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Resumo 

Uma das principais causas da poluição ambiental é o acúmulo de polímeros sintéticos na 

natureza. Para lidar com esse problema, o uso de bactérias que produzem enzimas que 

degradam polímeros (tratamento biológico) pode ser uma alternativa. Para este trabalho 

a PETase produzida pela Ideonella sakaiensis foi escolhida (IsPETase) pelo seu alto grau 

de afinidade com o Polietileno Tereftalato (PET) – de onde a bactéria extrai energia das 

cadeias de carbono – e por apresentar atividade enzimática à temperatura ambiente. Com 

o auxílio da simulação via Dinâmica Molecular (DM), foi investigado como mutações no 

sítio ativo da proteína interferem na sua interação com ligantes – especificamente no 

processo de ancoramento. Mutar a Isoleucina 180 por uma Valina (variante I) e por uma 

Alanina (variante II) reduziu o número de resíduos interagindo com o ligante, assim como 

aumentou a distância proteína-ligante – consequência da redução da formação de ligações 

de hidrogênio entre a proteína e o ligante. A energia livre de Gibbs também diminuiu pela 

implementação das mutações, indicando perda de afinidade entre a proteína e os ligantes 

analisados, comprometendo a manutenção do complexo. 

Palavras-chave: Tratamento biológico • IsPETase • Dinâmica Molecular • Mutação 
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Abstract 

One of the leading causes of environmental pollution is the stacking of synthetic polymers 

in nature. To deal with this problem, the use of bacteria that produces polymer-degrading 

enzymes (biological treatment) might be an alternative. The PETase produced by I. 

sakaiensis (IsPETase) we chose, possesses great affinity towards polyethylene 

terephthalate (PET) as its carbon source and it is active at ambient temperature. Aided by 

Molecular Dynamics (MD) simulation, we investigated how single mutations on its active 

site interfere in its interactions with ligands – specifically the docking process.  Mutate 

Isoleucine 180 for a Valine (variant I) and for an Alanine (variant II) reduced how many 

residues interact with the ligand, as well as increased the protein-ligand distance – caused 

by the decrease in the hydrogen bond formation between the protein and the ligand. Gibbs 

free energy also decreased due to the mutations, indicating some affinity loss between 

protein and ligand analyzed, compromising complex maintenance. 

Key-words: Biological treatment • IsPETase • Molecular Dynamics • Mutation 
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1 Introdução 

A poluição é um problema bastante conhecido, de modo que a poluição do ar, a 

presença de resíduos industriais no ciclo das águas e o enorme acúmulo de polímeros 

sintéticos (plásticos) na natureza, figuram entre suas principais formas [1–4]. A partir do 

surgimento dos polímeros sintéticos, o paradigma dos produtos, embalagens e seus 

sistemas de produção foi profundamente alterado [5]. A indústria se desenvolveu 

consideravelmente com a criação de várias rotas de produção de plásticos baseadas em 

fontes petroquímicas. Dessa maneira, a associação do baixo custo de produção com a 

versatilidade dos polímeros produzidos, acabaram tornando-os essenciais para a 

sociedade moderna [6,7]. 

Contudo, da vasta quantidade de polímeros produzidos, aproximadamente 50% desse 

montante é empregado em atividades de uso único, como embalagens e produtos 

descartáveis. Assim, as características que os tornam industrialmente interessantes 

(resistência e impermeabilidade) são as mesmas que os fazem uma parcela significativa 

das fibras sintéticas que poluem o meio ambiente, como apresentado na Fig. 1 [6–8]. 

 

Figura 1: Acúmulo de resíduos plásticos no meio ambiente. Adaptado de Nature Communications “The future of 

plastic" [9]. 

Comercialmente, os principais polímeros são: polipropileno (PP), poliestireno 

(PE), cloreto de polivinila (PVC), poliuretano (PU) e polietileno tereftalato (PET) 

[10,11]. O PET – estrutura monomérica representada na Fig. 2 – é um dos poliésteres 

sintéticos mais usados no mundo devido a sua excelente combinação de propriedades 

mecânicas, químicas e térmicas [12]. Sua produção se dá pela polimerização de etileno 

glicol (EG) e ácido tereftálico (TPA), onde suas unidades básicas são associadas por 

ligações ésteres [13,14]. O produto dessa reação é um composto com muitas ligações 

carbono–carbono (C–C) e grupos funcionais pouco reativos na cadeia principal, o que lhe 
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confere baixa mobilidade e cristalinidade, além de uma superfície hidrofóbica. Essas 

características acabam dificultando a biodegradação do polímero pela mera exposição ao 

meio ambiente [5]. 

 

Figura 2: Estruturas químicas do Polietileno Tereftalato (PET) e do bis(2-hidroxietil tereftalato) (BHET) [15]. 

Como a maioria dos polímeros sintéticos, o PET é derivado do petróleo e estima-

se que até 2050 sua produção seja responsável por 20% do uso do petróleo mundial 

[14,16]. Dessa maneira, o gerenciamento do acúmulo de plástico é um assunto de suma 

importância. Uma das possibilidades seria a substituição dos polímeros sintéticos por seus 

equivalentes biodegradáveis. No entanto, como suas propriedades físico-químicas não se 

equiparam àquelas dos plásticos convencionais, eles ainda correspondem a uma baixa 

porcentagem do total produzido – além da reciclagem manter os polímeros convencionais 

como o PET em circulação [4,12]. 

Dentre as estratégias existentes para a reciclagem/recuperação do PET, as 

principais são: os tratamentos físico, químico e biológico. O tratamento físico converte o 

polímero em novos produtos através da remodelagem (trituração) e aquecimento. 

Entretanto, esse tipo de processo compromete suas propriedades e, apesar da quantidade 

de PET reciclado através desse método ter aumentado, o baixo custo do PET puro/novo 

ainda dificulta uma maior implementação desse método de reciclagem [5,12]. No 

tratamento químico, por outro lado, o polímero é convertido em seus monômeros básicos 

através de reações químicas sem que ocorra uma degradação significativa. Contudo, entre 

as desvantagens apresentadas por esse método, as principais são o alto consumo de 

energia e os resíduos gerados, que acabam contribuindo para a poluição ambiental 

[12,17]. Diante das limitações nas técnicas físico-químicas tradicionais de reciclagem, o 

tratamento biológico (baseado no emprego de enzimas produzidas por microorganismos) 

se destaca ao se propor como uma rota alternativa que não traz os problemas apresentados 

pelos outros métodos [12,18]. Além disso, o gerenciamento via tratamento biológico se 

mostra promissor espacialmente para polímeros com estruturas químicas passíveis de 

hidrólise, como é o caso do PET [10]. 

No que diz respeito ao PET, são conhecidos diversos microorganismos que 

produzem enzimas com a capacidade de realizar sua degradação. Essas enzimas são 

conhecidas como PET-hidrolases, podendo ser do tipo esterases, lipases ou cutinases 

[4,12]. São alguns desses microorganismos: Thermobifida fusca, Thermomyces insolens, 

Humicola insolenses, Candida antarctica, Saccharomonospora viridis, Bacillus subtilis 



19 

 

e Fusarium Solani, para citar alguns [4,5,19]. Com isso, mono(2-hidroxietil) tereftalato 

(MHET), ácido tereftálico (TPA) e bis(2-hidroxietil) tereftalato (BHET) são compostos 

bem conhecidos como resultantes da reação de degradação do PET [16,20–22] – o último 

destes, o BHET, por se tratar de um composto intermediário e com estrutura bastante 

semelhante ao PET (Fig. 2), é também muitas vezes utilizado como substrato para estudar 

o funcionamento das enzimas produzidas por esses microorganismos [23–25]. 

Entretanto, o PET apresenta temperatura ideal para sua degradação próxima dos 

70 °C – conhecida como temperatura de transição (Tg) [5]. Nessa temperatura a 

mobilidade das cadeias do polímero aumenta e ele se torna mais suscetível ao processo 

de hidrólise, condição que obrigaria as enzimas a serem resistentes a altas temperaturas 

(termoestáveis). Dessa forma, o número de bactérias capazes de hidrolisar o PET próximo 

de Tg se torna bastante reduzido, além da exposição prolongada a altas temperaturas 

comprometer o desempenho hidrolítico das enzimas, sendo essas algumas das razões para 

o interesse em enzimas capazes de operar em temperaturas mais baixas do que a 

temperatura de transição do PET [5,21,26,27]. 

Em 2016, na universidade de Keio, Japão, Yoshida et al. identificaram uma nova 

bactéria: a Ideonella sakaiensis (I. sakaiensis) – Fig. 3. Ela produz um par de enzimas 

capaz de degradar o PET através da clivagem de suas cadeias de carbono, tornando-o sua 

principal fonte de energia. Essas enzimas, nomeadas PETase e MHETase, trabalham em 

conjunto no processo de degradação do polímero [10–12]. A PETase da I. sakaiensis 

(IsPETase), por apresentar atividade enzimática em temperaturas moderadas (por volta 

de 30 °C) e dispor de alta afinidade com o PET, dispensa as altas temperaturas (Tg) que 

favorecem a degradação do polímero, o que as demais enzimas precisam devido às suas 

reduzidas afinidades com o esse polímero em comparação com a IsPETase. Essas 

propriedades únicas da IsPETase tornam a I. sakaiensis uma forte candidata para 

aplicação na biodegradação do PET [12,24]. Vale notar que a forma de implementação 

do que se discute neste trabalho, se a enzima será aplicada diretamente ou se suas enzimas 

serão utilizadas em, por exemplo, biorreatores para a reciclagem, não faz parte do escopo 

deste trabalho – voltado exclusivamente para o estudo e conhecimento da enzima.  

 

Figura 3: Microscopia eletrônica da I. sakaiensis. Adaptado de Yoshida et al., 2016 [28]. 
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Considerando o acúmulo de polímeros sintéticos e a importância de aprimorar as 

técnicas para reduzir sua presença no meio ambiente, foram investigados neste trabalho 

aspectos estruturais e funcionais da PETase proveniente da bactéria I. sakaiensis 

(IsPETase). Para avaliar sua viabilidade como microorganismo no tratamento biológico 

desses poluentes, aspectos relacionados à interação proteína-ligante foram analisados. O 

estudo foi conduzido via simulação por dinâmica molecular de duas variantes da 

IsPETase obtidas através de mutação na região de seu sítio ativo (sem alterar os resíduos 

da tríade catalítica). Foram investigados aspectos estruturais e conformacionais da 

proteína, quais resíduos contribuem com o processo de ancoramento e a distância média 

do ligante à proteína. Os resultados obtidos complementam os dados experimentais a 

respeito das mutações implementadas. Os monômeros utilizados para a montagem dos 

diferentes sistemas estudados foram BHET e PET. 

Adiante, no capítulo 2, são relatados alguns conceitos básicos relacionados às 

proteínas, a enzima estudada neste trabalho é apresentada, assim como aspectos sobre 

simulação computacional e algumas técnicas que complementam a simulação. No 

capítulo 4, a metodologia empregada é descrita – implementação das mutações, 

preparação dos complexos, os protocolos de dinâmica molecular empregados e as análises 

de dados realizadas. Os resultados estão no capítulo 5, seguidos da sua discussão no 

capítulo 6 e da conclusão no capítulo 7. Detalhes extras sobre proteínas e sobre alguns 

procedimentos apresentados na metodologia encontram-se nos apêndices. 

  



21 

 

2 Revisão da Literatura 

2.1 Breves conceitos sobre proteínas 

As proteínas são estruturas baseadas em aminoácidos (Apêndice A). Das diversas 

funções que podem apresentar – regulatórias do ciclo celular, estruturais, transportadora, 

sinalizadora etc –, há grande interesse nas suas funções enzimáticas. Esse é o caso onde 

elas agem sobre substratos reduzindo a energia de ativação necessária para que reações 

químicas específicas aconteçam [29]. Elas se ligam aos substratos através de seus sítios 

ativos que muitas vezes representam de 10 a 20% do volume total da proteína. Os resíduos 

de aminoácidos que constituem seu sítio ativo podem apresentar diversas sequências, 

estruturas e propriedades. Isso é uma importante característica que permite à enzima se 

ligar especificamente a diferentes substratos. Pequenas mudanças nos resíduos 

encontrados no sítio ativo alteram drasticamente a especificidade do substrato e 

consequentemente a reação que a enzima catalisa [30]. Do ponto de vista de suas funções 

e atividades, existem seis grandes categorias de enzimas: oxirredutases, transferases, 

hidrolases, liases, isomerases e ligases, em que cada grupo de enzimas é especializado em 

um tipo de processo [31]. 

2.2 A proteína da Ideonella sakaiensis 

A análise completa do genoma da IsPETase revelou que, entre as seis grandes 

categorias de enzimas mencionadas anteriormente, ela pertence ao grupo das hidrolases 

(especializadas em hidrólise), mais especificamente da superfamília α/β hidrolase [11]. A 

IsPETase apresenta a conformação canônica dessa superfamília que, mesmo com uma 

sequência de aminoácidos bastante diferente, compartilha um enovelamento semelhante 

às demais enzimas pertencentes a esse grupo – carboxilesterases e cutinases [32]. O 

enovelamento clássico de α/β-hidrolase da IsPETase foi confirmado através de 

cristalografia de proteínas e difração de raios X. De acordo com os dados experimentais, 

a enzima é composta por 265 resíduos de aminoácidos cuja estrutura secundária é 

predominantemente formada por 9 fitas-β e 7 hélices-α – Fig. 4-A [7]. Enquanto outras 

enzimas análogas apresentam apenas uma ponte dissulfeto em sua estrutura, a IsPETase 

possui duas. A ponte dissulfeto conservada (presente também em outras enzimas) une o 

terminal-C ao seu último laço, enquanto que a segunda ponte dissulfeto (específica da 

IsPETase) une os dois laços que abrigam a tríade catalítica da proteína [18,19]. 
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Figura 4: Em (A) a estrutura terciária (estilo cartoon) da IsPETase (código PDB: 6EQE) com suas principais 

estruturas secundárias: 9 fitas-β (amarelo) – formando a folha-β central da proteína – e 7 hélices-α (lilás). As duas 

principais estruturas do sítio ativo da IsPETase estão ampliadas ao lado, com os resíduos representados na forma 

esferas e bastões: (B) a tríade catalítica, com os resíduos Ser132 (vermelho), Asp178 (laranja) e His209 (verde); (C) a 

fenda de oxiânion, composta pelos resíduos Tyr59 (rosa) e Met133 (verde). 

O sítio ativo abriga duas estruturas fundamentais para a atividade da proteína: a tríade 

catalítica e a fenda de oxiânion – Fig. 4-B e 4-C, respectivamente. A tríade catalítica tem 

a forma geral observada em outras carboxilesterases: Serina (Ser) – Aspartato (Asp) – 

Histidina (His), em que no caso específico da IsPETase compreende as seguintes 

posições: Ser132–Asp178–His209, onde a Ser132 é o nucleófilo do carbono da carbonila 

da ligação éster presente no substrato [9,16]. A fenda de oxiânion, por sua vez, é formada 

pelos resíduos Tirosina (Tyr) e Metionina (Met), respectivamente nas posições 59 e 133 

(Tyr59-Met133), estando essa região na vizinhança imediata à tríade catalítica. Juntos, 

esse par de resíduos é responsável pela estabilização dos intermediários resultantes do 

processo de degradação. Esse par de estruturas trabalha em conjunto no processo de 

degradação realizado pela IsPETase [19,33]. 

2.3 O processo de degradação realizado pela IsPETase 

O mecanismo de degradação da IsPETase é bastante discutido na literatura. Entre 

os modelos,  há aquele que divide o processo em duas etapas, em que após o ligante se 

posicionar no sítio ativo da proteína ocorre a geração do nick (clivagem na cadeia 

polimérica) seguida da digestão do terminal polimérico – Joo, Seongjoon, et al., 2018; já 

o modelo proposto B.K. Ge, G.M. Hu e C.M. Chen., 2021, divide o processo em quatro 

etapas, em que o mecanismo se baseia em um ataque nucleofílico sobre a cadeia 

polimérica. Outros modelos ainda procuram explicar o mecanismo com base nos produtos 

gerados pela degradação (Han, Xu, et al, 2017) ou ainda sob aspectos voltados à 

bioquímica, como as interações inter-residuais das estruturas da proteína (Burgin, Tucker, 
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et al, 2024) ou substituições nucleofílicas e os produtos que elas geram (Eugene 

Shrimpton-Phoenix, John B. O. Mitchell e  Michael Bühl, 2022) [23,24,33–35]. Contudo, 

apesar de haver algumas diferenças nos modelos propostos, é possível fazer uma 

generalização do mecanismo da IsPETase. No presente trabalho isso será feito com base 

no modelo de Ge, Hu e Chen [23], esquematizada na Fig. 5. Incialmente, a proteína e o 

ligante encontram-se separados – Ligante (LIG) + Proteína (Prot). O processo é iniciado 

a partir do ancoramento do ligante para a formação do complexo ligante-proteína 

(LIG↔Prot). O ancoramento é tal que a ligação ester do substrato fica posicionada 

próxima da Ser132 que então realiza o ataque nucleofílico sobre a carbonila do ligante, 

dando início à reação de degradação. Esse posicionamento é favorável ao ataque 

nucleofílico desde que dHC seja de aproximadamente 4 Å (dHC ≈ 4 Å), como indicado por 

Vyas, Bhawna, et al., 2018 [36], em que dHC é definido como a distância entre oxigênio 

da hidroxila da Ser132 (OHOSer132, o nucleófilo da proteína) e o carbono da carbonila do 

ligante (COOHCLIG) – distância nucleofílica. 

 

Figura 5: Esquema simplificado do processo de degradação realizado pela IsPETase. Baseado no fluxograma 

apresentado por Ge, Hu e Chen [23]. 

Então, a partir dessa primeira reação surge o primeiro produto (P1), ao mesmo 

tempo em que o complexo assume a forma intermediária enzima-acil (ALIG↔Prot + P1). 

A próxima etapa acontece com um segundo ataque nucleófilo, agora realizado pelo 

oxigênio da água – novamente sobre a carbonila do ligante. Esse processo gera um 

segundo produto (P2) e o sistema retorna ao seu estado inicial – com a proteína isolada – 

com o fim da degradação do ligante (Prot + P1 + P2). 

2.4 Ferramental computacional 

Neste trabalho, foi realizado um estudo teórico computacional sobre o mecanismo 

da IsPETase para degradação do PET e para isso foi utilizado o método de simulações 
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por Dinâmica Molecular (DM) [37]. Essa é uma das principais técnicas de simulação, 

baseada na solução numérica das equações clássicas de movimento para uma determinada 

coleção de átomos [38]. Ela é bastante importante no estudo das estruturas, funções e 

dinâmicas das biomoléculas [37]. É usualmente o método computacional escolhido para 

o estudo de grandes moléculas como as proteínas [38]. Uma de suas principais vantagens 

é a possibilidade de fornecer detalhes em escala atômica sobre a dinâmica de um sistema 

em um grau muito maior do que aquele fornecido pelo experimento real [37].  

A técnica das simulações via DM alcançou uma maturidade que pode ser 

efetivamente usada para entender as relações entre estrutura e função de macromoléculas 

[39]. Há duas aproximações básicas inerentes à DM sobre as quais os estudos podem ser 

conduzidos. A primeira abordagem remete aos casos em que os efeitos quânticos não são 

desprezados, tornando necessário o uso de integrais de caminho – abordagem capaz de 

descrever o comportamento dos elétrons sob aspectos quânticos, permitindo o estudo de 

interações moleculares e propriedades do sistema com maior precisão. Na segunda 

aproximação, os átomos são entendidos de acordo com a mecânica Newtoniana, ou 

mecânica clássica (DM clássica) [38]. 

A DM clássica segue o conceito de que em primeiro lugar deve-se considerar 

alguma lei que descreva as interações entre os átomos do sistema. Essa lei costuma ser 

desconhecida, mas pode ser aproximada com diferentes graus de precisão por modelagem 

via cálculos de estrutura eletrônica ou pelos force fields (campos de força). O campo de 

força é uma expressão matemática que descreve a dependência da energia de um sistema 

sobre as coordenadas de suas partículas, é uma forma analítica da energia potencial 

interatômica aliada a alguns parâmetros. Esses parâmetros geralmente são obtidos por 

cálculos de mecânica quântica ab initio ou semiempíricos ou ainda por adequação a dados 

experimentais conhecidos. O campo de força substitui os potenciais verdadeiros por 

modelos simplificados para facilitar os cálculos, mas ainda detalhados o suficiente para 

reproduzir as propriedades de interesse do sistema estudado [40].  

Em seguida é necessário um algoritmo para integrar as equações de movimento dos 

átomos no sistema e por último, para que a integração ocorra, as condições iniciais devem 

ser estabelecidas. A simulação por DM permite um controle muito maior sobre 

parâmetros do sistema (temperatura, pressão, configuração atômica, por exemplo) do que 

nos casos experimentais [37]. Seguindo o caminho da DM clássica e em posse  do sistema, 

as forças sobre cada átomo são obtidas pela derivação das equações Newtonianas (os 

campos de força) de onde a energia potencial é deduzida a partir da estrutura molecular 

do sistema. As características simplificadas das macromoléculas biológicas são 

representadas da seguinte maneira pelo campo de força: ligações covalentes de partículas 

ligadas são descritas por um termo harmônico simples; a variação angular dessas ligações 

é descrita por meio de uma aproximação do potencial harmônico; as torsões são 

representadas normalmente por uma série de cossenos; as interações de van der Waals 

são descritas a partir de uma forma simplificada do potencial de Lennard-Jones; as 
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interações eletrostáticas são dadas pela lei de Coulomb. Essa abordagem garante que os 

cálculos de força e energia sejam realizados de forma mais eficiente até mesmo para 

sistemas grandes. Entre os códigos de simulação mais populares estão: CHARMM, 

GROMACS e NAMD e AMBER [39]. 

Neste trabalho foi utilizado o software AMBER, acrônimo para Assisted Model 

Building with Energy Refinement, na sua versão 18 [41]. Trata-se de um conjunto de 

programas que calcula a trajetória das simulações via DM, oferecendo tanto uma 

abordagem híbrida (com mecânica quântica e mecânica molecular clássica – QM/MM) 

quanto a abordagem clássica da DM (através da solução das equações de movimento 

Newtonianas). Para o estudo desenvolvido neste trabalho foi adotada a abordagem 

clássica – como descrita em parágrafos anteriores. O AMBER18 é divido em duas partes: 

AmberTools (um conjunto de softwares gratuitos) e Amber (centrado no programa 

pmemd), este dependente de licença para sua aquisição.  

2.4.1 Alguns programas do AmberTools 

O AmberTools é constituído por códigos que permitem a criação de campos de 

força, preparação básica para simulações com AMBER, ferramentas para analisar a 

estrutura/dinâmica nas trajetórias etc. Entre as ferramentas disponíveis no AmberTools 

estão: LEaP, parmed, Antechamber, cpinutil.py, o script em Python MMPBSA.py e o 

módulo sander. O LEaP, acrônimo construído a partir dos nomes de antigos softwares do 

AMBER que ele substitui – do inglês link, edit and parm –, é usado para preparar arquivos 

de entrada para os programas do AMBER. Ele constrói novos resíduos e moléculas, une 

resíduos e cria complexos moleculares não ligados, modifica coordenadas internas de 

moléculas, etc. Ele também é a ferramenta básica para construção de campos de força. O 

parmed edita, predominantemente, arquivos de topologia. Através dele pode ser feita a 

edição de ângulos interatômicos, mudança de estados de protonação de resíduos, remoção 

de ligações atômicas etc. Ele também modifica o arquivo de topologia para produzir um 

novo arquivo para ser trabalhado com o sander, pmemd e NAB (Nucleic Acid Builder). 

Já o Antechamber é uma reunião de programas escrito para ser utilizado em conjunto com 

o campo de forças generalizado do AMBER (GAFF), voltado para geração de arquivos 

de moléculas orgânicas (e alguns metais centrais em proteínas). Entre os programas 

disponíveis está o antechamber (seu principal programa) e o parmchek2. O antechamber 

é utilizado para processar o .pdb de praticamente qualquer tipo de molécula para gerar 

arquivos compatíveis para o LEaP. Apresenta funções como: trocar formatos de arquivos 

moleculares (.prep, .pdb, .mol2, .gzmat etc), atribuição de cargas atômicas, tipos de 

átomos e ligações etc [41,42]. Se alguma informação ainda estiver faltando ao final do 

processo realizado pelo antechamber, o parmchk2 é a ferramenta recomendada para a 

criação de um arquivo que vai assistir o usuário na geração dos parâmetros necessários. 

Será escrito um arquivo de modificação de campo de força (.frcmod) contendo quaisquer 

parâmetros que sejam necessários para a molécula, mas que não foram supridos pelo 

campo de força [41]. Com relação ao pH, é possível implementar a titulação da cadeia 
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lateral de alguns resíduos – Asp, Glu, His, Lys, Tyr e Cys. O processo começa pela 

mudança do nome dos resíduos no arquivo .pdb de modo que o .prmtop tenha um átomo 

de hidrogênio definido em todos os possíveis sítios de protonação. Isso é feito com o 

auxílio da ferramenta cpinutil.py. É um script em Python é utilizado para a geração do 

arquivo (.cpin) que descreve quais resíduos devem ser titulados, os possíveis estados de 

protonação e suas energias. 

O script MMPBSA executa cálculos de Molecular Mechanics / Poisson-Boltzmann 

(or Generalized Born) Surface Area, ou pelo acrônimo MM/PB(GB)/SA. É um método 

de pós-processamento em que estruturas instantâneas (snapshots) de um conjunto de 

conformações são usadas para calcular as variações na energia livre entre dois estados 

(geralmente entre um estado ligado e um livre de uma proteína e um ligante). As 

diferenças de energia são referentes à energia da fase vapor  (gas phase) e às duas 

componentes da energia de solvatação (polar e não polar). Na fase vapor a energia está 

relacionada às interações intra e intermoleculares (proteína, ligante, complexo), 

calculadas pelo MM. Elas são independentes do modelo de solvente escolhido porque nos 

cálculos o solvente não é considerado e o sistema é tratado como se estivesse no vácuo. 

Para a componente polar da energia de solvatação são consideradas as interações 

eletrostáticas de longo alcance entre a molécula e o solvente, modeladas pelo PB (ou GB, 

uma forma aproximada da equação de Poisson-Boltzman). Por outro lado, para a 

componente não polar, são consideradas as interações hidrofóbicas entre a molécula e o 

solvente, modelada pelo SA (proporcional à área de superfície acessível ao solvente) [41]. 

O Simulated Annealing with NMR-Derived Energy Restraints, ou sander, é o 

módulo do AMBER que realiza minimização de energia, dinâmica molecular e 

refinamentos NRM (ressonância magnética nuclear). É usado para diversas simulações 

que não se limitam a NMR. Entre as funcionalidades do sander podem ser citadas como 

exemplo: procedimento da malha de partículas de Ewald (Particle Mesh Ewald), 

simulações não periódicas, cálculos de energia livre, refinamento estrutural NMR, 

cálculos QM/MM etc. O sander possui o campo de força básico na seguinte forma:  

 
𝑉(𝒓) =  ∑

𝐾𝑏

2
(𝑏 − 𝑏0)

2

𝑙𝑖𝑔𝑎çõ𝑒𝑠

+ ∑
𝐾𝜃

2
(𝜃 − 𝜃0)

2

â𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜𝑠

 

+ ∑ (𝑉𝑛/2)(1 + cos[𝑛𝜑 − 𝛿])

𝑑𝑖𝑒𝑑𝑟𝑎𝑖𝑠

+ ∑ (𝐴𝑖𝑗/𝑟𝑖𝑗
12) − (𝐵𝑖𝑗/𝑟𝑖𝑗

6) + (𝑞𝑖𝑞𝑗/𝑟𝑖𝑗)
𝑛ã𝑜 𝑙𝑖𝑔𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑖,𝑗

  

(1) 

Na equação (1) o primeiro termo é o potencial harmônico que representa as 

extensões espaciais de átomos ligados; o segundo termo é o portencial harmônico para as 

variações angulares das ligações; o terceiro termo representa as torsões das ligações 
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através de uma série de cossenos; o quarto termo representa as interações eletrostáticas 

(potencial de Lennard-Jones e Coulombiano) [41]. 

Em seguida foi desenvolvido o pmemd, com o objetivo de melhorar a performance 

dos métodos mais utilizados no sander. Não se trata de uma atualização completa do 

sander, na verdade seu objetivo é ser uma implementação da funcionalidade que mais 

será usada para lidar com um sistema de longa escala temporal solvatado de forma 

explícita ou implícita. 

2.4.2 Simulação pelo AMBER 

O pmemd, Dinâmica Molecular por Malha de Partículas de Ewald (Particle Mesh 

Ewald Molecular Dynamics), é uma técnica de simulação baseada no método de Ewald 

para calcular forças de natureza Coulombiana em sistemas periódicos. Um exemplo 

básico de sistema periódico é um sistema de íons pontuais que interagem via potencial de 

Coulomb. Considerando o sistema em uma célula unitária com condições periódicas de 

contorno, o potencial desse sistema assume a forma de uma série infinita: 

 

𝐸(𝒓1, … , 𝒓𝑛) =  
1

2
∑ ∑∑

𝑞𝑖𝑞𝑗

|𝒓𝑖 − 𝒓𝑗 − 𝒏|
,

𝑁

𝑗=1

𝑁

𝑖=1

∗

𝑛∊ℤ3

 (2) 

onde ri é a posição de qi, rj é aposição de qj e n representa a posição das partículas na 

malha periódica. O método de Ewald faz duas alterações no sistema de modo a superar o 

problema da série infinita indicada na equação (2). Primeiro, cada íon é neutralizado com 

uma Gaussiana esférica, de carga oposta e centralizada no próprio íon, de forma que cada 

par neutralizado íon-gaussiana se torna a parte real da soma de Ewald (agora de curto 

alcance). Em seguida, uma segunda Gaussiana esférica é adicionada, também centrada no 

íon. No entanto, a segunda Gaussiana possui a mesma carga do íon, de modo a anular o 

efeito da primeira Gaussiana introduzida. O potencial para essas Gaussianas é obtido pela 

equação de Poisson e resolvido no espaço recíproco. De forma geral, o método separa a 

série infinita (de convergência lenta) em uma soma de duas séries convergentes (de 

convergência rápida): uma soma direta no espaço Cartesiano (real) e uma soma recíproca 

no espaço de Fourier – mais o termo de correção a respeito das auto interações das cargas: 

 

𝐸𝑑𝑖𝑟 = 
1

2
∑ ∑∑

𝑞𝑖𝑞𝑗erfc(𝛽|𝒓𝑖 − 𝒓𝑗 + 𝒏|)

|𝒓𝑖 − 𝒓𝑗 + 𝒏|

𝑁
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𝐸𝑐𝑜𝑟𝑟 = ∑
𝑞𝑖𝑞𝑗 erf(𝛽|𝒓𝑖 − 𝒓𝑗|)

|𝒓𝑖 − 𝒓𝑗|
(𝑖,𝑗)∊𝑀

− 
𝛽

√𝜋
∑𝑞𝑖

2,

𝑁

𝑖=1

 (5) 

Na equação (3) Edir trata das interações eletrostáticas entre as partículas, com 

erfc() – função erro complementar – reduzindo a contribuição das interações de longo 

alcance. Erec, na equação (4), trata das interações de longo alcance, com exp() garantindo 

a convergência da série, com S(m) e S(–m) sendo os fatores de estrutura contendo 

informações sobre as posições das cargas no espaço recíproco. Na equação (5) Ecorr 

representa correções sobre as interações de curto alcance no espaço real (primeiro 

somatório), com erf() – função erro – evitando singularidades e desconsiderando as auto 

interações advindas da repetição na malha (segundo somatório) [43,44]. 

2.4.3 Conceitos de Docking molecular 

A técnica de docking molecular (ancoramento molecular) é geralmente utilizada 

para prever os modos de ligação entre receptores e ligantes. Ela possui diversas 

aplicações, como desenvolvimento de fármacos, interações de DNA/RNA, modelagem 

de enzimas e catálise etc. Essa técnica basicamente busca o modo de ligação mais 

favorável de um ligante no receptor de interesse (geralmente uma proteína) [45,46]. 

Todas as formas de docking precisam de uma score function para classificar os 

vários modos de ligação e um método de busca para explorar as variáveis de estado. A 

score function pode ser empírica ou baseada em campo de força. Já os métodos de busca 

podem ser classificados conforme a amplitude da busca no espaço de exploração, que 

pode ser: (a) local, com tendência para encontrar o mínimo mais próximo ou mínimo local 

de energia da conformação atual; (b) global, que procuram o melhor mínimo ou o mínimo 

de energia global dentro do espaço de busca definido [46]. 

Entre os modelos de formação do complexo proteína-ligante, destacam-se dois. O 

primeiro deles, chave-fechadura (lock-and-key) exibido na Fig. 6-A, trata os ligantes e 

proteínas de forma rígida. Esse modelo enfatiza a importância da complementaridade 

geométrica. O segundo modelo, indicado na Fig. 6-B é o chamado encaixe-induzido 

(induced fit), onde os receptores e ligantes adotam a estrutura mais estável que minimiza 

sua energia livre. Os softwares de simulação de docking procuram a melhor conformação 

e orientação de acordo com o método de busca implementado, seguido da aplicação de 

uma score function para prever a afinidade da ligação e analisar a interação [45]. 
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Figura 6: Modelos de docking mais conhecidos: (A) chave-fechadura e (B) encaixe induzido. Adaptado de  [47]. 

2.4.4 Conceitos sobre simulação com pH constante 

A técnica de simulação com pH constante (Constant pH Molecular Dynamics – 

CpHMD) disponível no AMBER, faz a amostragem das estruturas no ensemble semi-

grande canônico com função de probabilidade de distribuição dada pela equação (6): 

 
𝜌(𝒒, 𝒑, 𝒏) =

exp (𝛽𝜇∗𝑛 − 𝛽𝐻(𝒒, 𝒑, 𝒏))

∑ ∫ 𝑑𝒑′𝑑𝒒′exp (𝛽𝜇∗𝑛′ − 𝛽𝐻(𝒑′, 𝒒′, 𝒏′)𝑛′
 (6) 

onde β = 1/kbT, μ* é o potencial químico do hidrônio, q representa as coordenadas 

generalizadas do sistema, p representa o momento conjugado e n é o número de prótons 

tituláveis naquele estado; n (em negrito) se refere ao vetor do estado de protonação – o 

denominador da equação é a função de partição do ensemble semi-grande canônico. Para 

amostrar a função de probabilidade mencionada, métodos de estados de protonação 

discretos combinam dinâmica molecular (DM) e amostragem de estados de protonação 

baseada em Monte Carlo (MC) ao longo da trajetória. A DM mantém fixa os estados de 

protonação para explorar as conformações e momentos do sistema, enquanto o MC 

mantém fixas as conformações para explorar os estados de protonação [48]. 

No método proposto por Swails, Jason M., Darrin M. York, e Adrian E. Roitberg, 

2014, a DM padrão é realizada com uma quantidade constante de estados de protonação 

fornecidos no início da simulação. Em algum momento durante a simulação ela é parada, 

o solvente é removido e um conjunto de N mudanças de estados de protonação são 

tentadas, onde N é o número de resíduos tituláveis – nesse método o intervalo de tempo 

para as tentativas é predefinido. Com a DM parada, são propostas mudanças nos estados 

de protonação para cada resíduo titulável (de forma aleatória). Se a mudança no estado 

de protonação é aceita, o estado atual do sistema é atualizado e o resíduo seguinte, 
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escolhido aleatoriamente (sem repetição) é titulado a partir do novo estado. Se qualquer 

mudança no estado de protonação for aceita, o soluto (molécula ou complexo) é 

“congelado” enquanto se faz uma DM no solvente para relaxar a distribuição do solvente 

com base nos novos estados de protonação. Concluída essa relaxação, as velocidades dos 

átomos do soluto são restabelecidas e a simulação padrão continua normalmente até a 

próxima parada, reiniciando o processo [48]. 

2.4.5 Método de redistribuição de massa dos átomos 

O tamanho do passo de integração da simulação é limitado pela escala temporal 

do movimento que apresenta a maior frequência no sistema, que geralmente são ligações 

que envolvem átomos de hidrogênio – que impõem um “limite de 1 fs”. Simplesmente 

aumentar o passo de integração pode tornar a simulação instável, aumentando as chances 

de instabilidades quanto mais longa ela for. Para superar esse problema são 

implementados algoritmos que restringem a movimentação das ligações de alta 

frequência, como o SHAKE para ligações não aquosas e o SETTLE para ligações 

aquosas. Com esses algoritmos o passo de integração pode ser aumentado para 2 fs, valor 

limite devido às limitações no algoritmo do SHAKE) [49]. 

No trabalho de Chad W. Hopkins et al., 2015, o conceito que embasa a ideia de 

alterar massas atômicas é que as médias termodinâmicas de equilíbrio de observáveis não 

dependem da massa exata do sistema. Considerando o ensemble canônico essas médias 

tomam a forma da equação (7):  

 
〈𝐴〉 =

∫𝐴𝑒−𝛽𝐻𝑑𝑝 𝑑𝑥

∫ 𝑒−𝛽𝐻 𝑑𝑝 𝑑𝑥
 (7) 

Assumindo que é possível separar posição e momento em A = A(x) e na Hamiltoniana 

(como é o caso de DM com campos de força clássicos sem componentes magnéticos), as 

partes dependentes do momento podem ser separadas e simplificadas. A consequência 

disso é que a expressão final não tem dependência da distribuição de massa do sistema. 

Diante disso, Feenstra et al., 1999, determinaram uma forma de repartição da 

massa dos átomos no sistema de maneira que a massa total permanecesse constante: a 

massa dos átomos leves de hidrogênio é aumentada enquanto a massa dos átomos pesados 

(ligados a esses hidrogênios) é reduzida na mesma quantidade – essa é a base para 

implementar o Hydrogen Mass Repartitioning (HMR). Dessa maneira o aumento no 

passo de integração pela técnica de HMR não introduz erros significativos em simulações 

longas e pode manter a simulação estável durante longos períodos. Além disso, vale notar 

que, com base em várias simulações realizadas, o trabalho de Chad W. Hopkins et al., 

2015, conclui que o HMR aplicado junto com o SHAKE melhora a estabilidade do 

sistema simulado. O método apresentado pelo grupo de pesquisa permite aumentar o 

passo de integração por um fator de ~2 [49]. 
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2.4.6 Mutações residuais em proteínas 

Realizar mutações nas proteínas para estudar seu comportamento é um método 

bastante utilizado na literatura, seja em trabalhos experimentais ou teóricos. Substituir 

resíduos específicos para investigar sua relevância nos processos realizados pela enzima 

(Maria Eduarda Sevilla et al., 2023 e Chun‐Chi Chen et al., 2018) ou ainda para aprimorar 

sua atividade enzimática por meio de mudanças estruturais locais (Harry P. Austin et al., 

2018), são algumas coisas que podem ser estudadas por meio da aplicação de mutações 

[7,50,51]. 

O trabalho Cui, Yinglu, et al., 2021, apresentou uma estratégia computacional para 

implementar várias mutações na IsPETase. Essas mutações foram divididas em grupos e 

o grupo contento a mutação I180V, segundo os dados experimentais apresentados, apesar 

de resultar em um aumento de 1,5 °C na estabilidade térmica, a mutação causou um 

grande comprometimento da atividade enzimática da proteína [52]. A mutação I180A foi 

investigada experimentalmente nos trabalhos de Han, Xu, et al., 2017 e  Joo, Seongjoon, 

et al., 2018. Em seus trabalhos, investigando o mecanismo de degradação da IsPETase, 

introduziram a mutação I180A e seus resultados experimentais apontaram, 

respectivamente, uma redução na atividade enzimática da proteína de aproximadamente 

80% e 50% [24,53]. Além disso, os resíduos substitutos são alifáticos, hidrofóbicos e 

pequenos, com poucas chances de comprometer a estrutura da proteína e bastante 

importantes para as funções de reconhecimento e ancoramento de ligantes [24,54]. 
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3 Objetivo 

3.1 Objetivos gerais 

O objetivo deste trabalho é realizar mutações residuais no sítio ativo da IsPETase 

e, tomando como referência a proteína nativa, avaliar seus efeitos sobre a estrutura da 

proteína e investigar como essas mutações interferem nas interações da proteína com 

ligantes, através de simulações por Dinâmica Molecular. 

3.2 Objetivos específicos 

I. Gerar duas variantes da proteína pela substituição da Isoleucina 180 por uma 

Valina (variante I) e por uma Alanina (variante II) 

II. Fazer o docking molecular com dois modelos de ligante (BHET e PET) na forma 

de monômeros 

III. Gerar os complexos proteína-ligante com todos os três modelos de proteína 

(nativa, variante I e variante II) 

IV. Realizar simulações por Dinâmica Molecular (DM) com os complexos para gerar 

dados sobre as interações proteína-ligante 

V. Estudar os efeitos estruturais sobre a proteína devido às mutações implementadas 

VI. Estudar como a formação do complexo foi alterada pelas mutações 

implementadas  
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4 Metodologia 

4.1 Gerenciamento dos processos 

O trabalho foi realizado predominantemente com o auxílio do pacote 

AMBER18/AmberTools18. Contudo, para simplificar a execução, foram empregados 

diversos scripts em Python para gerenciar as ferramentas fornecidas pelo pacote 

AMBER: ASM.py (Amber Simulation Manager) para administrar a simulação e seus 

complementos (Analysis_plot.py, Prot_transition.py, Multidock_Vna.py, 

AvR_Docking.py e decode_mmpbsa.py) para auxiliar o processo de análise de dados – 

mais informações em https://github.com/Blodhor/Molecular-Dynamics (o Apêndice B 

traz os detalhes sobre cada um dos scripts utilizados). 

4.2 Mutações no sítio ativo da proteína 

As mutações foram implementadas por meio do script em Python ASM 

apresentado na seção anterior. Contudo, cabe a descrição do processo automatizado pelo 

script. Considere o interesse em substituir o resíduo Serina 30 (Ser30) por uma Histidina 

(His). Em posse do arquivo .pdb da proteína, observa-se os átomos que compõem a Ser30 

e mantém-se apenas aqueles que também fazem parte da His, apagando as linhas referente 

aos átomos exclusivos da Ser. Em seguida, substitui-se o código de três letras referente à 

serina (SER) pelo da histidina (HIS) nas linhas remanescentes salvando o .pdb com essas 

alterações – mesmo que falte alguns átomos ao resíduo substituto. O processo é finalizado 

quando o .pdb é carregado no tleap e processado conforme as funcionalidades 

apresentadas na seção 2.4.1, completando os átomos ausentes, corrigindo suas posições e 

cargas parciais etc. 

Neste trabalho, as mutações foram implementadas no resíduo 180 da proteína, 

parte do seu sítio ativo. Nativamente esse resíduo é uma Isoleucina (Ile, I), que foi 

posteriormente substituído por uma Valina (Val, V) e Alanina (Ala, A) – estruturas 

químicas exibidas na Fig. 7 – para gerar as duas variantes estudadas neste trabalho: a 

variante I (I180V) e a variante II (I180A). Dessa forma, as proteínas para os complexos 

são: proteína nativa (WT), variante I e variante II. Os resíduos substitutos foram 

escolhidos com base em resultados experimentais discutidos na literatura e apresentados 

na sec. 2.4.6 [24,52,53]. 

https://github.com/Blodhor/Molecular-Dynamics
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Figura 7: Representação 2D da estrutura química da Isoleucina (resíduo nativo da posição 180), Valina e Alanina 

(resíduos propostos para as mutações). Imagem adaptada de Lehninger, Albert L., David L. Nelson, e Michael M. 

Cox. Lehninger principles of biochemistry. Macmillan, 2005. [55]. 

4.3 Docking e preparação dos ligantes 

Para o processo de docking (ancoramento) foi utilizada uma técnica que, dentro 

de uma área predefinida, procura a melhor forma de posicionar o ligante na proteína. No 

caso da IsPETase o local onde o ligante se posiciona já é conhecido: o sítio ativo da 

proteína, mais especificamente referenciado na Ser132. Então, com essa premissa, o 

programa realiza as buscas e atribui um score para cada uma das possíveis maneiras de 

posicionar o ligante na área de busca. 

Para o entendimento da score function do AutoDock Vina (ATD), faz-se 

necessário o esclarecimento de alguns conceitos. O primeiro deles é o consensus scoring. 

Ele faz a classificação a partir de diferentes métodos e considera a interseção dos 

melhores N% de cada uma das listas – os resultados são ainda melhores a partir de uma 

combinação otimizada de funções de classificação [56]. Isso serviu de base para o 

desenvolvimento da score function X-CSCORE de Wang, R., Lai, L., & Wang, S. 2002. 

Nesse caso, uma série de algoritmos (cada um deles considerando efeitos importantes que 

envolvem o processo de ancoramento) foi utilizado para derivar funções de score. Vale 

notar que foram empregados três algoritmos diferentes para o efeito hidrofóbico, gerando 

assim três funções distintas. Assim, aplicando a estratégia consensus scoring, a média 

aritmética das funções foi obtida e nomeada X-CSCORE. 

A implementação da função de classificação utilizada no Vina foi feita 

predominantemente inspirada pela X-CSCORE. A forma funcional geral da parte 

dependente da conformação da função de classificação com a qual o Vina foi 

desenvolvido para trabalhar é: 
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 𝑐 = ∑𝑓𝑡𝑖𝑡𝑗(𝑟𝑖𝑗)

𝑖>𝑗

 (8) 

onde o somatório na equação (8) é sobre todos os pares atômicos que podem se mover 

uns em relação aos outros, desconsiderando átomos separados por menos de quatro 

ligações covalentes consecutivas. Para cada átomo i foi atribuído um tipo ti, com o 

requerimento da definição de uma função simétrica de interação (𝑓𝑡𝑖𝑡𝑗) com distância 

interatômica rij. O valor pode ser entendido como a soma das contribuições 

intermoleculares e intramoleculares, como na equação (9): 

 𝑐 = 𝑐𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟 + 𝑐𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎 (9) 

Houve uma atualização na função de classificação do ATD por Eberhardt, Jerome, 

et al., 2021. A função de classificação AD4 foi disponibilizada e se mostrou bastante 

diferente das outras funções do Vina. Ela usa um modelo baseado em van der Waals, com 

potenciais eletrostáticos e de ligação de hidrogênio direcionais (derivados de versões 

anteriores do campo de força AMBER), um termo de dessolvatação baseado em cargas 

parciais e uma penalidade conformacional entrópica simples. Contudo, usar as funções 

de classificação AD4 pode levar até 3x mais tempo do que as demais. É importante 

observar que o ATD disponibiliza um parâmetro que influencia na quantidade de tempo 

dedicada a cada busca por um posicionamento do ligante: exhaustiveness (cujo valor 

padrão é 8). Então, esse parâmetro permite alterar a robustez da busca realizada [57]. 

Dessa forma, para posterior geração dos sistemas complexados, os ligantes foram 

preparados como descrito a seguir. Foram utilizados dois modelos: 1) um monômero de 

PET que foi desenhado no Avogadro [58]; e 2) um monômero de BHET baseado no 

arquivo C8X.cif obtido a partir do PDB RCSB, com seu .pdb gerado via PyMOL [59]. 

Então, com o auxílio do ATD, as buscas para o melhor ancoramento foram realizadas em 

uma região cúbica com aresta de 20 Å, centralizada no oxigênio da hidroxila da Ser132 

(OHOSer132, o nucleófilo da proteína). Essa região foi amostrada 300 vezes para cada 

complexo e o valor de exaustividade (exhaustiveness, que controla o tempo gasto na busca 

pelo melhor ancoramento) foi definido em 10 e todas as conformações geradas (em torno 

de 2700) foram salvas.  

Para a organização dos modelos de ligantes obtidos pelo docking no ATD, dois 

parâmetros foram considerados: o vina.score e a distância dHC. O vina.score é a forma 

como o ATD qualifica o ajuste do ligante (energia de ligação) no interior da caixa cúbica 

definida para a busca, enquanto que dHC representa a distância entre a Ser132 (OHOSer132) 

e o ligante (COOHCLIG) – conforme definido na seção 2.3, com valor de interesse em torno 

de 4 Å. Dessa maneira, ficou definido o fator de minimização adimensional svd conforme 

a equação (10) apresentada a seguir: 
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 𝑠𝑣𝑑 = 𝑑𝐻𝐶 + 𝑣𝑖𝑛𝑎. 𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒, (10) 

que representa o melhor cenário quanto menor for o valor obtido. Feito isso, os modelos 

foram organizados em tabelas com base nos valores de svd – tabelas apresentadas na seção 

de resultados. Em seguida os ligantes foram parametrizados pelo antechamber, que 

dispõem dos seguintes métodos para atribuição de carga: RESP, AM1-BCC, CM2, 

Gasteiger e AM1 Mulliken [60]. Para este trabalho foi utilizado o método AM1-BCC, 

que visa reproduzir os potenciais eletrostáticos de moléculas dados pelo método de 

Hartree-Fock [61]. 

4.4 Preparação dos sistemas  

A estrutura com PDB ID 6EQE foi a base para o modelo computacional da 

IsPETase [7,62]. Todos os sistemas com a proteína, seja com ela isolada ou complexada, 

foram preparados sob as mesmas condições. O campo de força ff14SB foi utilizado para 

estabelecer as propriedades da proteína – no caso das proteínas isoladas. Em se tratando 

dos complexos, o campo de força GAFF foi utilizado para estabelecer as propriedades do 

ligante. A solvatação foi feita em água modelo TIP3P (solvente explícito) em uma caixa 

octaédrica com arestas de 12 Å, com a adição de íons (Na+ e Cl-) para neutralizar a carga 

do sistema [63,64]. Além disso, a distância de corte para as interações entre átomos não 

ligados foi de 12 Å e as distâncias de ligações que possuem hidrogênio foram limitadas 

com o SHAKE [65]. Ao final do processo os arquivos de coordenadas dos átomos (.rst7) 

e topologia do sistema (.prmtop) foram gerados. Nesse estágio, os arquivos para 

simulação também foram configurados para simulação com pH constante – CpHMD, 

como apontado na seção 2.4.4 –, em que Tirosina 59 (Tyr59), Ácido Aspártico 178 

(Asp178) e Histidina 209 (His209) foram escolhidos como resíduos tituláveis por 

pertencerem ao sítio ativo da proteína e à tríade catalítica, respectivamente. O valor de 

pH escolhido teve como base o trabalho de Son, Hyeoncheol Francis, et al.,2019. Nos 

experimentos realizados pelo grupo, conforme indicado em seu material suplementar, o 

estudo da atividade enzimática da IsPETase foi conduzido em uma solução de glicina e 

hidróxido de sódio em pH 9. Dessa forma, para a investigação do processo de 

ancoramento (parte do processo de degradação), foi adotado o valor de pH 9 em 

simulação com CpHMD. Também foi implementado o método HMR (apresentado na 

seção 2.4.5), o que possibilitou a realização das simulações com passo de integração 

maior – aumentado de 2 fs para 4 fs.  

4.5 Pré-produção e produção (simulação) 

Todas as simulações via DM foram realizadas com base no mesmo procedimento 

de quatro estágios – minimização, aquecimento, equilibração e produção – detalhados 

nos parágrafos a seguir. 
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Para a minimização do sistema são empregados em conjunto dois algoritmos. O 

primeiro deles, o steepest descent (gradiente descendente), é o método clássico mais 

antigo para a minimização de uma função não linear. A partir de uma função f(x) contínua, 

onde x é um vetor n-dimensional, o algoritmo considera que essa função deve diminuir, 

pelo menos inicialmente, se o sentido de seu gradiente negativo formatado [66]. O método 

busca, por iteração, a derivada de f(x) que fornece o mínimo mais adequado com base na 

equação (11): 

 𝑥𝑖+1 = 𝑥𝑖 − 𝛼𝑡𝛻𝑓(𝑥𝑖) (11) 

onde αt é a taxa de incremento em cada iteração e ∇f(xi) é o gradiente em xi. Contudo, 

uma das limitações do algoritmo está na lenta convergência, causada pela interferência 

de cada nova iteração na anterior [67]. O segundo algoritmo, o  conjugate gradient, vem 

com o intuito de resolver esse problema. Ele trabalha de modo a desviar a direção do 

steepest descent adicionando a ele um múltiplo positivo da direção usada no passo 

anterior [68], conforme a equação (12): 

 𝑥𝑖+1 = 𝑥𝑖 + 𝛼𝑖𝑑𝑖 (12) 

onde αi é uma atualização no passo e di a direção de busca. Podem ser feitas n atualizações 

(n buscas em d1, ..., dn) se essas direções forem ortogonais entre si. Dessa maneira os erros 

advindos do steepest descent são reduzidos [68].  

Para as demais etapas – aquecimento, equilibração e produção – a metodologia do 

AMBER é semelhante. Em todos os casos a variável ntb é definida de acordo com o 

ensemble escolhido: no aquecimento e na produção ntb=1 (ensemble NVT) e na 

equilibração ntb=2 (ensemble NPT). Com isso definido, as bases teóricas que sustentam 

cada uma das etapas são as mesmas. A variável ntt, por exemplo, define a escala de 

temperatura. Neste trabalho foi utilizada a configuração ntt=3 – valor que define a 

dinâmica de Langevin – que traz consigo a condição de definição da variável gamma_ln 

(a frequência de colisão, γ). O termostato de Langevin (base de ntt=3) mantém a 

temperatura escolhida através da aplicação de uma força de atrito ζ e uma força aleatória 

Ri a todas as partículas i (de massa mi) para simular colisões aleatórias entre as partículas 

na simulação e as partículas imaginárias em um banho externo mantido em uma 

temperatura T escolhida. Nesse sistema, colisões com uma partícula i acontecem com 

frequência γi, na forma da equação (13) apresentada adiante: 

 
𝛾𝑖 =

𝜁

𝑚𝑖
 (13) 

de modo que a equação (14) fornece a força central da seguinte maneira:  
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 �̇�𝑖 = 𝒇𝑖 − 𝛾𝑖𝒑𝑖 + 𝑹𝑖 (14) 

Vale destacar que a frequência de colisão γ não precisa necessariamente ser definida com 

alta precisão. Por exemplo: γ real para água tem o valor em torno de 50 ps-1, mas os 

algoritmos entregam bons resultados mesmo com valores muito menores – os valores 

mais baixos são mais vantajosos em termos de amostragem ou estabilidade de integração, 

como 10 ou valores ainda mais baixos (entre 2 e 5 ps-1) [41,69]. 

No que diz respeito ao controle da pressão, a variável barostat permite a escolha 

de dois modelos: Berendsen (barostat = 1) ou Monte Carlo (barostat = 2). Neste trabalho 

foi empregado o barostato de Monte Carlo (MCB) – estocástico – por se tratar de um 

modelo mais eficiente e rigoroso, em que  uma de suas vantagens é a possibilidade de ser 

usado para simular qualquer ensemble de interesse – como mencionado anteriormente, 

foram implementados dois ensembles diferentes. Uma das formas de aplicação do método 

de Monte Carlo tem como premissa considerar a probabilidade de se chegar em um 

determinado ponto rN proporcional ao fator de Boltzman exp[–βU(rN)] [70]. A partir de 

então faz-se o seguinte: 

I. seleciona-se uma partícula aleatória e sua energia U(rN) é calculada 

II. para a partícula é dado um deslocamento aleatório, r’ = r + Δr, e sua nova energia 

U(r’N) é obtida 

III. a probabilidade de aceitação do deslocamento de rN para r’N é fornecida pela 

equação (15): 

 𝑝𝑟𝑜𝑏 = min (1, exp {−𝛽[𝑈(𝑟′𝑁) − 𝑈(𝑟𝑁)]}) (15) 

Com isso, para a execução das simulações via DM, partiu-se do processo de 

minimização de energia com o objetivo de relaxar o sistema. Como essa etapa é realizada 

com a combinação de dois algoritmos, (gradiente descendente e gradiente conjugado, 

nessa ordem), a transição de um algoritmo para o outro é dada pelo valor de ncyc e o 

número máximo de passos do processo é definido por maxcyc. A minimização foi 

realizada estritamente sobre os átomos da cadeia principal da proteína (restrição dada por 

restraintmask) usando uma constante estabelecida por restraint_wt. A Fig. 8 apresenta a 

padronização do protocolo para a minimização. 
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Figura 8: Parâmetros aplicados à minimização seguidos de suas descrições. 

Concluída a minimização, a temperatura do sistema foi elevada até 300 K a uma 

taxa de 0,48 Kps-1. Como em baixas temperaturas o cálculo da pressão não é preciso e o 

barostato pode levar a inconsistências, a etapa de elevação da temperatura do sistema foi 

feita no ensemble NVT (volume constante), com duração de 8 ns. Na etapa seguinte, o 

sistema passou por um processo para ajustar as energias (cinética e potencial) e a 

densidade. O surgimento de vácuo e espaços vazios entre o solvente e o sistema acaba 

reduzindo o valor da densidade, tornando necessária sua correção. Sendo assim, essa 

etapa foi feita no ensemble NPT (pressão constante), com duração de 15 ns. Os 

parâmetros detalhados para cada uma dessas etapas estão representados nas Fig. 9 e Fig. 

10, respectivamente. 

 

Figura 9: Parâmetros aplicados ao aquecimento seguidos de suas descrições. 
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Figura 10: Parâmetros aplicados à equilibração seguidos de suas descrições. 

Por fim, a etapa de produção (a simulação, onde o sistema é observado sob as 

condições preestabelecidas), foi realizada a volume e temperatura constantes, com o 

intuito de analisar aspectos conformacionais e de interações com ligante. Dessa forma foi 

utilizado o ensemble NVT. As produções foram realizadas em triplicata e preparadas para 

simular 300 ns. Seus parâmetros podem ser observados em detalhes na Fig. 11. 
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Figura 11: Parâmetros aplicados à produção seguidos de suas descrições 

4.6 Análises de dados 

As análises pós-simulação foram feitas predominantemente com cpptraj, principal 

programa do AMBER para processar trajetórias e dados. Para avaliar os aspectos 

estruturais gerais da proteína, o quanto a estrutura muda ao longo do tempo em relação a 

uma estrutura de referência – no caso o primeiro frame da trajetória –, foram gerados 

dados sobre o valor médio para o desvio médio quadrático (Root Mean Square Deviation 

– RMSD), baseado na equação (16) a seguir:  

 

𝑅𝑀𝑆𝐷 = √
1

𝑁
∑(|𝑟𝑖

(𝑠𝑖𝑚)
− 𝑟𝑖

𝑟𝑒𝑓
|)2

𝑁

𝑖=1

 (16) 

O Raio de Giro (Radius of gyration – Rg) calcula o grau de dispersão dos átomos de uma 

estrutura molecular com respeito ou ao seu centro de massa ou a um determinado eixo de 

rotação. No caso do AMBER, adota-se o primeiro método a partir da equação (17): 
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𝑅𝑔 = √
∑ 𝑚𝑖(𝑟𝑖⃗⃗ − 𝑟𝑐𝑚⃗⃗⃗⃗⃗⃗ )2

𝑖

∑ 𝑚𝑖𝑖
 (17) 

para observar o grau de enovelamento da proteína, assim como possíveis passagens por 

diferentes estados conformacionais. Para o cálculo da flexibilidade individual dos 

resíduos, ou o quanto um resíduo em particular se movimenta (flutua) ao longo da 

simulação foi utilizado o RMSF (Root Mean Square Fluctuation), baseado na equação 

(18): 

 

𝑅𝑀𝑆𝐹 = √
1

𝑇
∑|𝑟𝑖

(𝑡)
− 〈𝑟𝑖〉|

2

𝑇

𝑖=1

 (18) 

Para contabilizar as ligações de hidrogênio formadas ao longo da dinâmica, utilizou-se o 

hbonds (complementado pelo lifetime), que determina as ligações com base em um 

critério geométrico: uma ligação de hidrogênio é formada quando a distância entre o 

átomo receptor e o átomo doador é menor do que 3 Å – distância de corte padrão. Os 

estados de protonação dos resíduos tituláveis foram obtidos pelo cphstats, que indica os 

estados de protonação em simulações com pH constante. Ele foi configurado para 

fornecer a estatística da população de cada resíduo (titulável) em cada estado de 

protonação sobre toda a trajetória. Os dados foram reunidos nas tabelas apresentadas na 

seção 5.2.6.  

Para a obtenção da energia livre de ligação por resíduo na interação proteína-ligante 

dos sistemas analisados foi utilizada a técnica Molecular Mechanics/Poisson–Boltzmann 

(Generalized Born) Surface Area – MM/PB(GB)/SA. Esses dados foram obtidos com 

dois scripts em Python: ante-MMPBSA e MMPBSA.py (ferramentas do AmberTools). 

O primeiro script cria arquivos de topologia do complexo, receptor (proteína) e do ligante 

a partir do arquivo de topologia do sistema solvatado – trata-se de quatro arquivos para a 

etapa seguinte. Esses são os arquivos de entrada para o MMPBSA.py, que neste trabalho 

foi ajustado para realizar os cálculos com base no modelo Generalizado de Born (GB) – 

Apêndice C. A variação da distância entre o ligante e a Serina do sítio ativo (Ser132) da 

proteína (o parâmetro dHC) foi obtida com o comando distance (cpptraj), que calcula a 

distância entre átomos (ou conjunto de átomos) – no caso o oxigênio da serina na posição 

132 e o carbono do ligante, como definido da seção 2.3.  

Para mapear todas a possíveis conformações do sistema e seus níveis de energia 

correspondentes, foram gerados mapas de energia livre (Free Energy Landscape, FEL) 

baseados em RMSD vs Raio de Giro. Esses dados foram obtidos através da conversão 

dos arquivos de topologia, coordenada e trajetória do formato de leitura do AMBER para 

o formato de leitura do GROMACS [71]  com auxílio do mdconverter – ferramenta do 

MDTraj [72]. Em seguida, os arquivos convertidos foram então carregados no PyMOL e 
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o plugin Geo-Measures [73] calculou o RMSD e o Raio de Giro (no formato adequado) 

para posteriormente gerar os gráficos de FEL – os scripts para a conversão dos dados 

estão no Apêndice D. 
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5 Resultados 

5.1 Modelos de ligante gerados 

É importante observar que pela perspectiva biológica, a formação do complexo 

acontece pelo ancoramento da enzima (ligante) sobre o polímero (substrato). Por outro 

lado, nos trabalhos de simulação por DM, as funções de substrato e ligante são diferentes. 

Considerando o objetivo de estudar como a enzima age sobre o polímero, trata-se a 

enzima como o substrato onde o ligante (uma representação do polímero usualmente com 

até quatro monômeros) realiza o ancoramento. A partir disso, como mencionado na seção 

4.3, diferentes modelos de ligante (BHET e PET) foram gerados com o auxílio do ATD. 

Esse processo foi realizado tendo como receptor cada um dos três modelos de proteína 

(nativa, variante I e variante II), totalizando 6 complexos proteína-ligante.  

Tabela 1: Apresentação da classificação modelos de monômeros de BHET obtidos com o ATD. Os modelos estão 

dispostos conforme o valor obtido para o parâmetro svd. 

Sistema Modelo do Ligante Vina score 

(Kcal/mol) 

dHC (Å) svd 

 

 

WT 

WTBHET0 -5,7 2,87 -2,83 

WTBHET1 -5,7 2,91 -2,79 

WTBHET2 -5,8 3,04 -2,76 

WTBHET3 -5,7 2,98 -2,72 

 

 

I180V 

I180VBHET0 -5,6 2,91 -2,69 

I180VBHET1 -5,6 2,95 -2,65 

I180VBHET2 -5,6 2,95 -2,65 

I180VBHET3 -5,7 3,06 -2,64 

 

 

I180A 

 

I180ABHET0
 -5,5 2,85 -2,65 

I180ABHET1
 -5,5 2,95 -2,55 

I180ABHET2
 -5,5 2,97 -2,53 

I180ABHET3
 -5,4 2,88 -2,52 
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Tabela 2: Apresentação da classificação modelos de monômeros de PET obtidos com o ATD. Os modelos estão 

dispostos conforme o valor obtido para o parâmetro svd. 

Sistema Modelo do Ligante Vina score 

(Kcal/mol) 

dHC (Å) svd 

 

 

WT 

WTPET0 -5,0 2,91 -2,10 

WTPET1 -4,9 2,97 -1,93 

WTPET2 -4,9 2,98 -1,92 

WTPET3 -4,9 2,98 -1,92 

 

 

I180V 

I180VPET0 -5,0 2,89 -2,11 

I180VPET1 -5,0 2,90 -2,10 

I180VPET2 -5,0 2,90 -2,10 

I180VPET3 -5,0 2,90 -2,10 

 

 

I180A 

 

I180APET0
 -4,9 2,84 -2,06 

I180APET1
 -4,9 2,84 -2,06 

I180APET2
 -4,9 2,84 -2,06 

I180APET3
 -4,9 2,85 -2,05 

A organização dos modelos conforme o parâmetro svd gerou as tabelas apresentadas 

adiante: Tab. 1 para os monômeros de BHET e Tab. 2 para os monômeros de PET. A 

organização apresentada nas tabelas – apresentando os quatro melhores modelos para 

cada complexo – permitiu a escolha dos modelos de ligantes com melhor valor de svd 

(valores mais negativos). 

5.2 Análises dos sistemas complexados 

Adiante são apresentados os resultados sobre a estrutura geral da proteína (RMSD, 

Rg e RMSF), seguidos dos resultados sobre a formação de ligações de hidrogênio e dos 

mapas de energia livre (FEL). Logo depois, os dados sobre a decomposição de energia 

por resíduo (MMGBSA) e distância ligante-proteína (dHC) são apresentados juntos – 

proteína nativa (WT), variante I (I180V) e variante II (I180A), nessa ordem. 
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5.2.1 Análise de RMSD 

A Fig. 12 apresenta o comparativo dos resultados de RMSD das proteínas isoladas 

com seus respectivos complexos. Os resultados a respeito da proteína nativa e seus 

complexos com BHET (Fig. 12-A) indicam que mesmo após a formação do complexo 

não houve grandes variações nos valores de RMSD até próximo dos 200 ns de simulação, 

período em que permaneceram bastante próximos de 1 Å. Em seguida houve um aumento 

no RMSD – especialmente na WT-BHET-DM2 – que ao final apresentou uma tendência 

de convergência para um valor um pouco acima da média. De forma semelhante, os 

complexos com PET (Fig. 12-B) se mostraram regulares em torno de 1 Å (valor médio) 

até cerca de 150 ns – com exceção da WT-PET-DM1 que permaneceu acima da média 

(próximo de 1,25 Å) no intervalo 75-180 ns e posteriormente convergiu para próximo de 

1 Å novamente. Após os 150 ns as WT-PET DM2 e DM3 apresentam oscilações próximas 

de  1,25 Å.  

 

Figura 12: Comparativo dos resultados de RMSD entre a proteína nativa e seus respectivos complexos: (A) e (B) 

WT; (C) e (D) I180V; e (E) e (F) I180A. A coluna esquerda representa as triplicatas dos complexos com o BHET e a 

coluna direita representa as triplicatas dos complexos com o PET. 
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Os resultados a respeito da variante I isolada e de seus complexos com o BHET 

na Fig. 12-C demonstram que na proteína isolada houve um aumento no valor de RMSD 

de 1 Å para 1,25 Å nos últimos 50 ns da simulação – uma provável mudança de estado 

conformacional. As I180V-BHET DM1 e DM3 apresentaram a partir de 150 ns um 

aumento no valor de RMSD – de 1 Å para próximo de 1,5 Å, enquanto que a DM2 

permaneceu bastante estável em torno da média durante toda a simulação. Nos complexos 

da variante I com o PET, a Fig. 12-D revelou que nos primeiros 80 ns de simulação todos 

os complexos estavam alinhados com a proteína isolada, momento a partir do qual diante 

o RMSD dos complexos se alterou. A DM2 passou de 0,9 Å para próximo de 1,75 Å até 

os 180 ns e logo em seguida estabilizou em torno de 1,3 Å. Enquanto isso, a DM3 

apresenta variações predominantemente abaixo da média (em torno de 0,9 Å) que 

alcançam valores de 1,25 Å a partir de aproximadamente 260 ns e a DM1 permanece um 

pouco acima do valor médio de RMSD de 80 ns até o final da simulação. 

 Os gráficos sobre os resultados da variante II isolada e seus complexos com o 

BHET estão na Fig. 12-E. Observando a proteína isolada, nota-se que a partir dos 100 ns 

seu RMSD passa de 0,9 Å para cerca de 1,1 Å e permanece dessa forma até o final da 

simulação. De maneira semelhante, os complexos I180A-BHET DM1 e DM3 começaram 

a divergir entre si a partir dos 100 ns, com a DM1 aumentando seu RMSD gradativamente 

até 200 ns (onde acontece um salto de 1 Å para 1,2 Å) e a DM3 permanecendo em torno 

de 0,9 Å até o final da simulação. A DM2 apresentou RMSD acima da média desde o 

início da simulação (por volta de 30 ns) e permaneceu em torno de 1,2 Å durante toda a 

simulação. A Fig. 12-F demonstra os resultados da variante II isolada em relação aos seus 

complexos com o PET. Os gráficos dos complexos apresentam uma tendência de aumento 

gradativa até aproximadamente 150 ns. Desse ponto em diante as DM2 e DM3 tendem 

para o valor médio de 1,3 Å, enquanto que a DM1 – apesar das oscilações no seu valor 

de RMSD – permanece mais alinhada com a proteína isolada, mais próxima de 1 Å. 

5.2.2 Análise do raio de giro 

A Fig. 13 (A-F) apresenta os resultados de variação do Raio de Giro (Rg) de todos 

os sistemas estudados: proteína nativa, variante I, variante II e seus respectivos complexos 

com os monômeros de BHET e PET. O valor médio geral de Rg, entre todas as 

simulações, foi de 16,4 Å e como um todo os valores permaneceram predominantemente 

em torno desse valor médio. Contudo, de forma mais detalha, houve diferenças mais 

evidentes como apontado adiante. Nos complexos da proteína nativa com o monômero 

de BHET (Fig. 13-A) cabe o destaque para a DM2 que apresentou um salto em Rg após 

os 200 ns, concordando com os resultados de RMSD apresentados anteriormente. No caso 

dos complexos com PET (Fig. 13-B) as DM1 e DM3 apresentaram, respectivamente, uma 

redução e aumento nos valores de Rg após 150 ns – como apontado nos resultados de 

RMSD. 
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Figura 13: Comparativo dos resultados de Rg entre a proteína nativa e seus respectivos complexos: (A) e (B) WT; (C) 

e (D) I180V; e (E) e (F) I180A. A coluna esquerda representa as triplicatas dos complexos com o BHET e a coluna 

direita representa as triplicatas dos complexos com o PET. 

Os resultados trazidos na Fig. 13-C e 13-D relacionados à variante I e seus 

complexos, sugerem que a variante I apresentou uma tendência de aumento nos seus 

valores de Rg em relação à proteína nativa isolada, já que a variante I após 200 ns de 

simulação teve um aumento no seu raio de giro – redução no grau de compactação. 

Observando os complexos com BHET (Fig. 13-C), de modo geral eles se mostraram 

bastante regulares e alinhados com a proteína isolada, exibindo apenas uma oscilação 

rápida na DM1 entre 50-100 ns. Enquanto isso, os complexos com PET (Fig. 13-D) 

apresentaram oscilações mais evidentes, diferindo de forma mais clara da proteína 

isolada. A I180V-PET-DM2 tem um aumento no valor de Rg entre 50-100 ns e sofre uma 

redução para próximo do valor médio por volta dos 200 ns e se mantém em torno desse 

valor até o final da simulação – no caso da I180V-PET-DM3 aconteceu um aumento no 

raio de giro no final da simulação, após 250 ns. 

Observando os resultados em relação à variante II isolada e seus respectivos 

complexos (Fig. 13-E e 13-F), os dados indicam que a proteína isolada já apresentava 
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diversas oscilações ao longo da simulação – possível indicativo de conformações 

transitórias como resultado da mutação implementada. Essa proteína apresentou uma 

grande oscilação de Rg entre 200-230 ns. Especificamente nos complexos com BHET 

(Fig. 13-E) DM1 da variante II esteve bastante alinhada à proteína isolada, até mesmo 

apresentando uma oscilação no raio de giro entre 200-230 ns, ao passo que a DM2 se 

apresentou Rg acima da média durante toda a simulação – sem grandes mudanças. Para 

os complexos com PET (Fig. 13-F), suas DM1 e DM2 se mostraram consideravelmente 

instáveis, com diversas oscilações durante toda a simulação – de forma semelhante ao 

que foi observado nos respectivos resultados de RMSD –, enquanto que sua DM3 

apresentou variações mais claras no raio giro apenas após os 150 ns. 

5.2.3 Análise da flutuação residual 

A Fig. 14 representa os gráficos da flutuação residual ao longo das simulações 

realizadas. De maneira geral as flutuações permaneceram predominantemente abaixo de 

1,5 Å, à exceção das extremidades da proteína (que naturalmente apresentam flutuações 

mais altas) e de três regiões específicas apresentadas e discutidas a seguir. 

 

Figura 14: Comparativo dos resultados de RMSF entre a proteína nativa e seus respectivos complexos: (A) e (B) WT; 

(C) e (D) I180V; e (E) e (F) I180A. A coluna esquerda representa as triplicatas dos complexos com o BHET e a 

coluna direita representa as triplicatas dos complexos com o PET. 
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Essas regiões correspondem aos seguintes intervalos de resíduos: (I) 25-60; (II) 

170-190, centrado no sítio 180 e (III) 205-220, que abriga a His209 (integrante da tríade 

catalítica). As flutuações da região (I) se mantiveram entre 1,5-3 Å, sendo esta região 

correspondente a uma estrutura de laço que une as duas primeiras fitas-β na estrutura da 

proteína (Fig. 15). 

 

Figura 15: Estrutura de laço da proteína correspondente ao intervalo de resíduos 25-60 – região (I). 

A região (II), centrada no sítio 180 (sítio da mutação) apresentou variações 

maiores, que vão desde 1 Å até valores acima de 4 Å. A começar pelas proteínas isoladas, 

a variante I (I180V) exibiu maior flutuação nessa região (próxima de 3 Å), ao passo que 

a proteína nativa e a variante II (I180A) permaneceram ambas próximas de 2 Å. 

Observando especificamente o comparativo entre a proteína nativa isolada e seus 

complexos com BHET (Fig. 14-A), notou-se na sua DM3 uma flutuação bastante baixa 

em relação às outras (alcançando uma máxima de 1 Å), enquanto que as DM1 e DM2 se 

mantiveram mais alinhadas com a proteína isolada (em torno de 2 Å). Nos complexos da 

proteína nativa com o com PET (Fig. 14-B) o cenário se inverteu com a DM3, mais 

alinhada à proteína isolada – aproximadamente 2 Å –, enquanto as DM1 e DM2 

apresentaram flutuações mais baixas (abaixo de 1,5 Å). Na Fig. 14-C, os resultados da 

variante I e de seus complexos com BHET indicaram que apenas a DM1 se manteve 

próxima à variante I isolada (próximo de 3 Å), ao passo que as DM2 e DM3 exibiram 

flutuações abaixo de 2 Å (menos flexíveis). Nos complexos da variante I com o PET (Fig. 

14-D), foi onde as maiores flutuações foram registradas, com a DM2 ultrapassando a 

marca de 4 Å, enquanto as DM1 e DM3 (mais próxima da variante I isolada) se 

mantiveram abaixo da linha de 3 Å. Para a variante II e seus complexos com BHET (Fig. 

14-E), sua DM1 exibiu a maior flutuação (acima de 3Å), ao passo que a DM3 apresentou 

flutuações menores (pouco acima de 1Å) e a DM2 se mostrou mais alinhada com a 
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variante II isolada. Os complexos da variante II com o PET (Fig. 14-F) apresentaram 

flutuações mais altas do que a variante II isolada, com sua DM3 alcançando 3 Å e as DM1 

e DM2 mais próximas de 2,5 Å. 

 

Figura 16: As flutuações residuais mais evidentes se mostram centradas no resíduo 180 (à esquerda, na cor vermelha, 

a Ile da proteína nativa) e nas proximidades da His209 (à direita, na cor roxa). 

Em relação à região (III), que compreende os resíduos 205-220, a variante II 

apresentou flutuação mais alta em relação à proteína nativa (e também à variante I). De 

forma geral, agora levando em conta também seus complexos, as flutuações apresentaram 

variações que vão, predominantemente, de 0,5 até ligeiramente acima dos 2 Å, com 

exceção dos complexos da variante II com o PET (Fig. 14-F), onde sua DM2 alcançou os 

3 Å, ao passo que as DM1 e DM3 exibiram flutuações bem mais baixas (próximas de 1 

Å); assim como foi o caso da variante II isolada. Nos demais sistemas, a começar pela 

proteína nativa e seus complexos com o BHET (Fig. 14-A), houve um pequeno aumento 

na flutuação dessa região para os complexos – apesar de não excederem 1,5 Å. Para os 

complexos com PET (Fig. 14-B) as DM1 e DM3 apresentaram uma redução na flutuação, 

ficando abaixo de 1Å – menos flexíveis que a DM1 e a proteína isolada. Passando para o 

comparativo da variante I isolada e seus complexos com BHET (Fig. 14-C), os resultados 

apontaram um aumento na flexibilidade das DM1 e DM3 (acima de 1,5 Å e 2 Å, 

respectivamente) em relação a DM2 e à variante II isolada (que se mantiveram abaixo de 

1 Å). Na Fig. 14-D, os complexos da variante I com PET apresentaram flutuações mais 

baixas em relação aos seus respectivos complexos com BHET, com valores abaixo de 1,5 

Å. Os gráficos relacionados às simulações da variante II e complexada com BHET (Fig. 

14-E) apontaram que as três simulações do complexo tiveram flutuações mais baixas nas 

proximidades da His209 em relação à variante II isolada, com valores abaixo de 1 Å. 

5.2.4 Análise da formação das ligações de hidrogênio 

A série temporal de ligações de hidrogênio (HB) ao longo da simulação foi 

calculada para observar esse tipo de interação entre os resíduos da proteína e o ligante. 

Alguns pares resíduos-ligantes se repetem, pois podem atuar alternadamente como 

doadores ou receptores das ligações de hidrogênio. No que diz respeito aos gráficos, suas 
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duas cores representam: presença de HB (amarelo) e ausência de HB (preto). Além disso, 

a organização da apresentação dos pares no eixo y deixa o receptor sempre à esquerda. 

Começando com os  resultados relacionados aos complexos da proteína nativa 

com o monômero de BHET, a Fig. 17 (topo) apresenta as ligações de hidrogênio da WT-

BHET-DM1. Nesse complexo houve HB quase que exclusivamente pelo Asp178. Esse 

resíduo teve papel de receptor por mais de 90% da simulação (pelo seu átomo de O n° 2) 

e de doador por 45% da simulação (pelo H de seu O n° 1). Os dados de lifetime apontaram 

que essas ligações se formaram 24 e 452 vezes ao longo da simulação. Por outro lado, as 

demais HB contabilizadas têm permanência muito baixa e não contribuíram com a 

estabilidade da interação proteína-ligante (permanecem menos de 1% da simulação).  

 

Figura 17: Contabilização de ligações de hidrogênio (HB) ao longo da simulação (por frames) para os complexos da 

proteína nativa com o monômero de BHET. À esquerda os pares resíduo-ligante que formaram HB e entre parêntese 

os átomos que participam da ligação. De cima para baixo: WT-BHET-DM1, WT-BHET-DM2 e WT-BHET-DM3. 

A Fig. 17 (centro) apresenta a série temporal das ligações de hidrogênio 

contabilizadas durante a simulação do complexo WT-BHET-DM2. Assim como na DM1, 

predominaram HB entre o ligante e o Asp178. Esse resíduo interagiu com o ligante por 

meio de HB mais de 70% como receptor (átomo de O n° 2) e aproximadamente 37% do 

tempo como doador (H de seu O n° 1), sendo as duas ligações com maior permanência 

na simulação. Além disso, vale notar que elas se formaram, respectivamente, 14 vezes e 

160 vezes. Houve ainda certa interação do ligante com a Ala155, mas assim como outras 

ligações de hidrogênio, apresentaram  permanência abaixo dos 15% da simulação e não 

contribuíram para a estabilidade do complexo. 
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Na Fig. 17 (inferior) é indica a série temporal das ligações de hidrogênio a respeito 

da WT-BHET-DM3. Novamente as HB com o Asp178 apresentaram permanência alta 

durante a simulação, sendo esse resíduo receptor (átomo de O n° 2) por quase 90% da 

simulação em uma ligação que se formou aproximadamente 64 vezes; o Asp178 também 

interagiu como doador (H de seu O n° 1) durante quase 40% da simulação em uma ligação 

que se formou aproximadamente 230 vezes. As poucas ligações de hidrogênio apontadas 

no gráfico tiveram permanência bastante baixa (abaixo de 5%) e não contribuíram para a 

estabilidade do complexo. 

 

Figura 18: Contabilização de ligações de hidrogênio (HB) ao longo da simulação (por frames) para os complexos da 

proteína nativa com o monômero de PET. À esquerda os pares resíduo-ligante que formaram HB e entre parêntese os 

átomos que participam da ligação. De cima para baixo: WT-PET-DM1, WT-PET-DM2 e WT-PET-DM3. 

 A ausência quase completa de ligações de hidrogênio na simulação do complexo 

WT-PET-DM1, apresentado na Fig. 18 (topo) é indicativo do desprendimento do ligante. 

A Fig. 18 (centro) demonstra a predominância de HB com Ala155 (como receptora com 

seu O) de maneira quase que exclusiva na WT-PET-DM2. Essa interação permaneceu 

por mais de 70% da simulação e se formou aproximadamente 54 vezes. Como já sugerido 

anteriormente, as demais ligações de hidrogênio não contribuem para a estabilidade do 

complexo. Na simulação do complexo WT-PET-DM3 (Fig. 18, inferior), foram 

contabilizadas ligações de hidrogênio com o ligante por diversos resíduos. No entanto, a 

maioria dessas interações teve permanência inferior a 5% da simulação, não contribuindo 

para a estabilidade do complexo. Por outro lado, a His209 foi o resíduo que formou 

ligações de hidrogênio por mais tempo – por mais de 45% da simulação, uma ligação que 

se formou aproximadamente 109 vezes. 
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Figura 19: Contabilização de ligações de hidrogênio (HB) ao longo da simulação (por frames) para os complexos da 

variante I com o monômero de BHET. À esquerda os pares resíduo-ligante que formaram HB e entre parêntese os 

átomos que participam da ligação. De cima para baixo: I180V-BHET-DM1, I180V-BHET-DM2 e I180V-BHET-

DM3. 

Para melhor apresentar os resultados relacionados à I180V-BHET-DM1 (Fig. 19, 

topo), seu eixo Y foi alterado de forma a apresentar as ligações de hidrogênio mais 

relevantes formadas juntas com alguns exemplos das muitas ligações de baixa 

permanência contabilizadas. Sendo assim, de forma semelhante àquilo que foi observado 

nas simulações com a proteína nativa complexada com o BHET, a Fig. 19 (topo) indica 

a predominância de ligações de hidrogênio com o Asp178 por volta de 120 ns (400 

frames) até o final da simulação. A interação com o Asp passa de seu oxigênio n° 2 para 

o seu oxigênio n° 1 no intervalo mencionado – como receptor. Essas interações têm, 

respectivamente, permanência por volta de 37% e 26% da simulação no referido intervalo 

de tempo, se formando aproximadamente 45 e 40 vezes. O Asp178 interage com o ligante 

em outros momentos como doador, mas assim com as demais ligações de hidrogênio 

registradas não contribuem o suficiente para a estabilidade do complexo. 

A formação de HB representada na Fig. 19 (centro), relativas à I180V-BHET-

DM2 não ficou concentrada apenas em um resíduo por simulação como demonstrado 

anteriormente nas simulações com a proteína nativa. No complexo em questão as 

interações foram distribuídas principalmente entre os resíduos Ser160 e Ala155 – apesar 

de a permanência dessas interações ser consideravelmente menor do que aquela 

observada nos casos com a proteína nativa. As interações com a Ser160 existiram durante 

22% da simulação, se formando aproximadamente 33 vezes e com a Ala155 as interações 

perduraram por 21% da simulação, se formando cerca de 86 vezes. O Asp178, bastante 
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evidente nas simulações anteriores, junto com as demais ligações de hidrogênio 

contabilizadas, não apresentaram contribuição para a estabilidade da interação proteína-

ligante, possuindo permanência por períodos muito curtos (abaixo de 11%). 

A Fig. 19 (inferior) retrata as ligações de hidrogênio referentes à DM3 da variante 

I com o BHET. Novamente se destacam interações do ligante com o Asp178. Durante 

aproximadamente 90% da simulação o ligante apresenta ligação de hidrogênio com o 

Asp, onde predominam interações com os oxigênios do Asp – ambos como receptores. O 

oxigênio n° 2 interage durante 46% da simulação com uma ligação que se formou cerca 

de 76 vezes, enquanto que o oxigênio n° 1 interage durante 32% da simulação com uma 

ligação que se formou por volta de 63 vezes. Além do Asp178 interagir como doador 

durante 21% da simulação, as demais ligações de hidrogênio não se mantiveram por 

tempo suficiente para contribuir com a estabilidade do complexo. 

 

Figura 20: Contabilização de ligações de hidrogênio (HB) ao longo da simulação (por frames) para os complexos da 

variante II com o monômero de BHET. À esquerda os pares resíduo-ligante que formaram HB e entre parêntese os 

átomos que participam da ligação. De cima para baixo: I180A-BHET-DM1, I180A-BHET-DM2 e I180A-BHET-

DM3. 

Assim como na Fig. 19 (topo), o eixo Y das Fig. 20 (topo e centro) foi alterado de 

forma a exibir as ligações de hidrogênio mais relevantes junto com alguns exemplos das 

demais. Assim, nas simulações com a variante II complexada com o BHET, a Fig. 20 

(topo) junto com os dados gerados pelo lifetime indicam que na DM1 as ligações de 

hidrogênio foram predominantemente devido ao Asp122. Esse resíduo interagiu com o 

ligante por mais de 50% da simulação, formando ligações de hidrogênio por cerca de 72 

vezes. O Asn144, formando ligações por menos de 15% das simulações, junto com as 
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demais interações contabilizadas (por períodos ainda mais curtos) não contribuem com a 

estabilização do complexo. 

Em se tratando da DM2 do complexo da variante II com o BHET, indicado pela 

Fig. 20 (centro) os dados de lifetime indicam que nenhuma das ligações de hidrogênio 

perduraram por mais de 12% da simulação, sendo a Gly206 o resíduo que permaneceu 

mais tempo formando ligações com o ligante. A Fig. 20 (inferior) traz a série temporal 

das ligações de hidrogênio para a DM3, onde voltam a predominar ligações com o Asp178 

atuando como receptor com seus dois átomos de oxigênio. Seus oxigênios interagem com 

o BHET cerca de 50% e 43% da simulação com ligações que se formaram, 

respectivamente, cerca de 70 e 81 vezes. As interações em que seus oxigênios atuam 

como doadores não excedem os 12% da simulação e, assim como as demais ligações 

contabilizadas não têm grandes contribuições para a estabilização do complexo. 

As ligações de hidrogênio contabilizadas pelo lifetime para as simulações da 

variante I com o PET foram extremamente baixas, dado que as interações mais 

duradouras não se mantiveram por mais de 5% da simulação – indicativo do 

desprendimento do ligante do sítio ativo da proteína. Para os complexos da variante II 

com o PET o lifetime não apontou ligações de hidrogênio ao longo da simulação devido 

ao desprendimento do ligante desde o início da simulação – como indicado nos gráficos 

de dHC e na decomposição de energia residual ao longo do tempo. Por esse motivo não 

foram gerados gráficos da série temporal de HB para esses sistemas. 

5.2.5 Análise dos mapas de energia livre 

Para medir a variação conformacional entre as formas isoladas e complexadas das 

proteínas [74] e determinar regiões de mínimos globais de energia [75], foram gerados os 

gráficos de Mapa de Energia Livre (Free Energy Landscape, FEL) baseados em RMSD 

e Rg. 
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Figura 21: Análise do Mapa de Energia Livre baseado em RMSD–Rg dos sistemas com proteína nativa (a) isolada; 

(b), (c) e (d) complexada com monômero de BHET. 

A Fig. 21 traz o comparativo entre a proteína nativa isolada e seus complexos com 

o monômero de BHET (WT-BHET). A proteína isolada apresentou quatro poços de 

energia mínima (na cor azul escuro no gráfico), todas bastante centralizadas e compactos 

na região de aproximadamente 0,125 nm no RMSD e entre 1,65-1,67 nm no Rg, como 

indica a Fig. 21-a. Os gráficos de FEL dos complexos revelaram uma redução nos estados 

conformacionais acessíveis à proteína complexada: na DM2, há dois poços de energia 

mínima próximos (Fig. 21-c), enquanto nas DM1 e DM3 (Fig. 21-b e 21-d) foi 

identificado apenas um poço de energia mínima global. Os resultados também apontaram 

que o valor máximo da Energia Livre de Gibbs nos quatro sistemas em questão 

permaneceram entre 9 e 10,5 kJ/mol. De forma semelhante, todas as proteínas 

demonstraram conformações estáveis em níveis abaixo de 1,5 kJ/mol (indicado pela cor 

azul escuro no gráfico). 
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Figura 22: Análise do Mapa de Energia Livre baseado em RMSD–Rg dos sistemas com proteína nativa (a) isolada; 

(b), (c) e (d) complexada com monômero de PET. 

A Fig. 22 traz o comparativo da proteína nativa isolada com seus complexos com 

o monômero de PET. A situação indicada pelos gráficos de FEL dos complexos foi 

bastante semelhante àquela observada nos complexos com BHET, em que houve a 

diminuição dos estados conformacionais acessíveis para a proteína: dos quatro poços de 

energia mínima que a nativa isolada dispunha (Fig. 22-a), aos complexos permaneceram 

um poço para DM1 (Fig. 22-b) e 2 poços de energia mínima na DM2 (mais evidentemente 

separadas como indica a Fig. 22-c) e DM3, apontado na Fig. 22-d, e. Vale destacar que o 

segundo poço de energia mínima na DM3 muito provavelmente corresponde a uma 

conformação transitória, mais difícil de ocorrer devido à sua área reduzida – centrada por 

volta de 0,14 nm (RMSD) e 1,67 (Rg). Novamente o valor máximo da Energia Livre de 

Gibbs permaneceu entre 9 e 10,5 kJ/mol, assim como as conformações mais estáveis 

apresentaram níveis de energia abaixo de 1,5 kJ/mol 
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Figura 23: Análise do Mapa de Energia Livre baseado em RMSD–Rg dos sistemas com a variante I (a) isolada; (b), 

(c) e (d) complexada com monômero de BHET. 

Na Fig. 23 estão representados os gráficos de FEL da variante I isolada e 

complexada com o monômero de BHET. A variante I isolada, na Fig. 23-a, apresentou 

uma grande região de energia mínima (na cor azul escuro) localizada entre 0,10-0,12 nm 

(RMSD) e 1,66-1,67 nm (Rg) e uma pequena região localizada aproximadamente em rmsd 

0,13 nm (RMSD) e 1,66 nm (Rg), que muito provavelmente representa uma conformação 

transitória (estado metaestável). Nos complexos também foram identificadas possíveis 

regiões representando conformações transitórias acompanhando a região de energia 

mínima. Na DM1 (Fig. 23-b), a única região de energia mínima é acompanhada por uma 

pequena área em torno de 0,13 nm (RMSD) e 1,66 nm (Rg). Na DM2 (Fig. 23-c), essa 

região de conformação transitória, com energia 1,5-3,0 kJ/mol, está no interior da única 

região de energia mínima – aproximadamente em 0,11 nm (RMSD) e 1,66 nm (Rg). Já 

para a DM3 (Fig. 23-d), a região que fica em 0,10-0,20 nm (RMSD ) e 1,65-1,67 nm (Rg) 

abriga os três poços de energia mínima do complexo (na cor azul escuro)  e as 4 possíveis 

conformações metaestáveis contabilizadas pelo FEL. Ainda assim, o valor máximo da 

Energia Livre de Gibbs foi de 9 kJ/mol em todos os sistemas, assim como as 

conformações mais estáveis apresentaram níveis de energia abaixo de 1,5 kJ/mol. 
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Figura 24: Análise do Mapa de Energia Livre baseado em RMSD–Rg dos sistemas com a variante I (a) isolada; (b), 

(c) e (d) complexada com monômero de PET. 

Os resultados de FEL das simulações da variante I complexada com PET estão 

demonstrados na Fig. 24. As DM1 e DM2 (Fig. 24-b e 24-c) são semelhantes no que diz 

respeito a  apresentarem apenas um poço de mínima energia, respectivamente nas regiões 

0,10-0,12 nm (RMSD) e 1,66-1,67 nm (Rg) e 0,15-0,17 nm (RMSD) e 1,66-1,67 nm (Rg), 

com o detalhe de que na DM2 existe uma região de provável conformação transitória 

aproximadamente em 0,16 nm (RMSD) e 1,66 nm (Rg). A região 0,17 nm (RMSD) e 1,67 

nm (Rg) abriga os dois poços de energia mínima do complexo. Para a variante I isolada e 

seus complexos o valor máximo da Energia Livre de Gibbs permaneceu entre 9 e 10,5 

kJ/mol e as conformações mais estáveis apresentaram níveis de energia abaixo de 1,5 

kJ/mol. 
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Figura 25: Análise do Mapa de Energia Livre baseado em RMSD–Rg dos sistemas com a variante II (a) isolada; (b), 

(c) e (d) complexada com monômero de BHET. 

Os gráficos de FEL da variante II isolada e complexada com o monômero de 

BHET são apresentados na Fig. 25. Foi observado um único poço de energia mínima 

global para a variante II isolada na região 0,11-0,12 nm (RMSD) e 1,65-1,66 nm (Rg). A 

DM3 da variante I complexada apresentou resultado semelhante, com uma única região 

de mínimo global em 0,13-0,14 nm (RMSD) e 1,65-1,65 nm (Rg). Para as outras 

simulações (DM1 e DM2 nas Fig. 25-b e 25-c, respectivamente) a única região de energia 

mínima está acompanhada de uma provável região de conformação transitória: (I) na 

DM1 a região de mínima energia fica em 0,11-0,12 nm (RMSD) e 1,66-1,67 nm (Rg), 

enquanto que sua pequena região de conformação transitória está aproximadamente em 

0,12 nm (RMSD) e 1,66 nm (Rg); e (II) na DM2 a região de mínima energia fica em 0,11-

0,13 nm (RMSD ) e 0,16-0,17 nm (Rg), ao passo que o espaço representando sua 

conformação transitória está aproximadamente em 0,12 nm (RMSD ) e 1,66 nm (Rg). Os 

resultados também demonstram a Energia Livre de Gibbs máxima, nos quatro sistemas 

em questão, entre 9 e 10,5 kJ/mol. De forma semelhante aos casos anteriores, todas as 

proteínas demonstraram conformações estáveis em níveis abaixo de 1,5 kJ/mol 

1(indicado pela cor azul escuro no gráfico). 
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Figura 26: Análise do Mapa de Energia Livre baseado em RMSD–Rg dos sistemas com a variante II (a) isolada; (b), 

(c) e (d) complexada com monômero de PET. 

 Os complexos da variante II com o monômero de PET comparadas à variante II 

isolada estão representadas na Fig. 26. A região 0,10-0,12 nm (RMSD) e 1,66-1,67 nm 

(Rg) abriga o que parecem ser duas regiões acessíveis ao complexo na DM1 (Fig. 26-b). 

Além disso, há duas regiões que possivelmente representam conformações transitórias do 

complexo: (1) 0,08 nm (RMSD) e 0,16 nm (Rg); (2) 0,12 nm  (RMSD) e 0,16 nm (Rg). 

Os gráficos relacionados à DM2, Fig. 26-c, indicam três regiões de mínimo energético 

bastante compactas representando conformações acessíveis à proteína. Essas regiões são 

separadas por barreiras de energia não muito altas (1,5-3,0 kJ/mol). No cenário da DM2 

também ficaram evidenciadas algumas regiões de conformações transitórias, como por 

exemplo em 0,12 nm (RMSD) e 1,66 nm (Rg). Na Fig. 6-d, os resultados da DM3 apontam 

um único poço de energia mínima em 0,08-0,1 nm (RMSD) e 1,66-1,67 nm (Rg) 

acompanhada de uma região com estado metaestável aproximadamente em 0,09 nm 

(RMSD) e 1,66 nm (Rg).  Esse conjunto de simulações apresentou a maior variação da 

Energia Livre de Gibbs máxima que foi de 8-10,5 kJ/mol, mas manteve os níveis de  

conformações estáveis abaixo de 1,5 kJ/mol como nos demais casos apresentados. 
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5.2.6 Análise dos estados de protonação 

Os estados de protonação apresentaram um comportamento bem definido para os 

resíduos passíveis de titulação estabelecidos na seção 4.4. Os resíduos Asp178 e Tyr59 

permaneceram, respectivamente, protonados e desprotonados em todos os sistemas 

analisados. O algoritmo fez poucas ou nenhuma tentativa de alterar o estado de 

protonação desses resíduos durante a simulação, de modo que pode ser dito que se 

mantiveram estáveis. 

Com base no caráter alcalino do meio (pH 9), os grupos carbonila e amino da His 

estiveram, respectivamente, protonados e desprotonados durante toda a simulação. 

Entretanto, o anel imidazol (que possui pka de aproximadamente 6) foi quem determinou 

a carga resultante da His. Isso porque em meio alcalino o anel apresenta 1 de seus 2 

átomos de Nitrogênio desprotonados – podendo ser Nδ ou Nε –, caso em que a His é 

neutra. Para os casos analisados, os resultados reunidos nas Tab. 3, 4 e 5 demonstram a 

preferência da His209 pelo estado 1 (E1) – com Nδ protonado. 

Tabela 3: Distribuição dos estados de protonação da His209 durante a simulação para os complexos com a proteína 

nativa. E1 representa o estado 1, monoprotonado em Nδ; E2 representa o estado 2, monoprotonado em Nε. 

Sistema Simulação His209 – Estado de protonação 

 

WT-BHET 

DM1 100% E1 

DM2 85% E1 – 15% E2 

DM3 100% E1 

 

WT-PET 

DM1 96% E1 – 4% E2 

DM2 83% E1 – 17% E2 

DM3 78% E1 – 22% E2 
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Tabela 4: Distribuição dos estados de protonação da His209 durante a simulação para os complexos com a variante I. 

E1 representa o estado 1, monoprotonado em Nδ; E2 representa o estado 2, monoprotonado em Nε. 

 

I180V-BHET 

DM1 60% E1 – 40% E2 

DM2 73% E1 – 27% E2 

DM3 87% E1 – 13% E2 

 

I180V-PET 

DM1 98% E1 – 2% E2 

DM2 89% E1 – 11% E2 

DM3 82% E1 – 18% E2 

 

Tabela 5: Distribuição dos estados de protonação da His209 durante a simulação para os complexos com a variante II. 

E1 representa o estado 1, monoprotonado em Nδ; E2 representa o estado 2, monoprotonado em Nε. 

 

I180A-BHET 

DM1 83% E1 – 17% E2 

DM2 59% E1 – 41% E2 

DM3 100% E1 

 

I180A-PET 

DM1 84% E1 – 16% E2 

DM2 35% E1 – 65% E2 

DM3 68% E1 – 32% E2 

  

5.3 Decomposição de Energia e Distância proteína-ligante 

5.3.1 Complexos com a proteína nativa (WT) 

A Fig. 27 apresenta a decomposição de energia média por resíduo dos complexos 

da proteína nativa com o monômero de BHET. Os dados indicaram de foram clara o 

mesmo conjunto de resíduos (chamados aqui de conjunto λ) nas três simulações 

conduzidas: Tyr59, Ser132, Trp157, Asp178, Ile180 e His209, com energias que se 

mantiveram semelhantes em extensão em todos os cenários: variando entre -1 e -4 

kcal/mol e a His209 em torno de 2 kcal/mol. 
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Figura 27: Valor médio temporal da decomposição de energia por resíduo ao longo da simulação. Os gráficos 

apresentados referem-se aos complexos da proteína nativa com o monômero de BHET apresentados da seguinte 

maneira: DM1 (A), DM2 (B) e DM3 (C). 

Desse conjunto, quatro desses resíduos (His209, Trp157, Ile180 e Tyr59) também 

são indicados por Han, Xu et al., 2017 [33] como interagentes com o ligante para a 

formação do complexo com a IsPETase. A interação desses resíduos está de acordo com 

o que apontaram os resultados de dHC para os complexos da proteína nativa com o BHET, 

que indicaram a permanência do ligante no sítio ativo da proteína (Fig. 28-A) a uma 

distância favorável ao ataque nucleofílico – dHC médio de 4,6 Å. 
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Figura 28: Resultados da distância proteína-ligante (dHC) durante a simulação. Os gráficos representam os complexos 

da proteína nativa com o BHET (topo) e PET (inferior). 

Para os complexos da proteína nativa com o monômero de PET (Fig. 29) a 

decomposição de energia da DM1 foi desconsiderada, dado que, pela Fig. 28-B, o ligante 

se desprendeu da proteína próximo dos 150 ns. Por outro lado, nota-se na decomposição 

de energia da DM2 (Fig. 29-A) a presença de resíduos diferentes e em menor número em 

comparação ao conjunto λ evidenciado nos complexos com BHET. Suas energias são 

menos favoráveis ao ancoramento do ligante e o resíduo mais evidente foi a Ala155 (que 

não contribuiu anteriormente). Na DM3 do complexo com o PET (Fig. 29-B), evidenciou-

se a His209 que apresentou uma energia de interação bastante alta (6 kcal/mol) em relação 

aos demais resíduos, o que pode ter levado ao desprendimento do ligante ao final da 

simulação como demonstrado na Fig. 28-B. 
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Figura 29: Valor médio temporal da decomposição de energia por resíduo ao longo da simulação. Os gráficos 

apresentados referem-se aos complexos da proteína nativa com o monômero de BHET: DM2 (A) e DM3 (B). 

5.3.2 Complexos com a variante I (I180V) 

Em relação à decomposição de energia por resíduo dos complexos da variante I 

com o monômero de BHET (Fig. 30), observou-se a presença da Tyr59 e Trp157 (do 

conjunto λ definido anteriormente) em todas as três simulações, com energias que se 

mantiveram relativamente estáveis – cerca de -2 kcal/mol e -3 kcal/mol, respectivamente.  
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Figura 30: Valor médio temporal da decomposição de energia por resíduo ao longo da simulação. Os gráficos 

apresentados referem-se aos complexos da variante I com o monômero de BHET: DM1 (A), DM2 (B) e DM3 (C). 

Os demais resíduos de λ (Ser132, Asp178, res180 e His209) também 

contribuíram, mas não em todas as simulações. Na Fig. 30-A, entre os resíduos da DM1 

da variante I complexada com BHET, apenas o Asp178 não apresentou interação com o 

ligante para completar o conjunto λ, possivelmente dificultando o posicionamento do 

ligante no sítio ativo, como indicado no início da simulação pela Fig. 31-A; o que ainda 

gerou um dHC médio de 4,7 Å (favorável ao ataque nucleofílico). Na DM2 (Fig. 30-B), 

do conjunto λ, apenas a Tyr59 e Trp157 interagiram com o ligante, acompanhados por 

interações pouco favoráveis por parte dos resíduos Ala155, Met133 e Ser160, o que pode 

ter levado ao resultado indicado na Fig. 31-A (dHC médio de 11,8 Å). Já no caso da DM3 

(Fig. 30-C), apenas a Val180 (substituta da Ile180) não contribuiu para completar o 
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conjunto λ, com os demais resíduos destacados apresentando energias bastante 

semelhante àquelas observadas nos complexos da proteína nativa com o BHET, de forma 

a contribuírem com o ancoramento do ligante na proteína a uma distância favorável ao 

ataque nucleofílico (dHC médio de 4,7 Å) como indicado na Fig. 31-A. Nos complexos da 

variante I com o monômero de PET, e decomposição de energia média por resíduo foi 

desconsiderada por, como apontam os resultados de dHC na Fig. 31-B, os complexos não 

se mantiveram, com o ligante se desprendendo da proteína e/ou caminhando na sua 

superfície de forma errante, sem estabelecer ligações estáveis com resíduo algum.  

 

Figura 31: Resultados da distância proteína-ligante (dHC) durante a simulação. Os gráficos representam os complexos 

da variante I com o BHET (topo) e PET (inferior). 

5.3.3 Complexos com a variante II (I180A) 

A decomposição de energia por resíduo dos complexos da variante II com o 

monômero de BHET (Fig. 32) exibe três cenários distintos para cada uma das simulações. 

Na DM1 da variante II (Fig. 32-A), foi observado um conjunto de resíduos 

completamente distinto do conjunto λ (definido anteriormente na apresentação dos 

complexos da proteína nativa).  
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Figura 32: Valor médio temporal da decomposição de energia por resíduo ao longo da simulação. Os gráficos 

apresentados referem-se aos complexos da variante II com o monômero de BHET: DM1 (A), DM2 (B) e DM3 (C). 

Na DM1 contribuíram os resíduos Arg104 e Asp122 (com energias entre -2 e -1,5 

kcal/mol, respectivamente), seguidos pelos resíduos Met100, Met126 (com energias mais 

próximas de -1,5 kcal/mol). A DM2 da variante II complexada com BHET (Fig. 32-B) 

indicou resíduos vizinhos ao sítio ativo da proteína (Ser65, Ser210 e Asn216) com energia 

pouco favoráveis ao ancoramento. No caso da DM3 (Fig. 33-C), contribuíram quatro dos 

seis resíduos do conjunto λ (Tyr59, Trp157, Asp178, His209), todos eles com valores de 

energia equiparável àqueles vistos nos complexos da proteína nativa exibidos na Fig. 27. 

Além disso, houve ainda uma fraca participação energética por parte dos resíduos Ala180 

e Met133 (com aproximadamente -1,3 Kcal/mol). Os resultados da decomposição de 

energia concordam com as distâncias ligante-proteína apontadas na Fig. 7-A para cada 



71 

 

uma das simulações, com valores que vão de 6 até 24 Å – muito acima da distância 

favorável ao ataque nucleofílico estabelecida na seção 2.3. Para os complexos da variante 

II com o monômero de PET, a decomposição de energia média por resíduo foi 

desconsiderada por, como apontam os resultados de dHC na Fig. 7, os complexos não se 

mantiveram, com o ligante se desprendendo da proteína e/ou caminhando na sua 

superfície de forma errante, sem estabelecer ligações estáveis com resíduo algum. 

 

Figura 33: Resultados da distância proteína-ligante (dHC) durante a simulação. Os gráficos representam os complexos 

da variante II com o PET (topo) e PET (inferior). 

5.3.4 Energia livre Gibbs nos complexos 

O MMPBSA.py também forneceu informações sobre a energia de cada uma das 

componentes do sistema: complexo, proteína, ligante e a diferença da energia livre de 

ligação dada pela equação (19). 

 𝛥𝛥𝐺 = 𝛥𝐺𝑐𝑜𝑚𝑝𝑙𝑒𝑥𝑜 − 𝛥𝐺𝑟𝑒𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟 − 𝛥𝐺𝑙𝑖𝑔𝑎𝑛𝑡𝑒  (19) 

A segunda coluna da Tab. 6 apresenta as energias de cada complexo onde o ligante 

permaneceu ancorado na proteína durante todo o período da simulação – seja no sítio 

ativo ou em algum outro local na superfície. Uma análise mais detalhada demonstra que 

a variação da energia dos complexos foi desprezível. O valor médio para cada triplicata 
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foi de: -4934,65 kcal/mol (complexo da proteína nativa), -4944,63 kcal/mol (complexo 

da variante I) e -4931,72 kcal/mol (complexo da variante II). Com base no complexo da 

proteína nativa, a variação entre os valores médios de ΔGcomplexo ficou abaixo de 1%. 

Tabela 6: Valores da energia livre de Gibbs dos sistemas analisados. 

Sistema Simulação ΔGcomplexo (kcal/mol) ΔΔG (kcal/mol) 

 

Nativa-BHET 

DM1 -4937,25  -27,66 

DM2 4936,84 -27,50 

DM3 -4929,87 -24,66 

 

I180V-BHET 

DM1 -4932,55 -19,81 

DM2 -4948,39 -20,56 

DM3 -4952,96 -21,85 

 

I180A-BHET 

DM1 -4932,24 -23,80  

DM2 -4913,97 -15,95 

DM3 -4948,97 -22,34 

Por outro lado, as variações na energia livre de ligação dos complexos foram mais 

evidentes. A média desse valor para cada uma das triplicatas tem-se: -26,60 kcal/mol 

(complexo da proteína nativa), -20,74 kcal/mol (complexo da variante I) e -20,69 

kcal/mol (complexo da variante II). A comparação entre esses valores, com base no 

complexo da proteína nativa, indica que ΔΔG sofre uma redução de aproximadamente 

22%.  

 Nas simulações da proteína nativa com o PET, em sua DM1 o ligante se 

desprendeu, assim como na DM3 em que ΔΔG foi aproximadamente 0. Na sua DM2, 

onde o ligante permaneceu ancorado, ΔΔG = -16,75 kcal/mol. Já nas simulações das 

variantes com o PET, o ligante não apresentou interação estável com a proteína. 

  



73 

 

6 Discussão dos resultados 

Nas seções seguintes são discutidos os resultados apresentados no capítulo 5. Na 

primeira seção se discute aspectos predominantemente estruturais, tratando dos 

resultados de RMSD, raio de giro (Rg) e RMSF, mas também os relaciona com os 

resultados de mapas de energia (FEL). Adiante, na segunda seção, são discutidos os 

resultados sobre os estados de protonação e logo depois, na terceira seção, os resultados 

à respeito da energia livre de ligação por resíduo (dada pela decomposição de energia 

do MMPBSA.py) e distância proteína-ligante (dHC). Na última seção deste capítulo, 

discute-se as implicações da energia livre de Gibbs, outro resultado fornecido pela 

decomposição de energia do MMPBSA.py. 

6.1 Sobre os resultados estruturais e mapas de energia 

Os resultados de RMSD da proteína nativa isolada, que se mostrou mais regular em 

torno da média, podem ser entendidos como a estabilização de energia da proteína em um 

dos três poços de energia indicados pelos resultados de FEL, bastante concentrados e 

centralizados – sinal de estabilidade energética da proteína. Por outro lado, os complexos 

com o monômero de BHET exibiram poços de mínimo global de energia mais amplos, 

com destaque para a DM2 com dois poços de energia bastante próximos separados por 

uma barreira de energia não muito alta – o que pode explicar a variação repentina no 

RMSD e Rg no intervalo 200-250 ns, possivelmente passando de um poço para outro. 

Os complexos com o monômero de PET apresentaram variações no Rg que podem 

ser atribuídas a mudanças conformacionais dentro de um mesmo poço de energia. A 

diminuição de RMSD e Rg após 150 ns de simulação vistas na DM1 pode ser a proteína 

mudando sua conformação devido ao desprendimento do ligante pouco antes dos 150 ns, 

como indicado pelos resultados de dHC. Na DM2 dos complexos com PET (WT-PET-

DM2), a variação repentina observada tanto em seu RMSD quanto em seu Rg em torno 

dos 200 ns de simulação pode ser atribuída a uma mudança de estado de energia, dado 

que pelos resultados de FEL esse complexo possui dois poços de energia mínima. A DM3 

dos complexos com PET apresenta um aumento no raio de giro e no RMSD a partir de 

aproximadamente 150 ns, o que muito provavelmente desfavoreceu o ancoramento do 

ligante, que se desprendeu após os 250 ns de simulação. 

A variante I isolada apresentou uma tendência de aumento de Rg em relação à 

proteína nativa isolada. Além do raio de giro, seu RMSD também aumentou no intervalo 

entre 250-300 ns muito provavelmente devido ao tamanho do poço de energia mínima 

exibido pelos seus resultados de FEL, sugerindo uma mudança conformacional dentro do 

mesmo estado de energia. Nos complexos com o BHET, o aumento no RMSD e a 

diminuição de Rg vistos na DM1 entre 50 e 100 ns, sugerem uma variação conformacional 

dentro do poço de energia apontado pelo FEL do complexo. Essa variação pode ser o que 

permitiu o movimento do ligante nesse mesmo período – indicado no gráfico de dHC da 
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I180V-BHET-DM1 – e retorna para a posição que mantém até o final da simulação, com 

dHC médio de 4,7 Å, favorável ao ataque nucleofílico. 

A estabilidade exibida pela DM2 no RMSD pode ser advinda do único poço de 

energia mínima apresentado pelos resultados de FEL. O poço de energia indicado também 

comporta as oscilações vistas no raio de giro – variações conformacionais dentro do poço 

de energia. Na DM3 as variações observadas, tanto no RMSD quanto no Rg, podem ser 

reflexo da proteína passando pelos três poços de energia ou ainda pelos vários estados 

conformacionais transitórios – todos separados por barreiras de energia não tão altas – 

indicados nos gráficos de FEL. 

A DM1 dos complexos da variante I com o PET apresentou variações no RMSD (e 

Rg) provavelmente por mudanças conformacionais dentro do mesmo poço de energia – 

assim como foi com a proteína isolada. Na DM2, a grande oscilação de RMSD no 

intervalo 80-180 ns (também presente no seu gráfico de Rg) pode ser atribuída a uma 

variação conformacional que levou ao desprendimento do ligante próximo aos 250 ns de 

simulação, como indicado pelos resultados de dHC e ligação de hidrogênio, e demonstrado 

na Fig. 34. O aumento nos valores de RMSD e Rg observados a partir dos 200 ns na DM3 

da variante I complexada com o PET pode ser um indicativo da proteína transicionando 

entre os dois poços de energia indicados pelos seus resultados de FEL.  

 

Figura 34: Complexo da protéina variante I com o monômero de BHET momentos após o ligante se desprender da 

proteína, após 250 ns de simulação. 
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A observação dos dados sobre os sistemas com a variante II (I180A), aponta para 

uma variação conformacional da proteína isolada pela mudança no seu RMSD a partir 

dos 100 ns de simulação. Além disso, houve também uma variação de raio de giro acima 

da média no intervalo 200-230 ns, possivelmente uma conformação transitória dentro do 

poço, que apresenta uma região bastante estreita que quase o divide em dois. As DM1 e 

DM3 da variante II complexada com o BHET se mostraram bastante alinhadas com a 

proteína isolada. A DM1, no mesmo intervalo mencionado (200-230 ns) também 

apresentou variação em seu raio de giro, possivelmente por seu poço de energia apresentar 

estrutura semelhante àquela da variante II isolada – indicando uma variação 

conformacional. Ao passo que a DM2, ao apresentar Rg maior do que a proteína isolada, 

sugere que a mutação pode ter causado interferência sobre as conformações acessíveis à 

proteína que são favoráveis ao ancoramento do ligante, dado que desde o início da 

simulação o ligante se encontrava fora do sítio ativo, como indicado por seus resultados 

de dHC e exibido na Fig. 35. 

 

Figura 35: Complexo da DM2 da variante II com o monômero de BHET, em que o ligante saiu do sítio ativo da 

proteína, sem se desprender e se moveu ao longo de sua superfície durante a simulação. As cores representam a 

superfície da Ser132 (verde), Asp178 e His209 (roxo), Ala180 (laranja), Trp157 (amarelo) e Met133 (vermelho). 

Além disso, a forma do poço de energia apresentado pelos resultados de FEL 

também pode ser o que permitiu a DM2 permanecer acima da média (RMSD e Rg) de 

forma estável durante toda a simulação. Na DM3 dos complexos da variante II com 

BHET, os valores de RMSD e raio de giro permanecem em torno de 0,9 Å durante toda 

a simulação, possivelmente uma consequência do único poço de energia mínima obtido 
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por FEL, bastante restrito no RMSD, mas mais extenso no Rg. Contudo, apesar de o 

ligante permanecer no sítio ativo, como indicado pelo seu gráfico de dHC, a distância 

nucleofílica obtida foi 50% maior do que aquela favorável ao ataque nucleófilo, 

consequência da reduzida presença de ligações de hidrogênio. 

Sobre os complexos da variante II com o PET, as oscilações no RMSD depois de 

150 ns observadas na DM1 se dão pela presença de mais de um poço de energia mínima 

que se encontram em um intervalo mais amplo no eixo de RMSD do gráfico de FEL. 

Como esses poços estão bastante próximos e são separados por uma barreira de energia 

não tão alta, esse cenário torna a proteína mais suscetível a mudanças conformacionais e 

energéticas. É provável que, entre os estados acessíveis a I180A-PET-DM1, o complexo 

adotou uma conformação desfavorável ao ligante, dado que este não permaneceu no sítio 

ativo da proteína, como indicado nos resultados de dHC. Cenário bastante semelhante se 

dá com a DM2 das I180A-PET: oscilações no RMSD e Rg pela facilidade com que a 

proteína pode mudar de estado conformacional e energético (como indicado pelos 

resultados de FEL), levando às mesmas consequências discutidas na DM1 – 

desprendimento do ligante. As variações no RMSD na DM3 não só correspondem àquelas 

observadas no Rg como também à forma do poço de energia, que permite variações 

conformacionais sem alterações de estado de energia. Contudo, assim como nas DM1 e 

DM2, o ligante se desprendeu da proteína muito provavelmente pela variante II ter 

adotado uma conformação desfavorável ao ancoramento. 

Com base no que foi apresentado sobre a flutuação dos resíduos nos resultados de 

RMSF, houve uma tendência geral de diminuição na flexibilidade da proteína nas regiões 

discutidas devido às mutações implementadas na proteína. Os complexos apresentaram 

suas regiões II e III – região II abrangendo os resíduos 170-190 e região III os resíduos 

205-220 – com uma tendência de redução na flexibilidade, acompanhando a tendência 

geral mencionada anteriormente. Observando mais atentamente a flutuação dessas 

regiões, foi possível notar que na variante I houve uma tendência de diminuição na 

flexibilidade no entorno do sítio 180 (região II), ao mesmo tempo que houve uma 

tendência de aumento na flexibilidade nas proximidades da His209 (região III). Por outro 

lado, na variante II notou-se uma tendência de aumento na flexibilidade no entorno do 

sítio 180 e uma tendência de redução na flexibilidade nas proximidades da His209. Essa 

alteração “inversa” sobre a flexibilidade  dessas regiões vizinhas no sítio ativo, pode 

desequilibrar  a flutuação média das estruturas na região, fazendo com que o processo de 

ancoramento se torne mais difícil e acarretando ao que foi demonstrado nas figuras de 

dHC nas diferentes simulações apresentadas: ligante posicionado distante da ser132 

(nucleófilo), ligante posicionado fora do sítio, caminha pela superfície da proteína ou se 

desprendendo ao longo da simulação 
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6.2 Estados de protonação  

Existe uma tendência de a His permanecer mono protonada no Estado 2 (E2) – com 

H em Nε –, uma das três possibilidades em que possui prótons (Fig. 36). Contudo, em 

situações em que a His pertence à tríade catalítica de enzimas, como nas serina proteases 

(sendo a IsPETase um exemplo desse tipo de enzima), ela tem preferência pelo Estado 

(1) – com H em Nδ –, que pode ser entendido como favorável ao ancoramento de ligantes 

na proteína [76,77].  

 

Figura 36: Representação dos estados de protonação do anel imidazol da Histidina: duplamente protonado (A), mono 

protonado em Nε (B) e mono protonado em Nδ (C) – Adaptado de [78]. 

Considerando o comportamento dos estados de protonação da His209 

apresentados na seção 5.2.6 (exibidos na Tab. 3, 4 e 5), foi possível notar sua tendência 

de permanecer mono protonada no Estado 1 (E1) em todos os complexos analisados – 

como era esperado. Contudo, o valor médio de permanência em E1 é diferente para cada 

um dos complexos, sendo aproximadamente: 91% (proteína nativa), 81% (variante I) e 

71% (variante II). Como a carga da His em Nδ ou Nε é a mesma, alternar entre esses 

estados acarreta em alterações geométricas no seu anel imidazol [79]. A essas alterações 

podem ser atribuídas as mudanças na formação de ligações de hidrogênio entre a proteína 

e o ligante, assim como o comprometimento do ancoramento, como indicado pelos 

resultados de dHC.  

6.3 Energia livre de ligação por resíduo e distância nucleofílica 

Os resultados dos complexos da proteína nativa com o monômero de BHET, como 

apresentado na seção de resultados se mostraram os mais bem sucedidos entre as 

simulações conduzidas, o que se evidencia pela presença do que se convencionou chamar 

conjunto λ – resíduos Tyr59, Ser132, Trp157, Asp178, Ile180 e His209. Esse conjunto, 

presente nas três simulações realizadas, é bastante importante para o ancoramento do 

ligante, como evidenciado pelos seus resultados de dHC, tanto pela regularidade do gráfico 

quanto pelo valor médio favorável ao ataque nucleofílico (dHC = 4,6 Å). Além disso, os 

dados sobre as ligações de hidrogênio destacam a predominância da interação do Asp178 
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(evidenciado nas três simulações pela decomposição de energia) tanto como receptor 

quanto como doador, indicando um papel estabilizador do Asp178 no ancoramento do 

ligante – Fig. 37. 

 

Figura 37: Complexo da proteína nativa com o BHET (DM1). A ampliação da região do sítio ativo mostra o ligante 

próximo ao nucleófilo da protéina (distância média de 4 Å da Ser132) e também a uma distância favorável a 

formação de ligações de hidrogênio do Asp178. 

Para os complexos com o PET (com exceção da DM1, onde o ligante se 

desprendeu da proteína ao longo da simulação, como indicado na Fig. 38), a 

predominância da interação com a Ala155 está de acordo com a distância proteína-ligante 

exibida na Fig. 39 para a DM2, pois dada sua posição espacial ela pode afastar o ligante 

da Ser132, aumentando a distância proteína-ligante adequada para o início do processo 

de degradação – o que parece ter sido o caso, dado que seu dHC médio foi de 

aproximadamente 7 Å. No caso da DM3, o alto valor de energia devido à His209 se coloca 

como causa provável do desprendimento do ligante após os 250 ns de simulação. 

 

Figura 38: O ligante se desprendeu durante a simulação DM1 do complexo da proteína nativa com o PET. 
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Figura 39: A ampliação do sítio ativo no complexo da proteína nativa com o PET demonstra o ligante deslocado no 

sítio ativo, mais próximo da Ala155, como sugerido pelas ligações de hidrogênio formadas. 

Como foi mencionado na apresentação dos resultados, alguns resíduos do 

conjunto λ não contribuíram pela decomposição de energia. Na DM1 dos complexos da 

variante I com o BHET a ausência do Asp178 pela decomposição de energia, aliada às 

ligações de hidrogênio com permanência abaixo de 40% da simulação, podem ser 

considerados como fatores que permitiram a movimentação do ligante no sítio ativo da 

proteína de modo a realizar um giro (como indicado na Fig. 40), mudando completamente 

a sua posição de ancoramento, mas mantendo dHC baixo (conforme apontado nos gráficos 

na seção de resultados).  
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Figura 40: Sequência de imagens demonstrando variação da posição do ligante no sítio ativo na DM1 do complexo da 

variante I com o BHET. Durante a simulação o ligante realizou um giro e acabou se posicionando de maneira 

deslocada no sítio ativo. As cores representam a superfície da Ser132 (verde), Asp178 e His209 (roxo), Val180 

(laranja), Trp157 (amarelo) e Met133 (vermelho). 

Esse cenário dificultou a permanência do ligante no sítio ativo da proteína. No 

caso da DM2, apesar da interação dos resíduos Tyr59, Trp157 com o ligante, houve 

ligações de hidrogênio principalmente por parte dos resíduos Ser160 e Ala155 por cerca 

de 20% da simulação – Asp178 formou ligações de hidrogênio por apenas 

aproximadamente 11% da simulação. Como Ser160 e Ala155 estão deslocados do sítio 

ativo, essas interações corroboram o que foi apontado nos resultados de dHC, assim como 

o deslocamento do ligante indicado na sequência de imagens na Figura 41, onde o ligante 

se fixa na proteína fora do sítio ativo. 

 

Figura 41: Sequência de imagens que demonstra o deslocamento do ligante na DM2 da variante I complexado com o 

BHET. O ligante se move e se posiciona no sítio ativo deslocado na direção da Met133 (vermelho). As demais cores 

representam a superfície da Ser132 (verde), Asp178 e His209 (roxo), Val180 (laranja), Trp157 (amarelo), Ser160 e 

Ala155 (ciano) e Leu89 (cinza). 

O cenário da DM3 favoreceu o ancoramento do ligante devido à presença de todos 

os resíduos do conjunto λ. Contudo, como o ancoramento apresentou instabilidade (nos 

primeiros 75 ns). Isso pode ser atribuído à energia de ligação pelo Asp178 ter sido 
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desfavorável ao ancoramento (bem diferente daquilo que foi exibido nos complexos da 

proteína nativa) e à baixa quantidade de ligações de hidrogênio – houve ligações 

predominantemente pelo Asp178, mas que se formaram por menos de 50% da simulação. 

Sobre os complexos da variante I com o monômero de PET, as energias dos 

resíduos nas DM1 e DM2 foram muito pequenas, sendo a causa do desprendimento do 

ligante junto com as ligações de hidrogênio que se formaram por menos de 2% da 

simulação. Ao passo que sua DM3, apesar da interação dos resíduos do conjunto λ, suas 

energias foram 50% mais baixas e as ligações de hidrogênio se formaram 40% menos do 

que nos casos em que o ligante permaneceu na proteína – como  nos complexos da 

proteína nativa com o BHET. 

Nos complexos da variante II com o BHET, além da energia de ligação não ser o 

suficiente (como demonstrado nos resultados), a falta de ligações de hidrogênio com 

resíduos importantes (Asp178 ou His209) sugere que o ligante não permaneceu fixo na 

proteína na DM1. Na verdade, a constatação de ligações de hidrogênio que se formaram 

menos de 10 vezes durante a simulação (bem abaixo de 1% do tempo) com diferentes 

resíduos ao longo da proteína indica que o ligante se movimentou ao longo de sua 

superfície – como exibe a Fig. 42, confirmando o ligante fora do sítio ativo da proteína. 

 

Figura 42: Ligante saiu do sítio ativo e caminhou na superfície da proteína na DM1 da variante II complexada com 

BHET. O foi em direção ao resíduo Asp122 (destacado em rosa à esquerda) As demais cores representam a superfície 

da Ser132 (verde), Asp178 e His209 (roxo), Ala180 (laranja), Trp157 (amarelo) e Met133 (vermelho). 

Apesar de dHC médio ter se estabilizado após 100 ns da simulação com o ligante 

afastado do sítio ativo na DM2, a baixa energia de ligação dos poucos resíduos 

interagindo com o ligante no ancoramento (próximo de -1 kcal/mol), aliada com a 

disposição espacial desses resíduos (Ser65, Ser210 e Asn216), podem ser um indicativo 

de um ancoramento instável que em algum momento adiante se desprenderia da proteína 
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ou continuaria a se mover pela sua superfície (Fig. 43) como indicam os dados sobre a 

formação de ligação de hidrogênio, apontando pouquíssimas ligações se formando ao 

longo da simulação, com permanência abaixo de 15% do tempo da simulação. 

 

Figura 43: Ligante  se movimentou na superfície da proteína e se posicionou fora do seu sítio ativo na DM2 da 

variante II complexada com BHET. As cores representam a superfície da Ser132 (verde), Asp178 e His209 (roxo), 

Ala180 (laranja), Trp157 (amarelo) e Met133 (vermelho). 

Na DM3, o posicionamento do ligante com dHC = 6 Å (Fig. 44), apesar da presença 

do conjunto λ quase que na sua totalidade (com exceção da Ser132), pode ser explicada 

pela formação insuficiente de ligações de hidrogênio do Asp178, que não ultrapassou 

50% da simulação, valor abaixo daquele observado nos complexos da proteína nativa – 

casos em que o ligante se posicionou de forma correta no sítio ativo da proteína. 

 

 

Figura 44: Sequência de imagens que demonstra o deslocamento do ligante na DM3 da variante II complexado com o 

BHET. O ligante permanece no sítio ativo, mas posicionado no sítio ativo deslocado em relação à Ser132 (verde), 

com dHC médio de 6 Å, na direção da Met133 (vermelho). As demais cores representam a superfície da Ser132 

(verde), Asp178 e His209 (roxo), Ala180 (laranja) e Trp157 (amarelo). 
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Nos complexos com da variante II o PET, semelhante ao que foi visto nos 

complexos da variante I com o PET, foram as energias pouco favoráveis ao ancoramento 

do ligante (que não ultrapassaram -1 kcal/mol), aliadas às quase inexistentes ligações de 

hidrogênio ao longo da simulação (que se formaram por menos 1% do tempo), que 

levaram ao desprendimento do ligante em todas as três simulações realizadas – como 

apontado pelos resultados de dHC.  

6.4 Energia livre de Gibbs 

Com o que foi apresentado na seção 5.3.4, observar os valores médios da energia 

livre de Gibbs fornece informações adicionais sobre as simulações. O valor médio de 

ΔGcomplexo para cada conjunto de triplicata foi de: -4934,65 kcal/mol (complexo da 

proteína nativa), -4944,63 kcal/mol (complexo da variante I) e -4931,72 kcal/mol 

(complexo da variante II). Com isso, tomando como referência o complexo da proteína 

nativa, a variação entre os valores médios de ΔGcomplexo ficou abaixo de 1%. Isso indica 

que do ponto de vista de energia os complexos (proteína nativa, variante I e variante II) 

se mantiveram estáveis. 

Ao se fazer a média de ΔΔG (energia livre de Gibbs devido à ligação) para cada 

uma das triplicatas tem-se: -26,60 kcal/mol (complexo da proteína nativa), -20,74 

kcal/mol (complexo da variante I) e -20,69 kcal/mol (complexo da variante II). A 

comparação entre esses valores, tendo como referência o complexo da proteína nativa, 

indica que ΔΔG sofreu uma redução de aproximadamente 22% nos sistemas mutados. 

Nesse caso, diferente do que foi observado em ΔGcomplexo médio, o comportamento de 

ΔΔG médio indica que as mutações desfavoreceram a formação do complexo.  
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7 Conclusão 

Com o objetivo de estudar os efeitos de mutações residuais no sítio ativo da 

IsPETase e como essas mutações interferem nas interações da proteína com ligantes, 

foram geradas duas variantes da IsPETase: a variante I, com a mutação que substituiu sua 

Ile180 por uma Val, e a variante II, com a mutação que substituiu a sua Ile180 por uma 

Alanina. O método empregado foi bem sucedido em gerar as proteínas mutadas que, junto 

com a proteína nativa, foram os três modelos de proteína usados para a condução dos 

estudos. A técnica de docking foi efetiva ao fornecer aproximadamente 2700 modelos de 

conformação de ligante (BHET e PET) para cada modelo de proteína, dos quais o modelo 

que apresentou o parâmetro svd com menor valor foi utilizado para a geração do complexo 

– seis complexos ao todo, com cada modelo de protéina complexada com BHET e PET. 

Os sistemas então passaram pela simulação por Dinâmica Molecuar e os dados gerados 

foram analisados. 

 No estudo dos efeitos estruturais das mutações, a comparação dos resultados da 

proteína nativa com as variantes indicou uma tendência de aumento nas variações 

estruturais e conformacionais. Além disso, houve mudanças consideráveis no que diz 

respeito aos estados de energia acessíveis às proteínas, estados que não são 

necessariamente favoráveis ao ancoramento do ligante – como em alguns casos em que o 

mapa de energia livre apresentou algumas regiões metaestáveis inexistentes na proteína 

nativa ou mesmo na proteína isolada. Ficou demonstrado a diminuição da formação de 

ligações de hidrogênio (assim como sua permanência e frequência) ao longo da simulação 

quando se observou as variantes – sistemas mais propensos ao ligante se deslocar pela 

superfície da proteína. Além disso, os resultados sobre as ligações de hidrogênio estão de 

acordo com os resultados de decomposição de energia livre de ligação por resíduo. Essa 

decomposição de energia também indica um comprometimento da interação proteína-

ligante devido às mutações, com diminuição na intensidade da interação dos resíduos com 

o ligante, redução da quantidade de resíduos interagindo com o ligante, vários resíduos 

fora do sítio ativo interagindo com o ligante, confirmando a movimentação do ligante na 

superfície da proteína. A redução da permanência da His209 no estado mono protonada 

em Nδ foi outro fator que acompanhou a redução na formação de ligações de hidrogênio 

nos complexos, dado que as mudanças geométricas devido a alternância entre Nδ e Nε 

interferem no posicionamento do ligante no sítio ativo, o que também influencia nos 

resíduos que interagem com o ligante. 

Os valores médios da distância proteína ligante (dHC definido na seção 2.3) 

também confirmam a mudança na interação proteína ligante, conforme demonstram 

mudanças de posição do ligante dentro do sítio ativo, sua movimentação ao longo da 

superfície (como apontado por outros resultados) e eventualmente seu desprendimento da 

proteína. Apesar de ser comum o desprendimento do ligante como parte do ciclo de 

degradação, para o caso em questão, esse ciclo não foi representado por completo, apenas 
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as etapas de formação do complexo e de sua manutenção – parte do objeto de estudo deste 

trabalho. 

A redução de aproximadamente 22% na energia livre de ligação dos sistemas 

estudados, também evidencia o desfavorecimento causado pelas mutações na formação 

dos complexos. Dessa forma, conforme os resultados apresentados e considerando os 

resultados experimentais conhecidos – Cui, Yinglu, et al., 2021, de Han, Xu, et al., 2017 

e  Joo, Seongjoon, et al., 2018, demonstrando a diminuição do desempenho da atividade 

enzimática da IsPETase pelas mesmas mutações estudadas aqui –, este trabalho evidencia 

o comprometimento do processo de degradação da proteína a partir de um ponto de vista 

teórico sobre processo de formação do complexo proteína-ligante. 

A partir do que foi apresentado aqui para contribuir com o estudo da PETase da 

Ideonela sakaiensis e sua eventual aplicação na biodegradação do PET, pode-se propor 

estudos mais aprofundados sobre o processo de formação do complexo, implementando 

a técnica de Quantum mechanics/Molecular Mechanics (QM/MM) para considerar 

efeitos quânticos no processo, a implementação das mutações em outros resíduos do sítio 

ativo para avaliar seus efeitos sobre o processo de ancoramento, ou propor mutações sobre 

a Ile180 que possam favorecer a formação do complexo. 
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9 Apêndices 

Apêndice A – Sobre a estrutura geral das proteínas 

As proteínas são constituídas por aminoácidos, dos quais os 20 mais comuns são 

α-aminoácidos, ou seja, possuem um grupo carbonila (−𝐶𝑂𝑂𝐻) e um grupo amina 

(−𝑁𝐻3
+) ligados ao mesmo átomo de carbono – carbono-α (Cα). Na Fig. 45 apresenta-se 

um modelo da estrutura geral de um α-aminoácido [55]. 

 

Figura 45: Modelo 2D da estrutura básica de um α-aminoácido [55]. 

Quando constituintes de uma proteína, os aminoácidos se unem por ligações 

peptídicas e passam a ser chamados de resíduos de aminoácidos ou simplesmente 

resíduos, podendo variar numericamente de pouco menos de 100 até mais de 2000 

resíduos. As diferenças nas proteínas são determinadas a partir de seus resíduos e como 

eles se organizam. Essa organização pode se apresentar em uma ou várias cadeias 

peptídicas que se enovelam em estruturas tridimensionais específicas determinadas pela 

sua sequência de resíduos [31,80,81]. 

As possíveis estruturas podem ser definidas da seguinte maneira: primária, 

secundária, terciária e quaternária – Fig. 46. A estrutura primária é o nível mais básico de 

organização, sendo ela a ordem linear em que os resíduos se apresentam na cadeia 

principal. A estrutura secundária consiste nas possíveis formas adquiridas por essas 

sequências de resíduos – sustentadas por ligações de hidrogênio –, onde as principais 

formas são hélices-α e fitas-β, das quais um conjunto de fitas-β (paralelas e/ou 

antiparalelas) forma uma estrutura conhecida como folha-β. Quando resíduos na estrutura 

primária podem interagir uns com os outros para formar as estruturas secundárias, 

possibilitando que resíduos distantes interajam, isso acaba mudando a forma geral da 

proteína, de modo que o enovelamento a que se chega é a estrutura terciária. Com isso, a 

estabilidade termodinâmica é alcançada com os resíduos hidrofílicos se posicionando na 

superfície da proteína e aqueles hidrofóbicos em seu interior. Por último, os complexos 
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formados por múltiplas cadeias de polipeptídios dão origem à estrutura quaternária, ou 

seja, é o arranjo tridimensional de dois ou mais polipeptídios em uma proteína [82]. 

 

Figura 46: Hierarquia estrutural das proteínas – estrutura primária (A), estrutura secundária (B), estrutura terciária (C) 

e estrutura quaternária (D). Adaptado de [83]. 

A forma natural com que uma proteína se enovela (seguindo a hierarquia 

apresentada anteriormente) é conhecida como sua conformação nativa. Essa estrutura é 

estabilizada por múltiplas interações fracas – como interações hidrofóbicas, ligações de 

hidrogênio e interações covalentes – e muitas vezes é adotada sem assistência nenhuma, 

apenas através das propriedades químicas de seus resíduos [55,84]. A estrutura 

tridimensional da proteína é fundamental na definição de sua função, bastante dependente 

de sua flexibilidade [30,85]. 

Apêndice B – Descrição dos scripts em Python 

Nos processos anteriores à simulação (minimização, aquecimento e equilibração) 

e para a própria simulação (produção) foi utilizado o ASM.py para conduzir os processos. 

O AMBER Simulation Manager (ASM) automatiza a preparação e a realização da 

simulação via DM com o pacote Amber/AmberTools. Com uma única linha de comando 

é possível definir as condições e parâmetros da simulação (definidos na seção 4.4). Essas 

informações são armazenadas nos respectivos arquivos de entrada (min.in, annealing.in, 

equlibration.in e production.in) e com a adição da flag -prepstop à linha de comando, o 

sistema (proteína isolada ou complexada) é construído e o processo é interrompido antes 

do início da minimização. Essa parada permite a edição manual (caso necessário) de cada 
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um dos arquivos antes da retomada do processo – o que pode ser feito prontamente com 

um comando bash. 

Parte dessa linha de comando é dedicada a implementar as mutações que se deseja. 

A flag -mut serve para informar o resíduo padrão a ser substituído seguido do novo 

resíduo, como por exemplo: -mut SER_160_MET, caso em que se substitui a Serina na 

posição 160 por uma Metionina. Na seção 4.2, onde foram apresentadas as mutações 

implementadas neste trabalho, foram utilizadas as seguintes flags: -mut ILE_208_VAL, 

substituindo a Isoleucina na posição 180 por uma Valina, para gerar a variante I e -mut 

ILE_208_ALA, substituindo a Isoleucina na posição 180 por uma Alanina, para gerar a 

variante II. Vale lembrar que o pdb4amber corrige a contagem dos resíduos da proteína, 

por isso o comando utiliza a numeração 208 para alterar o resíduo 180. Quanto à análise 

de dados os seguintes scripts foram empregados (todos baseados em comandos presentes 

no próprio cpptraj): 

1) Analysis_plot.py: Com os arquivos gerados pelo cpptraj esse script padroniza a 

apresentação gráfica dos dados. As análises produzidas são: RMSD, RMSF, RG, 

prot_state (organizando a distribuição dos estados de protonação) e dist. (a variação da 

distância nucleofílica ao longo da simulação). O script possibilita a geração de múltiplos 

gráficos (seja em coluna ou todos juntos) e ainda permite a escolha do tamanho da fonte, 

idioma, conversão do eixo X de frames para ns, entre outros. 

2) Prot_transition.py: Munido dos dados gerados pelo cphstats (ferramenta associada 

ao cpptraj), fornece arquivos com as informações organizadas sobre a distribuição dos 

estados de protonação dos resíduos – resíduos tituláveis selecionados previamente à DM. 

3) Multidock_Vna.py: Semelhante ao ASM.py, gerencia o uso do AutoDock Vina na 

geração de diversas conformações do ligante com base nas configurações definidas 

previamente ao processo como área de busca, número de execuções da rotina etc. 

4) AvR_Docking.py: Baseado nos diversos modelos conformacionais do ligante gerados 

com o Multidock_Vna.py, esse script gera um gráfico da “afinidade de energia vs 

distância” – no caso a distância nucleofílica definida na seção 2.3 – de todos os modelos 

gerados. Ao mesmo tempo, no terminal, o script imprime os melhores modelos em ordem 

decrescente de afinidade, além de salvar essas informações em um arquivo de texto. 

5) decode_mmpbsa.py: Em posse dos arquivos gerados com o MMPBSA (Apêndice C), 

esse script gera os gráficos da decomposição de energia de ligação (por resíduo). É 

possível gerar os gráficos separadamente ou em colunas, escolher a quantidade de 

resíduos destacados no gráfico, definir a numeração dos resíduos (baseado na numeração 

do PDB ou na correção do pdb4amber), entre outros. 
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Apêndice C – Decomposição de energia com MMPBSA 

Para a obtenção das energias de ligação foi utilizado o script em Python 

MMPBSA.py.  É uma técnica de pós-processamento para calcular a variação de energia 

livre entre dois estados. Geralmente emprega uma aproximação onde o espaço de 

configurações explorado é bastante similar tanto para o estado isolado quanto para o 

complexado. Nesse método, o solvente explícito e os íons são removidos da trajetória 

para acelerar a convergência, evitando que termos de interações solvente-solvente 

prevaleçam. 

Em uma simulação realizada com solvente explícito (como definida na seção 4.4), 

o MMPBSA requer um arquivo de topologia do complexo solvatado, do complexo sem 

solvente e dos arquivos de topologia individuais da proteína e do ligante (4 arquivos no 

total). A ferramenta ante-MMPBSA (outro script em Python) permite a geração desses 

arquivos de topologia – Fig. 47. Em posse desses arquivos, o script para dar início ao 

processo é gerado. Esse arquivo de entrada foi desenvolvido para ser o mais familiar 

possível a outros programas do AMBER. Entre os nomes permitidos nos cabeçalhos dos 

arquivos de entrada (&general, &gb, &pb, e &decomp, para citar alguns), foi escolhido 

o &general para elaborar o script utilizado neste trabalho e &gb para que os cálculos 

fossem feitos com base no modelo Generalizado de Born (GB)  – consultar manual do 

AMBER 18 para maiores detalhes [41]. 

 

Figura 47: Representação do script para a geração dos arquivos base para a obtenção dos dados sobre a decomposição 

de energia. 
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O script foi feito considerando uma análise sobre parte dos frames da trajetória 

(startframe=701, endframe=1000) e desconsiderando 1 frame a cada 2 (interval=2), como 

o intuito de agilizar o processo sem grandes perdas de informação. Foram definidos os 

arquivos de topologia do ligante (ligand_mask=266) e da proteína (receptor_mask=1-

265). Também foi indicada a remoção das moléculas de água e dos íons 

(strip_mask=:WAT:Na+:Cl-) na etapa de geração do arquivo de topologia do complexo 

– tudo isso sem levar em conta qualquer termo relacionado à entropia (entropy=0). Foi 

utilizado o método generalizado de Born (igb=8) – para mais detalhes consultar o manual 

do AMBER18 [41] – e concentração molar de sal predefinida (saltcon=0.1). O esquema 

de decomposição de energia escolhido foi por resíduo, onde os termos 1-4 (referentes a 

átomos separados por três ligações covalentes consecutivas) foram adiocionados aos 

termos de energia potencial interna (idecomp=1). O parâmetro dec_verbose=1 permitiu o 

registro de informações relacionadas à variação de energia total, cadeia lateral e cadeia 

principal. Com os arquivos gerados, o cálculo da decomposição de energia pode ser 

iniciado – neste trabalho foi empregado a versão MPI. 

Apêndice D – Conversão de arquivos para produção dos mapas 

de energia livre no PyMOL 

Como descrito na seção 4.6 da metodologia, para a geração dos gráficos de energia 

livre (FEL) arquivos do formato AMBER foram convertidos para formato GROMACS 

por questões de compatibilidade com o Geo-Measures, plugin do PyMOL. O processo de 

conversão foi realizado com o auxílio de dois scripts em Python: o convert.py e 

mdconverter (parte do MDTraj). O primeiro script usa o ParmEd para realizar a conversão 

(por isso nomeado dessa forma) dos arquivos .prmtop e .rst7 para o formato .top e .gro, 

respectivamente – Fig. 48. 

 

Figura 48: Modelo de script para conversão de arquivos de topologia e coordenadas.  

Para a conversão do arquivo de trajetória foi usado o mdconverter, ferramenta que 

acompanha o pacote MDTraj [72]. Esse script realiza a conversão com o seguinte 

comando: mdconvert -o .xtc -c nframes .ntc, em que “-o .xtc” é o arquivo de saída 

(convertido no formato do GROMACS), “-c nframes” indica a quantidade de frames que 

se deseja converter (para este trabalho nframes=1000, ou seja, a trajetória inteira) e “.ntc” 

representa o arquivo de trajetória do AMBER que será convertido. 


