS

237, e nesse caso o ligante permaneceu mais proximo da fenda de oxidnion.

Pela descrigao da ferramenta utilizada (ambpdb do AMBERtools), o estado utilizado
do arquivo de trajetoéria para salvar as coordenadas como PDB ¢ relativo ao estado salvo
para recomegar a dindmica (caso ocorra alguma falha). Portanto o PDB utilizado nas
Figs. 19-C e 47, sao referentes aos estados a 200 ns e 100 ns, respectivamente. Pela Fig. 45,

notamos que a conformacao da Fig. 47 é a mais proxima do comportamento médio.
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Figura 45 — Distancia nucleofilica durante a etapa de produc¢do, mantendo pH 7 e 300
K. Comparacio entre a DM do complexo IsPETaseP?06E/H23TK_PET e de
uma DM replicata. Destacado em vermelho a regiao mais estavel de ambas

dindmicas.

Tabela 7 — Valores médios relativos a decomposi¢ao de energia por residuo e seus desvios
padrdes, em kcal/mol. Valores calculados utilizando os dados de 75 a 100 ns

de dindmica com a variante D206F /H237K e sua replicata.

Residuo D206E/H237K Replicata

87 (TYR)  -143 (£0,82)  -1,18 (£0,78)
160 (SER) -0,82 (£0,59)  -0,24 (%0,59)
161 (MET) -1,03 (£0,36)  -1,05 (£0,41)
185 (TRP)  -3,77 (£0,79)  -4,12 (£0,78)
206 4,86 (£3,60) 0,11 (£1,02)
208 (ILE)  -0,60 (£0,48)  -0,03 (0,01)
237 -0,12 (£0,96) -0,06 (£1,03)
AGry "16,28 (£8,00) 8,15 (£4,21)
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Figura 46 — Decomposicao por residuo da energia de interacao Enzima-BHET), relativa
a faixa de 75 a 100 ns destacada na Fig. 45. Comparacao entre a DM da
e de uma DM replicata.

variante IsSPETaseP206E/H237TK

LYS 237

Figura 47 — Visao da conformacao dos residuos do sitio ativo da variante
IsPETaseP200E/H23TK 16 estado a 100 ns da producio.
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