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Resumo

Uma das principais causas da poluicdo ambiental € o acimulo de polimeros sintéticos na
natureza. Para lidar com esse problema, o uso de bactérias que produzem enzimas que
degradam polimeros (tratamento bioldgico) pode ser uma alternativa. Para este trabalho
a PETase produzida pela Ideonella sakaiensis foi escolhida (IsSPETase) 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 enzimatica a temperatura ambiente. Com
0 auxilio da simulacéo via Dindmica Molecular (DM), foi investigado como mutacGes no
sitio ativo da proteina interferem na sua interacdo com ligantes — especificamente no
processo de ancoramento. Mutar a Isoleucina 180 por uma Valina (variante I) e por uma
Alanina (variante I1) reduziu o nimero de residuos interagindo com o ligante, assim como
aumentou a distancia proteina-ligante — consequéncia da reducdo da formacao de ligacdes
de hidrogénio entre a proteina e o ligante. A energia livre de Gibbs também diminuiu pela
implementacdo das mutac@es, indicando perda de afinidade entre a proteina e os ligantes
analisados, comprometendo a manutengéo do complexo.

Palavras-chave: Tratamento biol6gico « ISPETase « Dindmica Molecular « Mutagéo
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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 1) and for an Alanine (variant I1) 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 Introducao

A poluicdo é um problema bastante conhecido, de modo que a poluicdo do ar, a
presenca de residuos industriais no ciclo das aguas e o enorme acumulo de polimeros
sintéticos (plasticos) na natureza, figuram entre suas principais formas [1-4]. A partir do
surgimento dos polimeros sintéticos, o paradigma dos produtos, embalagens e seus
sistemas de producdo foi profundamente alterado [5]. A industria se desenvolveu
consideravelmente com a criagdo de vérias rotas de producgéo de plasticos baseadas em
fontes petroquimicas. Dessa maneira, a associa¢do do baixo custo de producdo com a
versatilidade dos polimeros produzidos, acabaram tornando-os essenciais para a
sociedade moderna [6,7].

Contudo, da vasta quantidade de polimeros produzidos, aproximadamente 50% desse
montante é empregado em atividades de uso Unico, como embalagens e produtos
descartaveis. Assim, as caracteristicas que os tornam industrialmente interessantes
(resisténcia e impermeabilidade) sdo 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: Acimulo de residuos plasticos no meio an?bie_nte.[é?daptado de Nature Communications “The future of
plastic” [9].

Comercialmente, os principais polimeros sdo: polipropileno (PP), poliestireno
(PE), cloreto de polivinila (PVC), poliuretano (PU) e polietileno tereftalato (PET)
[10,11]. O PET - estrutura monomeérica representada na Fig. 2 — é um dos poliésteres
sintéticos mais usados no mundo devido a sua excelente combinacdo de propriedades
mecéanicas, quimicas e térmicas [12]. Sua producédo se da pela polimerizagéo de etileno
glicol (EG) e &cido tereftdlico (TPA), onde suas unidades basicas sdo associadas por
ligacOes ésteres [13,14]. O produto dessa reagdo € um composto com muitas ligacGes
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 superficie hidrofobica. Essas
caracteristicas acabam dificultando a biodegradacdo do polimero pela mera exposicdo ao
meio ambiente [5].

2 o
\n/©/”\° g S A
o
e
o n 4
PET

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

Como a maioria dos polimeros sintéticos, o PET é derivado do petréleo e estima-
se que até 2050 sua producdo seja responsavel por 20% do uso do petréleo mundial
[14,16]. Dessa maneira, o gerenciamento do acumulo de plastico € um assunto de suma
importancia. Uma das possibilidades seria a substitui¢do dos polimeros sintéticos por seus
equivalentes biodegradaveis. No entanto, como suas propriedades fisico-quimicas néo se
equiparam aquelas dos plasticos convencionais, eles ainda correspondem a uma baixa
porcentagem do total produzido — além da reciclagem manter os polimeros convencionais
como o PET em circulagdo [4,12].

Dentre as estratégias existentes para a reciclagem/recuperacdo do PET, as
principais sdo: os tratamentos fisico, quimico e bioldgico. O tratamento fisico converte o
polimero em novos produtos através da remodelagem (trituracdo) 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 implementacdo desse método de reciclagem [5,12]. No
tratamento quimico, por outro lado, o polimero é convertido em seus mondmeros basicos
através de reacBes quimicas sem que ocorra uma degradacdo significativa. Contudo, entre
as desvantagens apresentadas por esse método, as principais sdao o alto consumo de
energia e 0s residuos gerados, que acabam contribuindo para a poluigdo ambiental
[12,17]. Diante das limitacfes nas técnicas fisico-quimicas tradicionais de reciclagem, o
tratamento bioldgico (baseado no emprego de enzimas produzidas por microorganismos)
se destaca ao se propor como uma rota alternativa que néo traz os problemas apresentados
pelos outros métodos [12,18]. Além disso, o gerenciamento via tratamento bioldgico se
mostra promissor espacialmente para polimeros com estruturas quimicas passiveis de
hidrolise, como é o caso do PET [10].

No que diz respeito ao PET, sdo conhecidos diversos microorganismos que
produzem enzimas com a capacidade de realizar sua degradacgdo. Essas enzimas sdo
conhecidas como PET-hidrolases, podendo ser do tipo esterases, lipases ou cutinases
[4,12]. S&o alguns desses microorganismos: Thermobifida fusca, Thermomyces insolens,
Humicola insolenses, Candida antarctica, Saccharomonospora viridis, Bacillus subtilis
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e Fusarium Solani, para citar alguns [4,5,19]. Com isso, mono(2-hidroxietil) tereftalato
(MHET), acido tereftalico (TPA) e bis(2-hidroxietil) tereftalato (BHET) sdo compostos
bem conhecidos como resultantes da reacdo de degradacdo do PET [16,20-22] — o Gltimo
destes, o BHET, por se tratar de um composto intermediario 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 degradacdo proxima dos
70 °C — conhecida como temperatura de transicdo (Tg) [5]. Nessa temperatura a
mobilidade das cadeias do polimero aumenta e ele se torna mais suscetivel ao processo
de hidrolise, condi¢do que obrigaria as enzimas a serem resistentes a altas temperaturas
(termoestaveis). Dessa forma, o nimero de bactérias capazes de hidrolisar o PET préximo
de T4 se torna bastante reduzido, além da exposi¢do prolongada a altas temperaturas
comprometer o desempenho hidrolitico das enzimas, sendo essas algumas das razbes para
0 interesse em enzimas capazes de operar em temperaturas mais baixas do que a
temperatura de transi¢do do PET [5,21,26,27].

Em 2016, na universidade de Keio, Japdo, 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 atraves 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 degradacdo do polimero [10-12]. A PETase da I. sakaiensis
(IsPETase), por apresentar atividade enzimatica em temperaturas moderadas (por volta
de 30 °C) e dispor de alta afinidade com o PET, dispensa as altas temperaturas (Tg) que
favorecem a degradacdo do polimero, o0 que as demais enzimas precisam devido as suas
reduzidas afinidades com o esse polimero em comparacdo com a IsPETase. Essas
propriedades Unicas da ISPETase tornam a |. sakaiensis uma forte candidata para
aplicacdo na biodegradacéo do PET [12,24]. Vale notar que a forma de implementagéo
do que se discute neste trabalho, se a enzima seré aplicada diretamente ou se suas enzimas
serdo utilizadas em, por exemplo, biorreatores para a reciclagem, nao faz parte do escopo
deste trabalho — voltado exclusivamente para o estudo e conhecimento da enzima.

188 nm
AA6 1 S

Figura 3: Microscopia eletronica da I. sakaiensis. Adaptado de Yoshida et al., 2016 [28].
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Considerando o acumulo de polimeros sintéticos e a importancia de aprimorar as
técnicas para reduzir sua presenca no meio ambiente, foram investigados neste trabalho
aspectos estruturais e funcionais da PETase proveniente da bactéria |. sakaiensis
(IsPETase). Para avaliar sua viabilidade como microorganismo no tratamento biolégico
desses poluentes, aspectos relacionados a interacéo proteina-ligante foram analisados. O
estudo foi conduzido via simulacdo por dindmica molecular de duas variantes da
ISPETase obtidas através de mutacéo na regido de seu sitio ativo (sem alterar os residuos
da triade catalitica). Foram investigados aspectos estruturais e conformacionais da
proteina, quais residuos contribuem com o processo de ancoramento e a distancia média
do ligante a proteina. Os resultados obtidos complementam os dados experimentais a
respeito das mutacGes implementadas. Os monémeros utilizados para a montagem dos
diferentes sistemas estudados foram BHET e PET.

Adiante, no capitulo 2, sdo relatados alguns conceitos basicos relacionados as
proteinas, a enzima estudada neste trabalho é apresentada, assim como aspectos sobre
simulacdo computacional e algumas técnicas que complementam a simulacdo. No
capitulo 4, a metodologia empregada é descrita — implementacdo das mutaces,
preparacao dos complexos, os protocolos de dindmica molecular empregados e as analises
de dados realizadas. Os resultados estdo no capitulo 5, seguidos da sua discussdo no
capitulo 6 e da conclusdo no capitulo 7. Detalhes extras sobre proteinas e sobre alguns
procedimentos apresentados na metodologia encontram-se nos apéndices.
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2 Revisdo da Literatura
2.1 Breves conceitos sobre proteinas

As proteinas sdo estruturas baseadas em aminoacidos (Apéndice A). Das diversas
funcBes que podem apresentar — regulatdrias do ciclo celular, estruturais, transportadora,
sinalizadora etc —, ha grande interesse nas suas func¢des enzimaticas. Esse € o caso onde
elas agem sobre substratos reduzindo a energia de ativacdo necessaria para que reacdes
quimicas especificas acontecam [29]. Elas se ligam aos substratos atraveés de seus sitios
ativos que muitas vezes representam de 10 a 20% do volume total da proteina. Os residuos
de aminoacidos que constituem seu sitio ativo podem apresentar diversas sequéncias,
estruturas e propriedades. Isso é uma importante caracteristica que permite a enzima se
ligar especificamente a diferentes substratos. Pequenas mudancas nos residuos
encontrados no sitio ativo alteram drasticamente a especificidade do substrato e
consequentemente a reacao que a enzima catalisa [30]. Do ponto de vista de suas funcdes
e atividades, existem seis grandes categorias de enzimas: oxirredutases, transferases,
hidrolases, liases, isomerases e ligases, em que cada grupo de enzimas € especializado em
um tipo de processo [31].

2.2 A proteina da Ideonella sakaiensis

A anélise completa do genoma da ISPETase revelou que, entre as seis grandes
categorias de enzimas mencionadas anteriormente, ela pertence ao grupo das hidrolases
(especializadas em hidrdlise), mais especificamente da superfamilia o/p hidrolase [11]. A
ISPETase apresenta a conformacdo candnica dessa superfamilia que, mesmo com uma
sequéncia de aminoéacidos bastante diferente, compartilha um enovelamento semelhante
as demais enzimas pertencentes a esse grupo — carboxilesterases e cutinases [32]. O
enovelamento classico de o/B-hidrolase da IsPETase foi confirmado através de
cristalografia de proteinas e difracéo de raios X. De acordo com os dados experimentais,
a enzima é composta por 265 residuos de aminoacidos cuja estrutura secundaria é
predominantemente formada por 9 fitas-B ¢ 7 hélices-o — Fig. 4-A [7]. Enquanto outras
enzimas anélogas apresentam apenas uma ponte dissulfeto em sua estrutura, a IsSPETase
possui duas. A ponte dissulfeto conservada (presente também em outras enzimas) une o
terminal-C ao seu Gltimo lago, enquanto que a segunda ponte dissulfeto (especifica da
ISPETase) une os dois lagos que abrigam a triade catalitica da proteina [18,19].

21



Figura 4: Em (A) a estrutura terciaria (estilo cartoon) da IsPETase (cddigo PDB: 6EQE) com suas principais
estruturas secunddrias: 9 fitas-p (amarelo) — formando a folha-p central da proteina — e 7 hélices-a (lilés). As duas
principais estruturas do sitio ativo da IsPETase estdo ampliadas ao lado, com os residuos representados na forma
esferas e bast0es: (B) a triade catalitica, com os residuos Ser132 (vermelho), Asp178 (laranja) e His209 (verde); (C) a
fenda de oxianion, composta pelos residuos Tyr59 (rosa) e Met133 (verde).

O sitio ativo abriga duas estruturas fundamentais para a atividade da proteina: a triade
catalitica e a fenda de oxianion — Fig. 4-B e 4-C, respectivamente. A triade catalitica tem
a forma geral observada em outras carboxilesterases: Serina (Ser) — Aspartato (Asp) —
Histidina (His), em que no caso especifico da IsPETase compreende as seguintes
posicOes: Ser132—-Asp178-His209, onde a Ser132 é o nucletfilo do carbono da carbonila
da ligacdo éster presente no substrato [9,16]. A fenda de oxianion, por sua vez, é formada
pelos residuos Tirosina (Tyr) e Metionina (Met), respectivamente nas posi¢Ges 59 e 133
(Tyr59-Met133), estando essa regido na vizinhanca imediata a triade catalitica. Juntos,
esse par de residuos é responsavel pela estabilizacdo dos intermediarios resultantes do
processo de degradacdo. Esse par de estruturas trabalha em conjunto no processo de
degradacéo realizado pela IsPETase [19,33].

2.3 O processo de degradacao realizado pela IsPETase

O mecanismo de degradacdo da IsPETase é bastante discutido na literatura. Entre
os modelos, ha aquele que divide o processo em duas etapas, em que apds o ligante se
posicionar no sitio ativo da proteina ocorre a geracdo do nick (clivagem na cadeia
polimérica) seguida da digestdo do terminal polimérico — Joo, Seongjoon, et al., 2018; ja
0 modelo proposto B.K. Ge, G.M. Hu e C.M. Chen., 2021, divide o processo em quatro
etapas, em gque 0 mecanismo se baseia em um ataque nucleofilico sobre a cadeia
polimérica. Outros modelos ainda procuram explicar o mecanismo com base nos produtos
gerados pela degradacdo (Han, Xu, et al, 2017) ou ainda sob aspectos voltados a
bioguimica, como as intera¢des inter-residuais das estruturas da proteina (Burgin, Tucker,
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et al, 2024) ou substituicdes nucleofilicas e os produtos que elas geram (Eugene
Shrimpton-Phoenix, John B. O. Mitchell e Michael Buhl, 2022) [23,24,33-35]. Contudo,
apesar de haver algumas diferencas nos modelos propostos, é possivel fazer uma
generalizacdo do mecanismo da ISPETase. No presente trabalho isso sera feito com base
no modelo de Ge, Hu e Chen [23], esquematizada na Fig. 5. Incialmente, a proteina e o
ligante encontram-se separados — Ligante (LIG) + Proteina (Prot). O processo € iniciado
a partir do ancoramento do ligante para a formacdo do complexo ligante-proteina
(LIG—Prot). O ancoramento é tal que a ligacdo ester do substrato fica posicionada
proxima da Ser132 que entdo realiza o ataque nucleofilico sobre a carbonila do ligante,
dando inicio a reacdo de degradacdo. Esse posicionamento é favoravel ao ataque
nucleofilico desde que duc seja de aproximadamente 4 A (duc ~ 4 A), como indicado por
Vyas, Bhawna, et al., 2018 [36], em que dnc € definido como a distancia entre oxigénio
da hidroxila da Ser132 (°"Oser132, 0 nucledfilo da proteina) e o carbono da carbonila do
ligante (°°°HCyc) — distancia nucleofilica.

LIG + Prot

1) oy 4) Prot + P2 + P1
Cor ] ] o= !
O:<{ Enzima Enzima e * Q
2 2
ancoramento ataque nucledfilo
pela agua
L sivet » AUS&3Prot + P1
2) R ataque nucledfilo  3)
N—Enzima
}?,,Uansferénciu de elétron pela Ser132 0 1
Ry En'zima 2
sistema complexado enzima-alcil intermediaria

Figura 5: Esquema simplificado do processo de degradacéo realizado pela IsSPETase. Baseado no fluxograma
apresentado por Ge, Hu e Chen [23].

Entdo, a partir dessa primeira reacdo surge o primeiro produto (P1), ao mesmo
tempo em que o complexo assume a forma intermediaria enzima-acil (A~'C«<Prot + P1).
A proxima etapa acontece com um segundo ataque nucledfilo, agora realizado pelo
oxigénio da agua — novamente sobre a carbonila do ligante. Esse processo gera um
segundo produto (P2) e o sistema retorna ao seu estado inicial — com a proteina isolada —
com o fim da degradacdo do ligante (Prot + P1 + P2).

2.4 Ferramental computacional

Neste trabalho, foi realizado um estudo teérico computacional sobre o mecanismo
da IsPETase para degradacdo do PET e para isso foi utilizado o método de simulagdes
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por Dindmica Molecular (DM) [37]. Essa € uma das principais técnicas de simulagéo,
baseada na solu¢do numeérica das equacdes classicas de movimento para uma determinada
colecdo de atomos [38]. Ela é bastante importante no estudo das estruturas, funcdes e
dinamicas das biomoléculas [37]. E usualmente o método computacional escolhido para
0 estudo de grandes moléculas como as proteinas [38]. Uma de suas principais vantagens
é a possibilidade de fornecer detalhes em escala atbmica sobre a dinamica de um sistema
em um grau muito maior do que aquele fornecido pelo experimento real [37].

A técnica das simulacdes via DM alcangou uma maturidade que pode ser
efetivamente usada para entender as relagdes entre estrutura e fungdo de macromoléculas
[39]. H& duas aproximacdes basicas inerentes & DM sobre as quais 0s estudos podem ser
conduzidos. A primeira abordagem remete aos casos em que os efeitos quéanticos ndo séo
desprezados, tornando necessario o uso de integrais de caminho — abordagem capaz de
descrever o comportamento dos elétrons sob aspectos quanticos, permitindo o estudo de
interacdes moleculares e propriedades do sistema com maior precisdo. Na segunda
aproximacdo, os atomos sdo entendidos de acordo com a mecénica Newtoniana, ou
mecanica classica (DM cléssica) [38].

A DM classica segue o conceito de que em primeiro lugar deve-se considerar
alguma lei que descreva as interagcfes entre os atomos do sistema. Essa lei costuma ser
desconhecida, mas pode ser aproximada com diferentes graus de precisdo por modelagem
via célculos de estrutura eletrénica ou pelos force fields (campos de forga). O campo de
forca é uma expressdo matematica que descreve a dependéncia da energia de um sistema
sobre as coordenadas de suas particulas, € uma forma analitica da energia potencial
interatdmica aliada a alguns parametros. Esses pardmetros geralmente séo obtidos por
calculos de mecénica quantica ab initio ou semiempiricos ou ainda por adequacéo a dados
experimentais conhecidos. O campo de forca substitui os potenciais verdadeiros por
modelos simplificados para facilitar os célculos, mas ainda detalhados o suficiente para
reproduzir as propriedades de interesse do sistema estudado [40].

Em seguida é necessario um algoritmo para integrar as equagdes de movimento dos
atomos no sistema e por ultimo, para que a integracao ocorra, as condic¢des iniciais devem
ser estabelecidas. A simulacdo por DM permite um controle muito maior sobre
parametros do sistema (temperatura, pressdo, configuracdo atdmica, por exemplo) do que
nos casos experimentais [37]. Seguindo o caminho da DM cléssica e em posse do sistema,
as forgas sobre cada atomo sdo obtidas pela derivagdo das equacfes Newtonianas (0s
campos de forga) de onde a energia potencial é deduzida a partir da estrutura molecular
do sistema. As caracteristicas simplificadas das macromoléculas biol6gicas sdo
representadas da seguinte maneira pelo campo de forca: ligagfes covalentes de particulas
ligadas sdo descritas por um termo harmonico simples; a variagdo angular dessas ligaces
é descrita por meio de uma aproximacdo do potencial harménico; as torsbes sao
representadas normalmente por uma série de cossenos; as interacGes de van der Waals
sdo descritas a partir de uma forma simplificada do potencial de Lennard-Jones; as
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interacdes eletrostaticas sdo dadas pela lei de Coulomb. Essa abordagem garante que 0s
calculos de forca e energia sejam realizados de forma mais eficiente até mesmo para
sistemas grandes. Entre os codigos de simulacdo mais populares estdio: CHARMM,
GROMACS e NAMD e AMBER [39].

Neste trabalho foi utilizado o software AMBER, acronimo para Assisted Model
Building with Energy Refinement, na sua versdao 18 [41]. Trata-se de um conjunto de
programas que calcula a trajetdria das simulagdes via DM, oferecendo tanto uma
abordagem hibrida (com mecénica quantica e mecanica molecular classica — QM/MM)
quanto a abordagem cléssica da DM (através da solucdo das equagdes de movimento
Newtonianas). Para o estudo desenvolvido neste trabalho foi adotada a abordagem
classica — como descrita em paragrafos anteriores. O AMBER18 é divido em duas partes:
AmberTools (um conjunto de softwares gratuitos) e Amber (centrado no programa
pmemd), este dependente de licenga para sua aquisicao.

2.4.1 Alguns programas do AmberTools

O AmberTools é constituido por codigos que permitem a criacdo de campos de
forca, preparacdo bésica para simulaces com AMBER, ferramentas para analisar a
estrutura/dindmica nas trajetorias etc. Entre as ferramentas disponiveis no AmberTools
estdo: LEaP, parmed, Antechamber, cpinutil.py, o script em Python MMPBSA.py e 0
maodulo sander. O LEaP, acrdnimo construido a partir dos nomes de antigos softwares do
AMBER que ele substitui — do inglés link, edit and parm —, é usado para preparar arquivos
de entrada para os programas do AMBER. Ele constr6i novos residuos e moléculas, une
residuos e cria complexos moleculares ndo ligados, modifica coordenadas internas de
moléculas, etc. Ele também é a ferramenta bésica para construcdo de campos de forga. O
parmed edita, predominantemente, arquivos de topologia. Através dele pode ser feita a
edicdo de angulos interatbmicos, mudanca de estados de protonacao de residuos, remogéao
de ligagdes atdbmicas 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).
Ja o Antechamber é uma reunido de programas escrito para ser utilizado em conjunto com
0 campo de forcas generalizado do AMBER (GAFF), voltado para geracdo de arquivos
de moléculas orgéanicas (e alguns metais centrais em proteinas). Entre 0s programas
disponiveis esta 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 compativeis para o LEaP. Apresenta fungdes como: trocar formatos de arquivos
moleculares (.prep, .pdb, .mol2, .gzmat etc), atribuicdo de cargas atdbmicas, tipos de
atomos e ligacOes etc [41,42]. Se alguma informacdo ainda estiver faltando ao final do
processo realizado pelo antechamber, o parmchk2 ¢é a ferramenta recomendada para a
criagdo de um arquivo gue vai assistir o usuario na geracao dos parametros necessarios.
Seré escrito um arquivo de modifica¢do de campo de forca (.frcmod) contendo quaisquer
parametros que sejam necessarios para a molécula, mas que nao foram supridos pelo
campo de forca [41]. Com relacdo ao pH, € possivel implementar a titulagdo da cadeia
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lateral de alguns residuos — Asp, Glu, His, Lys, Tyr e Cys. O processo comeca pela
mudanca do nome dos residuos no arquivo .pdb de modo que o .prmtop tenha um atomo
de hidrogénio definido em todos os possiveis sitios de protonacdo. Isso € feito com o
auxilio da ferramenta cpinutil.py. E um script em Python é utilizado para a geracdo do
arquivo (.cpin) que descreve quais residuos devem ser titulados, os possiveis estados de
protonacdo e suas energias.

O script MMPBSA executa célculos de Molecular Mechanics / Poisson-Boltzmann
(or Generalized Born) Surface Area, ou pelo acronimo MM/PB(GB)/SA. E um método
de pds-processamento em que estruturas instantaneas (snapshots) de um conjunto de
conformac0Oes séo usadas para calcular as variages na energia livre entre dois estados
(geralmente entre um estado ligado e um livre de uma proteina e um ligante). As
diferengas de energia sdo referentes a energia da fase vapor (gas phase) e as duas
componentes da energia de solvatacdo (polar e ndo polar). Na fase vapor a energia esta
relacionada as interagdes intra e intermoleculares (proteina, ligante, complexo),
calculadas pelo MM. Elas s&o independentes do modelo de solvente escolhido porque nos
calculos o solvente ndo € considerado e o sistema é tratado como se estivesse no vacuo.
Para a componente polar da energia de solvatacdo sdo consideradas as interacdes
eletrostaticas de longo alcance entre a molécula e o solvente, modeladas pelo PB (ou GB,
uma forma aproximada da equacdo de Poisson-Boltzman). Por outro lado, para a
componente ndo polar, sdo consideradas as intera¢des hidrofébicas entre a molécula e o
solvente, modelada pelo SA (proporcional a area de superficie acessivel ao solvente) [41].

O Simulated Annealing with NMR-Derived Energy Restraints, ou sander, € 0
médulo do AMBER que realiza minimizacdo de energia, dindmica molecular e
refinamentos NRM (ressonancia magnética nuclear). E usado para diversas simulacdes
que n&o se limitam a NMR. Entre as funcionalidades do sander podem ser citadas como
exemplo: procedimento da malha de particulas de Ewald (Particle Mesh Ewald),
simulagbes ndo periodicas, céalculos de energia livre, refinamento estrutural NMR,
calculos QM/MM etc. O sander possui 0 campo de forga basico na seguinte forma:

K K
Ve = Y 2h-b)tt Y —0-6,)
ligagdes angulos
+ ) (/21 +coslng - 8)) 0
diedrais
+ Z (4ij/ri?) = (Bij/r) + (4:9;/737)
nao ligadas
Lj
Na equagdo (1) o primeiro termo é o potencial harménico que representa as
extensdes espaciais de atomos ligados; o segundo termo € o portencial harménico para as
variacOes angulares das ligacOes; o terceiro termo representa as torsdes das ligacOes
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através de uma série de cossenos; 0 quarto termo representa as interacoes eletrostaticas
(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. N&o se trata de uma atualizacdo completa do
sander, na verdade seu objetivo é ser uma implementacdo da funcionalidade que mais
sera usada para lidar com um sistema de longa escala temporal solvatado de forma
explicita ou implicita.

2.4.2 Simulacéo pelo AMBER

O pmemd, Dinamica Molecular por Malha de Particulas de Ewald (Particle Mesh
Ewald Molecular Dynamics), € uma técnica de simulagdo baseada no método de Ewald
para calcular forcas de natureza Coulombiana em sistemas periédicos. Um exemplo
basico de sistema periddico é um sistema de ions pontuais que interagem via potencial de
Coulomb. Considerando o sistema em uma célula unitaria com condicfes periddicas de
contorno, o potencial desse sistema assume a forma de uma série infinita:

*

v @
—_— at
E(ry,..,Tn) = ZZZZM—T —-n|’ @

nez3 i=1 j=1

onde ri é a posi¢do de g, rj é aposicdo de g; e n representa a posicdo das particulas na
malha periddica. O método de Ewald faz duas alterac6es no sistema de modo a superar 0
problema da série infinita indicada na equacéo (2). Primeiro, cada ion é neutralizado com
uma Gaussiana esférica, de carga oposta e centralizada no préprio ion, de forma que cada
par neutralizado ion-gaussiana se torna a parte real da soma de Ewald (agora de curto
alcance). Em seguida, uma segunda Gaussiana esférica € adicionada, também centrada no
ion. No entanto, a segunda Gaussiana possui a mesma carga do ion, de modo a anular o
efeito da primeira Gaussiana introduzida. O potencial para essas Gaussianas é obtido pela
equacao de Poisson e resolvido no espaco reciproco. De forma geral, 0 método separa a
série infinita (de convergéncia lenta) em uma soma de duas séries convergentes (de
convergéncia rapida): uma soma direta no espaco Cartesiano (real) e uma soma reciproca
no espaco de Fourier — mais o termo de correcao a respeito das auto interac6es das cargas:

* N N
£ - 1 Z ZZ qiqjerfc(Blr; —r; + n|) @)
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1 * exp (——2 >
Erec = 2V mzﬁ S(m)S(—-m), (4)
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Na equacdo (3) Edir trata das interacGes eletrostaticas entre as particulas, com
erfc() — funcdo erro complementar — reduzindo a contribuicdo das interagfes de longo
alcance. Erec, Na equacdo (4), trata das interacGes de longo alcance, com exp() garantindo
a convergéncia da série, com S(m) e S(—=m) sendo os fatores de estrutura contendo
informagdes sobre as posi¢Ges das cargas no espaco reciproco. Na equacdo (5) Ecorr
representa correcdes sobre as interagdes de curto alcance no espago real (primeiro
somatdrio), com erf() — funcdo erro — evitando singularidades e desconsiderando as auto
interacOes advindas da repeticdo na malha (segundo somatorio) [43,44].

2.4.3 Conceitos de Docking molecular

A técnica de docking molecular (ancoramento molecular) é geralmente utilizada
para prever os modos de ligacdo entre receptores e ligantes. Ela possui diversas
aplicacBes, como desenvolvimento de farmacos, interacbes de DNA/RNA, modelagem
de enzimas e catalise etc. Essa técnica basicamente busca 0 modo de ligacdo mais
favoravel de um ligante no receptor de interesse (geralmente uma proteina) [45,46].

Todas as formas de docking precisam de uma score function para classificar os
varios modos de ligacdo e um método de busca para explorar as variaveis de estado. A
score function pode ser empirica ou baseada em campo de forca. J& os métodos de busca
podem ser classificados conforme a amplitude da busca no espaco de exploracdo, que
pode ser: (a) local, com tendéncia para encontrar o minimo mais préximo ou minimo local
de energia da conformacédo atual; (b) global, que procuram o melhor minimo ou 0 minimo
de energia global dentro do espaco de busca definido [46].

Entre os modelos de formacao do complexo proteina-ligante, destacam-se dois. O
primeiro deles, chave-fechadura (lock-and-key) exibido na Fig. 6-A, trata os ligantes e
proteinas de forma rigida. Esse modelo enfatiza a importancia 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 estavel que minimiza
sua energia livre. Os softwares de simulacédo de docking procuram a melhor conformacéo
e orientacdo de acordo com o método de busca implementado, seguido da aplicagéo de
uma score function para prever a afinidade da ligacéo e analisar a interagéo [45].
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receptor ligante complexo
modelo encaixe-induzido
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receptor de forma mudanga na forma do
incorreta receptor para estabilizar

0 ancoramento

Figura 6: Modelos de docking mais conhecidos: (A) chave-fechadura e (B) encaixe induzido. Adaptado de [47].
2.4.4 Conceitos sobre simulacéo com pH constante

A técnica de simulagdo com pH constante (Constant pH Molecular Dynamics —
CpHMD) disponivel no AMBER, faz a amostragem das estruturas no ensemble semi-
grande candnico com funcéo de probabilidade de distribuicdo dada pela equagéo (6):

exp (Bu'n — BH(q,p,n))
Y [dp'dq'exp (Bu'n' — BH(p', q', ")

p(q,p,n) = (6)

onde B = 1/koT, u* é o potencial quimico do hidrénio, q representa as coordenadas
generalizadas do sistema, p representa 0 momento conjugado e n é o nimero de prétons
titulaveis naquele estado; n (em negrito) se refere ao vetor do estado de protonacdo — o
denominador da equacao é a fungdo de particdo do ensemble semi-grande canénico. Para
amostrar a fungdo de probabilidade mencionada, métodos de estados de protonagédo
discretos combinam dinamica molecular (DM) e amostragem de estados de protonagéo
baseada em Monte Carlo (MC) ao longo da trajetéria. A DM mantém fixa os estados de
protonacdo para explorar as conformaces e momentos do sistema, enquanto o MC
mantém fixas as conformac@es para explorar os estados de protonacao [48].

No método proposto por Swails, Jason M., Darrin M. York, e Adrian E. Roitberg,
2014, a DM padréo é realizada com uma quantidade constante de estados de protonagao
fornecidos no inicio da simulagcdo. Em algum momento durante a simulacao ela é parada,
0 solvente é removido e um conjunto de N mudancas de estados de protonacdo séo
tentadas, onde N é o nimero de residuos titulaveis — nesse método o intervalo de tempo
para as tentativas é predefinido. Com a DM parada, sdo propostas mudancas nos estados
de protonacdo para cada residuo titulavel (de forma aleatdria). Se a mudanga no estado
de protonagdo é aceita, o estado atual do sistema € atualizado e o residuo seguinte,
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escolhido aleatoriamente (sem repeticdo) é titulado a partir do novo estado. Se qualquer
mudanca no estado de protonacdo for aceita, o soluto (molécula ou complexo) é
“congelado” enquanto se faz uma DM no solvente para relaxar a distribui¢cdo do solvente
com base nos novos estados de protonacgdo. Concluida essa relaxagéo, as velocidades dos
atomos do soluto sdo restabelecidas e a simulacdo padrdo continua normalmente até a
préxima parada, reiniciando o processo [48].

2.4.5 Método de redistribuicdo de massa dos &tomos

O tamanho do passo de integracdo da simulacdo € limitado pela escala temporal
do movimento que apresenta a maior frequéncia no sistema, que geralmente séo ligagoes
que envolvem &tomos de hidrogénio — que impdem um “limite de 1 fs”. Simplesmente
aumentar o passo de integracdo pode tornar a simulag&o instavel, aumentando as chances
de instabilidades quanto mais longa ela for. Para superar esse problema s&o
implementados algoritmos que restringem a movimentacdo das ligacOes de alta
frequéncia, como o SHAKE para ligagdes ndo aquosas e o SETTLE para ligagdes
aquosas. Com esses algoritmos o passo de integracdo pode ser aumentado para 2 fs, valor
limite devido as limita¢des no algoritmo do SHAKE) [49].

No trabalho de Chad W. Hopkins et al., 2015, o conceito que embasa a ideia de
alterar massas atdmicas é que as médias termodinamicas de equilibrio de observaveis nao
dependem da massa exata do sistema. Considerando o ensemble candnico essas medias
tomam a forma da equagéo (7):

_ JAe PHdp dx

~ [e PHdpdx ()

(4)

Assumindo que é possivel separar posicdo e momento em A = A(X) e na Hamiltoniana
(como é o caso de DM com campos de forca classicos sem componentes magnéticos), as
partes dependentes do momento podem ser separadas e simplificadas. A consequéncia
disso é que a expressao final ndo tem dependéncia da distribuicdo de massa do sistema.

Diante disso, Feenstra et al., 1999, determinaram uma forma de reparticdo da
massa dos atomos no sistema de maneira que a massa total permanecesse constante: a
massa dos atomos leves de hidrogénio é aumentada enquanto a massa dos atomos pesados
(ligados a esses hidrogénios) é reduzida na mesma quantidade — essa é a base para
implementar o Hydrogen Mass Repartitioning (HMR). Dessa maneira 0 aumento no
passo de integracdo pela técnica de HMR néo introduz erros significativos em simulagdes
longas e pode manter a simulacéo estavel durante longos periodos. Além disso, vale notar
que, com base em varias simulacdes 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 integracao por um fator de ~2 [49].
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2.4.6 Mutacbes residuais em proteinas

Realizar mutagdes nas proteinas para estudar seu comportamento € um método
bastante utilizado na literatura, seja em trabalhos experimentais ou teoricos. Substituir
residuos especificos para investigar sua relevancia nos processos realizados pela enzima
(Maria Eduarda Sevilla et al., 2023 ¢ Chun-Chi Chen et al., 2018) ou ainda para aprimorar
sua atividade enzimatica por meio de mudancas estruturais locais (Harry P. Austin et al.,
2018), séo algumas coisas que podem ser estudadas por meio da aplicacdo de mutacdes
[7,50,51].

O trabalho Cui, Yinglu, et al., 2021, apresentou uma estratégia computacional para
implementar varias mutacdes na ISPETase. Essas muta¢des foram divididas em grupos e
0 grupo contento a mutacéo 1180V, segundo os dados experimentais apresentados, apesar
de resultar em um aumento de 1,5 °C na estabilidade térmica, a mutacdo causou um
grande comprometimento da atividade enzimatica da proteina [52]. A mutacdo 1180A foi
investigada experimentalmente nos trabalhos de Han, Xu, et al., 2017 e Joo, Seongjoon,
et al., 2018. Em seus trabalhos, investigando o mecanismo de degradacdo da IsPETase,
introduziram a mutacdo 1180A e seus resultados experimentais apontaram,
respectivamente, uma reducgdo na atividade enzimatica da proteina de aproximadamente
80% e 50% [24,53]. Além disso, os residuos substitutos sdo alifaticos, hidrofdébicos e
pequenos, com poucas chances de comprometer a estrutura da proteina e bastante
importantes para as fungdes de reconhecimento e ancoramento de ligantes [24,54].

31



3 Objetivo
3.1 Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho é realizar mutacdes residuais no sitio ativo da IsPETase

e, tomando como referéncia a proteina nativa, avaliar seus efeitos sobre a estrutura da
proteina e investigar como essas mutagdes interferem nas interagdes da proteina com
ligantes, através de simulagcdes por Dindmica Molecular.

3.2 Objetivos especificos

VI.

Gerar duas variantes da proteina pela substituicdo da Isoleucina 180 por uma
Valina (variante 1) e por uma Alanina (variante 1)

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

Gerar os complexos proteina-ligante com todos os trés modelos de proteina
(nativa, variante | e variante 1)

Realizar simulag6es por Dindmica Molecular (DM) com os complexos para gerar
dados sobre as interacdes proteina-ligante

Estudar os efeitos estruturais sobre a proteina devido as mutacGes implementadas
Estudar como a formagdo do complexo foi alterada pelas mutagdes
implementadas
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4 Metodologia
4.1 Gerenciamento dos processos

O trabalho foi realizado predominantemente com o auxilio do pacote
AMBER18/AmberTools18. Contudo, para simplificar a execucdo, foram empregados
diversos scripts em Python para gerenciar as ferramentas fornecidas pelo pacote
AMBER: ASM.py (Amber Simulation Manager) para administrar a simulacéo e seus
complementos (Analysis_plot.py, Prot_transition.py, Multidock_Vna.py,
AVR_Docking.py e decode_mmpbsa.py) para auxiliar o processo de analise de dados —
mais informacdes em https://github.com/Blodhor/Molecular-Dynamics (0 Apéndice B
traz os detalhes sobre cada um dos scripts utilizados).

4.2 Mutacdes no sitio ativo da proteina

As mutacdes foram implementadas por meio do script em Python ASM
apresentado na secdo anterior. Contudo, cabe a descri¢do do processo automatizado pelo
script. Considere o interesse em substituir o residuo Serina 30 (Ser30) por uma Histidina
(His). Em posse do arquivo .pdb da proteina, observa-se os a&tomos que comp&em a Ser30
e mantém-se apenas aqueles que também fazem parte da His, apagando as linhas referente
aos atomos exclusivos da Ser. Em seguida, substitui-se o cddigo de trés letras referente a
serina (SER) pelo da histidina (HIS) nas linhas remanescentes salvando o .pdb com essas
alteraces — mesmo que falte alguns &tomos ao residuo substituto. O processo € finalizado
quando o .pdb é carregado no tleap e processado conforme as funcionalidades
apresentadas na secdo 2.4.1, completando os atomos ausentes, corrigindo suas posi¢des e
cargas parciais etc.

Neste trabalho, as mutacGes foram implementadas no residuo 180 da proteina,
parte do seu sitio ativo. Nativamente esse residuo é uma Isoleucina (lle, 1), que foi
posteriormente substituido por uma Valina (Val, V) e Alanina (Ala, A) — estruturas
quimicas exibidas na Fig. 7 — para gerar as duas variantes estudadas neste trabalho: a
variante | (1180V) e a variante Il (1180A). Dessa forma, as proteinas para os complexos
sdo: proteina nativa (WT), variante | e variante Il. Os residuos substitutos foram
escolhidos com base em resultados experimentais discutidos na literatura e apresentados
na sec. 2.4.6 [24,52,53].
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https://github.com/Blodhor/Molecular-Dynamics

Isoleucina i Alanina

Figura 7: Representacéo 2D da estrutura quimica da Isoleucina (residuo nativo da posicéo 180), Valina e Alanina
(residuos propostos para as mutagdes). Imagem adaptada de Lehninger, Albert L., David L. Nelson, e Michael M.
Cox. Lehninger principles of biochemistry. Macmillan, 2005. [55].

4.3 Docking e preparacao dos ligantes

Para o processo de docking (ancoramento) foi utilizada uma técnica que, dentro
de uma area predefinida, procura a melhor forma de posicionar o ligante na proteina. No
caso da IsPETase o local onde o ligante se posiciona ja é conhecido: o sitio ativo da
proteina, mais especificamente referenciado na Serl32. Entdo, com essa premissa, 0
programa realiza as buscas e atribui um score para cada uma das possiveis maneiras de
posicionar o ligante na area de busca.

Para o entendimento da score function do AutoDock Vina (ATD), faz-se
necessario o esclarecimento de alguns conceitos. O primeiro deles € o consensus scoring.
Ele faz a classificacdo a partir de diferentes métodos e considera a intersecdo dos
melhores N% de cada uma das listas — os resultados séo ainda melhores a partir de uma
combinacdo otimizada de funcbes de classificacdo [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 funcdes de score. Vale
notar que foram empregados trés algoritmos diferentes para o efeito hidrofébico, gerando
assim trés funcdes distintas. Assim, aplicando a estratégia consensus scoring, a média
aritmética das funcdes foi obtida e nomeada X-CSCORE.

A implementacdo da fungdo de classificacdo utilizada no Vina foi feita
predominantemente inspirada pela X-CSCORE. A forma funcional geral da parte
dependente da conformacdo da fungdo de classificagdo com a qual o Vina foi
desenvolvido para trabalhar é:
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c= thitj(rij) (8)

>

onde o somatdrio na equacdo (8) é sobre todos os pares atbmicos que podem se mover
uns em relacdo aos outros, desconsiderando atomos separados por menos de quatro
ligacGes covalentes consecutivas. Para cada atomo i foi atribuido um tipo ti, com o
requerimento da definicdo de uma funcdo simétrica de interacédo (ftitj) com distancia

interatbmica rij. O valor pode ser entendido como a soma das contribui¢cdes
intermoleculares e intramoleculares, como na equacao (9):

C = Cinter T Cintra (9)

Houve uma atualizacdo na funcao de classificacdo do ATD por Eberhardt, Jerome,
et al., 2021. A funcdo de classificacdo AD4 foi disponibilizada e se mostrou bastante
diferente das outras fun¢des do Vina. Ela usa um modelo baseado em van der Waals, com
potenciais eletrostaticos e de ligacdo de hidrogénio direcionais (derivados de versdes
anteriores do campo de forca AMBER), um termo de dessolvatagdo baseado em cargas
parciais e uma penalidade conformacional entrdpica simples. Contudo, usar as fun¢Ges
de classificacio AD4 pode levar até 3x mais tempo do que as demais. E importante
observar que o ATD disponibiliza um pardametro que influencia na quantidade de tempo
dedicada a cada busca por um posicionamento do ligante: exhaustiveness (cujo valor
padrdo é 8). Entdo, esse parametro permite alterar a robustez da busca realizada [57].

Dessa forma, para posterior geracao dos sistemas complexados, os ligantes foram
preparados como descrito a seguir. Foram utilizados dois modelos: 1) um mondmero de
PET que foi desenhado no Avogadro [58]; e 2) um mondmero de BHET baseado no
arquivo C8X.cif obtido a partir do PDB RCSB, com seu .pdb gerado via PyMOL [59].
Entdo, com o auxilio do ATD, as buscas para o melhor ancoramento foram realizadas em
uma regido clbica com aresta de 20 A, centralizada no oxigénio da hidroxila da Ser132
("Oser132, 0 nucledfilo da proteina). Essa regido 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 conformac@es geradas (em torno
de 2700) foram salvas.

Para a organizacdo dos modelos de ligantes obtidos pelo docking no ATD, dois
parametros foram considerados: o vina.score e a distancia dnc. O vina.score € a forma
como o ATD qualifica o ajuste do ligante (energia de ligacdo) no interior da caixa cubica
definida para a busca, enquanto que dwc representa a distancia entre a Ser132 (°HOser132)
e o ligante (°°°"CLic) — conforme definido na se¢do 2.3, com valor de interesse em torno
de 4 A. Dessa maneira, ficou definido o fator de minimizago adimensional s,q conforme
a equacdo (10) apresentada a seguir:
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Sya = dyc + vina.score, (10)

que representa o melhor cenério quanto menor for o valor obtido. Feito isso, os modelos
foram organizados em tabelas com base nos valores de syq — tabelas apresentadas na se¢éo
de resultados. Em seguida os ligantes foram parametrizados pelo antechamber, que
dispdem dos seguintes métodos para atribuicdo 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 eletrostaticos de moléculas dados pelo método de
Hartree-Fock [61].

4.4 Preparacao dos sistemas

A estrutura com PDB ID 6EQE foi a base para o modelo computacional da
ISPETase [7,62]. Todos o0s sistemas com a proteina, seja com ela isolada ou complexada,
foram preparados sob as mesmas condic¢Ges. O campo de forca ff14SB foi utilizado para
estabelecer as propriedades da proteina — no caso das proteinas isoladas. Em se tratando
dos complexos, o campo de forca GAFF foi utilizado para estabelecer as propriedades do
ligante. A solvatacdo foi feita em agua modelo TIP3P (solvente explicito) em uma caixa
octaédrica com arestas de 12 A, com a adigdo de jons (Na* e CI") para neutralizar a carga
do sistema [63,64]. Além disso, a distancia de corte para as interaces entre &tomos nédo
ligados foi de 12 A e as distancias de ligaces que possuem hidrogénio foram limitadas
com o SHAKE [65]. Ao final do processo os arquivos de coordenadas dos atomos (.rst7)
e topologia do sistema (.prmtop) foram gerados. Nesse estagio, 0s arquivos para
simulacdo também foram configurados para simulacdo com pH constante — CpHMD,
como apontado na se¢do 2.4.4 —, em que Tirosina 59 (Tyr59), Acido Aspartico 178
(Aspl78) e Histidina 209 (His209) foram escolhidos como residuos titulaveis por
pertencerem ao sitio ativo da proteina e a triade catalitica, 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 enzimatica da IsPETase foi conduzido em uma solucédo de glicina e
hidroxido de so6dio em pH 9. Dessa forma, para a investigacdo do processo de
ancoramento (parte do processo de degradacdo), foi adotado o valor de pH 9 em
simulacdo com CpHMD. Também foi implementado o método HMR (apresentado na
secdo 2.4.5), o que possibilitou a realizagdo das simulagdes com passo de integragédo
maior — aumentado de 2 fs para 4 fs.

4.5 Pré-producao e producéao (simulagéo)

Todas as simulagdes via DM foram realizadas com base no mesmo procedimento
de quatro estdgios — minimizacdo, aquecimento, equilibracdo e producdo — detalhados
nos paragrafos a seguir.
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Para a minimizacéo do sistema sdo empregados em conjunto dois algoritmos. O
primeiro deles, o steepest descent (gradiente descendente), € o método classico mais
antigo para a minimizacgéo de uma fungédo néo linear. A partir de uma funcéo f(x) continua,
onde x é um vetor n-dimensional, o algoritmo considera que essa funcdo deve diminuir,
pelo menos inicialmente, se o sentido de seu gradiente negativo formatado [66]. O método
busca, por iteracdo, a derivada de f(x) que fornece 0 minimo mais adequado com base na
equacdo (11):

Xiv1 = X — & Vf(x;) (11)

onde ot € a taxa de incremento em cada iteracdo e If(x;) € o gradiente em x;. Contudo,
uma das limita¢6es do algoritmo esta na lenta convergéncia, causada pela interferéncia
de cada nova iteracdo na anterior [67]. O segundo algoritmo, o conjugate gradient, vem
com o intuito de resolver esse problema. Ele trabalha de modo a desviar a dire¢do do
steepest descent adicionando a ele um multiplo positivo da direcdo usada no passo
anterior [68], conforme a equacao (12):

Xiv1 = X +ad; (12)

onde o € uma atualizacdo no passo e d; a direcéo de busca. Podem ser feitas n atualiza¢oes
(n buscas emdj, ..., dn) se essas direcdes forem ortogonais entre si. Dessa maneira 0s erros
advindos do steepest descent sdo reduzidos [68].

Para as demais etapas — aquecimento, equilibracédo e producdo — a metodologia do
AMBER ¢é semelhante. Em todos os casos a variavel ntb é definida de acordo com o
ensemble escolhido: no aquecimento e na producdo ntb=1 (ensemble NVT) e na
equilibracdo ntb=2 (ensemble NPT). Com isso definido, as bases tedricas que sustentam
cada uma das etapas sdo as mesmas. A variavel ntt, por exemplo, define a escala de
temperatura. Neste trabalho foi utilizada a configuracdo ntt=3 — valor que define a
dindmica de Langevin — que traz consigo a condicao de defini¢do da variavel gamma_In
(a frequéncia de colisdo, y). O termostato de Langevin (base de ntt=3) mantém a
temperatura escolhida atraves da aplicacdo de uma forca de atrito ¢ e uma forca aleatoria
Ri a todas as particulas i (de massa m;) para simular colisdes aleatdrias entre as particulas
na simulacdo e as particulas imaginarias em um banho externo mantido em uma
temperatura T escolhida. Nesse sistema, colisdes com uma particula i acontecem com
frequéncia yi, na forma da equacdo (13) apresentada adiante:

Yi=— (13)

de modo que a equacéo (14) fornece a forca central da seguinte maneira:
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pi=fi—vipitR; (14)

Vale destacar que a frequéncia de colisdo y nao precisa necessariamente ser definida com
alta precisio. Por exemplo: v real para 4gua tem o valor em torno de 50 ps*, mas 0s
algoritmos entregam bons resultados mesmo com valores muito menores — os valores
mais baixos sdo mais vantajosos em termos de amostragem ou estabilidade de integracéo,
como 10 ou valores ainda mais baixos (entre 2 e 5 pst) [41,69].

No que diz respeito ao controle da pressao, a variavel 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) — estocastico — por se tratar de um
modelo mais eficiente e rigoroso, em que uma de suas vantagens € a possibilidade de ser
usado para simular qualguer ensemble de interesse — como mencionado anteriormente,
foram implementados dois ensembles diferentes. Uma das formas de aplicacdo 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[-BU(r)] [70]. A partir de
entdo faz-se o seguinte:

I.  seleciona-se uma particula aleatéria e sua energia U(r) ¢ calculada
Il.  paraa particula ¢ dado um deslocamento aleatorio, r’ =r + Ar, € Sua nova energia
U(’N) é obtida
IIl.  a probabilidade de aceitacdo do deslocamento de rN para r’N é fornecida pela
equacao (15):

prob = min (1,exp {—B[UG"™) = U™} (15)

Com isso, para a execucgdo das simulagdes via DM, partiu-se do processo de
minimizagdo de energia com o objetivo de relaxar o sistema. Como essa etapa € realizada
com a combinacdo de dois algoritmos, (gradiente descendente e gradiente conjugado,
nessa ordem), a transicdo de um algoritmo para o outro é dada pelo valor de ncyc e o
ndmero maximo de passos do processo é definido por maxcyc. A minimizagdo foi
realizada estritamente sobre os &tomos da cadeia principal da proteina (restricao dada por
restraintmask) usando uma constante estabelecida por restraint_wt. A Fig. 8 apresenta a
padronizacdo do protocolo para a minimizacao.

38



Etapa de Minimizac¢io de Energia (Energy Minimization Stage)

&entrl

imin=1, lescolhe uma minimizagio

igh=0, !niio usa nenhum termo generalizado de Born

ntb=1, !condigdes de contorno periédicas com volume constante

cut=12.0, !distincia de corte de interagdes nio ligadas

ntmin=1, !método de minimizacao

ncyc=2000, !quantidade de ciclos antes da troca de algoritmo STEEPES DESCENT pelo CONJUGATE GRADIENT

maxcyc=10000,
restraintmask="@CA.,C,O,N',
restraint_wt=10.0,

!nimero miaximo de ciclos de minimizagio
!restringe o movimento dos itomos da cadeia principal da proteina

!constante de forga de restricio definida em 10Kcal/mol/A?

Figura 8: Parametros aplicados a minimizacédo seguidos de suas descricoes.

Concluida a minimizacdo, a temperatura do sistema foi elevada até 300 K a uma
taxa de 0,48 Kps™. Como em baixas temperaturas o calculo da pressdo nio € preciso e o
barostato pode levar a inconsisténcias, a etapa de elevacdo da temperatura do sistema foi
feita no ensemble NVT (volume constante), com duracdo 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 vacuo e espacos vazios entre o0 solvente e o sistema acaba
reduzindo o valor da densidade, tornando necessaria sua correcdo. Sendo assim, essa
etapa foi feita no ensemble NPT (pressdo constante), com duracdo de 15 ns. Os

parametros detalhados para cada uma dessas etapas estao representados nas Fig. 9 e Fig.
10, respectivamente.

Etapa de Aquecimento do Sistema (System Annealing Stage)

&entrl
ntt=3, !controle de temperatura com termostato de Langevin
ntx=1, !leitura das coordenadas, mas nio as velocidades do arquivo .rts7

gammaAln=5.0, !frequéncia de colisdo de Langevin

ntc=2, !restringe as oscilagdes de ligagoes de hidrogénio
ntf=2, limpede o cilculo de forcas das ligagdes restritas
ntp=0, !desliga o controle de pressiao

barostat=2, 'habilita o barostato de monte Carlo

pres0=1.0, tvalor alvo da pressio
tempi=10.0,
temp0=300.00,

!temperatura inicial

!temperatura de referéncia onde o sistema deve permanecer

taup=2.0, !tempo de relaxacao da pressio em ps

ntb=1, !condic¢oes de contorno periédicas com volume constante

cut=12.0, !distancia de corte de interacoes nio ligadas

dt=0.004, !duragio do passo de integracio em ps

nstlim=2000000, !quantidade de passos na simulagio

ig:-l, !fornece valores aleatérios para as velocidades iniciais

igb=0, !niio se aplica modelo de Born generalizado

ntwr=10000, !a cada NTWR passos as informacoes sio salvas no arquivo de reinicializacao (.restrt)
ntwx=10000, !salva informacoes sobre a simulag¢io no arquivo de trajetoria (.nc) a cada NTWX passos
ntpr=]0()00, !salva informacoes sobre a simulaciio no arquivo de saida (.out) a cada nptr passos

ioutfim=1,

nmropt=1,

!estabelece o formato dos arquivos gerados

!considera mudangas nas restri¢oes e pesos de parametros

Figura 9: Parametros aplicados ao aquecimento seguidos de suas descri¢des.
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Etapa de Equilibracio do Sistema (System Equilibration Stage)

&ecntrl
ntt=3,
gamma_In=1.0,

!controle de temperatura com termostato de Langevin

!frequéncia de colisdo de Langevin

imin=0, !ndo realizar minimizacao
ntc=2, !restringe as oscilagoes de ligagdes de hidrogénio
ntf=2, limpede o calculo de forcas das ligacoes restritas
ntb=2, 'habilita pressio constante

tempi=300.0,
temp0=300.00,

!temperatura inicial

!temperatura de referéncia onde o sistema deve permanecer

ntp=1, !pressio constante (escala isotrépica de pressiio)
barostat=2, 'habilita o barostato de Monte Carlo
presO=l.0, !pressio de referéncia

taup=l.0, !tempo de relaxacgio da pressio em ps
cut=12.0, !distincia de corte de interacoes niao ligadas
dt=0.004, !duracio do passo de integracio em ps

nstlim=3750000,
ig=-1,

!quantidade de passos na simulacao

!fornece valores aleatérios para as velocidades iniciais

igb=0, !ndo se aplica modelo de Born generalizado

ntwr=18750, !a cada NTWR passos as informacdes sio salvas no arquivo de reinicializagao (.restrt)
ntwx=18750, !salva informacoes sobre a simulagio no arquivo de trajetéria (.nc) a cada NTWX passos
ntpx=18750, !salva informacdes sobre a simula¢do no arquivo de saida (.out) a cada NPTR passos
ioutfm=1, lestabelece o formato dos arquivos gerados

irest=1 !reinicia a simulacio (para dar continuidade a etapa anterior)

nmropt=l, !considera mudancas nas restricoes e pesos de parimetros

ntx=>5 !habilita a leitura das coordenadas iniciais e das velocidades a partir de arquivos .rst

Figura 10: Parametros aplicados a equilibracéo seguidos de suas descriges.

Por fim, a etapa de producdo (a simulacdo, onde o sistema é observado sob as
condicBes preestabelecidas), foi realizada a volume e temperatura constantes, com o
intuito de analisar aspectos conformacionais e de interages com ligante. Dessa forma foi
utilizado o ensemble NVT. As produgdes foram realizadas em triplicata e preparadas para
simular 300 ns. Seus parametros podem ser observados em detalhes na Fig. 11.
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Producio (Dinamica Molecular) — Production (Molecular Dynamics)

&entrl

ntt=3,
imin=0,
gamma_In=5.0,
ntc=2,

ntf=2,

ntb=1,
tempi=300.0,
temp0=300.00,
ntp=0,
barostat=2,
pres0=1.0,
taup=1.0,
cut=12.0,
dt=0.004,
nstlim=75000000,
ig=-1,

igb=0,
ntwr=75000,
ntwx=75000,
ntpr=75000,
ioutfm=1,
irest=1

ntx=5
saltcon=0.1
ntxo=2,
icnstph=2,
ntenstph=100
ntrelax=100,
solvph=9.0,
nmropt=1,

!controle de temperatura com termostato de Langevin

!ndo realizar minimizagio

!frequéncia de colisdo de Langevin

Irestringe as oscilacoes de ligacoes de hidrogénio

limpede o calculo de forgas das ligacoes restritas

!habilita pressdo constante

!temperatura inicial

!temperatura de referéncia onde o sistema deve permanecer

!pressio constante (escala isotropica de pressio)

!habilita o barostato de Monte Carlo

!pressio de referéncia

!tempo de relaxacgio da pressio em ps

!distancia de corte de interagdes nio ligadas

!duracio do passo de integragao em ps

!quantidade de passos na simulacio

!fornece valores aleatérios para as velocidades iniciais

Inio se aplica modelo de Born generalizado

'a cada NTWR passos as informagdes sao salvas no arquivo de reinicializacio (.restrt)
!salva informacoes sobre a simulag¢iio no arquivo de trajetoria (.nc) a cada NTWX passos
!salva informacoes sobre a simulacio no arquivo de saida (.out) a cada NPTR passos
lestabelece o formato dos arquivos gerados

Ireinicia a simulacdo (para dar continuidade a etapa anterior)

'habilita a leitura das coordenadas iniciais e das velocidades a partir de arquivos .rst
!concentracio de sal para a CpHMD

!formata as coordenadas finais, velocidades e tamanho da caixa em NetCDF

lindica pH constante com solvente explicito

!a cada NTCNSTPH passos ha uma tentativa de troca nos estados de protonacio
INTRELAX passos de relaxaciio do solvente a cada mudanca bem sucedida de estado de protonacio
lestabelece o valor de pH que sera utilizado

!considera mudancas nas restri¢oes e pesos de parimetros

Figura 11: Parametros aplicados a produgao seguidos de suas descricdes

4.6 Analises de dados

As analises pos-simulacdo foram feitas predominantemente com cpptraj, principal

N
1 .
RMSD = NZ(lrl(Slm) _ rirefl)Z
i=1

programa do AMBER para processar trajetorias e dados. Para avaliar os aspectos
estruturais gerais da proteina, o quanto a estrutura muda ao longo do tempo em relacdo a
uma estrutura de referéncia — no caso o primeiro frame da trajetéria —, foram gerados
dados sobre o valor médio para o desvio médio quadratico (Root Mean Square Deviation
— RMSD), baseado na equacdo (16) a seguir:

(16)

O Raio de Giro (Radius of gyration — Rg) calcula o grau de dispersdo dos atomos de uma
estrutura molecular com respeito ou ao seu centro de massa ou a um determinado eixo de
rotagdo. No caso do AMBER, adota-se o primeiro método a partir da equagéo (17):
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Rg _ \/Zimig':;ircm)z (17)

para observar o grau de enovelamento da proteina, assim como possiveis passagens por
diferentes estados conformacionais. Para o calculo da flexibilidade individual dos
residuos, ou o quanto um residuo em particular se movimenta (flutua) ao longo da
simulacdo foi utilizado o RMSF (Root Mean Square Fluctuation), baseado na equacgéo
(18):

T
1
RMSF = \EZ Ir® — ()2 (18)

i=1

Para contabilizar as ligagdes de hidrogénio formadas ao longo da dinédmica, utilizou-se o
hbonds (complementado pelo lifetime), que determina as ligagdes com base em um
critério geométrico: uma ligacdo de hidrogénio é formada quando a distancia entre o
atomo receptor e o atomo doador ¢ menor do que 3 A — distancia de corte padrdo. Os
estados de protonacgdo dos residuos titulaveis foram obtidos pelo cphstats, que indica os
estados de protonacdo em simulacdes com pH constante. Ele foi configurado para
fornecer a estatistica da populacdo de cada residuo (titulavel) em cada estado de
protonacéo sobre toda a trajetoria. Os dados foram reunidos nas tabelas apresentadas na
se¢do 5.2.6.

Para a obtencdo da energia livre de ligacdo por residuo na interacdo proteina-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 (proteina) e do ligante
a partir do arquivo de topologia do sistema solvatado — trata-se de quatro arquivos para a
etapa seguinte. Esses sdo os arquivos de entrada para 0 MMPBSA.py, que neste trabalho
foi ajustado para realizar os calculos com base no modelo Generalizado de Born (GB) —
Apéndice C. A variacdo da distancia entre o ligante e a Serina do sitio ativo (Ser132) da
proteina (o parametro dxc) foi obtida com o comando distance (cpptraj), que calcula a
distancia entre atomos (ou conjunto de &tomos) — no caso 0 oxigénio da serina na posi¢éo
132 e o carbono do ligante, como definido da segéo 2.3.

Para mapear todas a possiveis conformacfes do sistema e seus niveis de energia
correspondentes, foram gerados mapas de energia livre (Free Energy Landscape, FEL)
baseados em RMSD vs Raio de Giro. Esses dados foram obtidos atraves da conversdo
dos arquivos de topologia, coordenada e trajetéria do formato de leitura do AMBER para
o formato de leitura do GROMACS [71] com auxilio do mdconverter — ferramenta do
MDTraj [72]. Em seguida, os arquivos convertidos foram entdo carregados no PyMOL e
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0 plugin Geo-Measures [73] calculou 0 RMSD e o Raio de Giro (no formato adequado)
para posteriormente gerar os graficos de FEL — os scripts para a conversao dos dados
estdo no Apéndice D.
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5 Resultados
5.1 Modelos de ligante gerados

E importante observar que pela perspectiva bioldgica, a formacdo do complexo
acontece pelo ancoramento da enzima (ligante) sobre o polimero (substrato). Por outro
lado, nos trabalhos de simulacéo por DM, as funcdes de substrato e ligante sdo diferentes.
Considerando o objetivo de estudar como a enzima age sobre o polimero, trata-se a
enzima como o substrato onde o ligante (uma representacao do polimero usualmente com
até quatro mondmeros) realiza o ancoramento. A partir disso, como mencionado na se¢do
4.3, diferentes modelos de ligante (BHET e PET) foram gerados com o auxilio do ATD.
Esse processo foi realizado tendo como receptor cada um dos trés modelos de proteina
(nativa, variante | e variante I1), totalizando 6 complexos proteina-ligante.

Tabela 1: Apresentacdo da classificagdo modelos de monémeros de BHET obtidos com o ATD. Os modelos estdo
dispostos conforme o valor obtido para o parametro Sa.

Sistema Modelo do Ligante Vina score dre (A) Svd
(Kcal/mol)
WIBHET, -5,7 2,87 -2,83
WIBHET, -5,7 2,91 -2,79
WT
WTBHET, -5,8 3,04 -2,76
WTBHET; -5,7 2,98 -2,72
I1B0VBHET, 5,6 2,91 -2,69
I180VBHET, 5,6 2,95 -2,65
1180V
H8OVBHET, -5,6 2,95 -2,65
H8VBHET; -5,7 3,06 -2,64
L80ABHET, -55 2,85 -2,65
I180ABHET, -55 2,95 -2,55
1180A
I180ABHET, 5,5 2,97 -2,53
1BABHET, 5.4 2,88 -2,52
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Tabela 2: Apresentacédo da classificagdo modelos de mondmeros de PET obtidos com o ATD. Os modelos estdo
dispostos conforme o valor obtido para o pardmetro Sva.

Sistema Modelo do Ligante Vina score dre (A) Svd
(Kcal/mol)
WTPET, 5,0 2,91 -2,10
WTPET, -4.9 2,97 -1,93
WT
WTPET, -49 2,98 -1,92
WTPET, -49 2,98 -1,92
I180VPET, -5,0 2,89 -2,11
118OVPET, -5,0 2,90 -2,10
1180V
1180VPET, -5,0 2,90 -2,10
1BOVPET, -5,0 2,90 -2,10
1180APET, -4.9 2,84 -2,06
1180APET, -4.9 2,84 -2,06
1180A
I180APET, -49 2,84 -2,06
1180APET, -49 2,85 -2,05

A organizacao dos modelos conforme o parametro Svq gerou as tabelas apresentadas
adiante: Tab. 1 para os monémeros de BHET e Tab. 2 para os mondmeros de PET. A
organizacdo apresentada nas tabelas — apresentando os quatro melhores modelos para
cada complexo — permitiu a escolha dos modelos de ligantes com melhor valor de Svq
(valores mais negativos).

5.2 Analises dos sistemas complexados

Adiante sdo apresentados os resultados sobre a estrutura geral da proteina (RMSD,
Rg e RMSF), seguidos dos resultados sobre a formacédo de ligagGes de hidrogénio e dos
mapas de energia livre (FEL). Logo depois, os dados sobre a decomposicéo de energia
por residuo (MMGBSA) e distancia ligante-proteina (dnc) sdo apresentados juntos —
proteina nativa (WT), variante | (I1180V) e variante 11 (1180A), nessa ordem.
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5.2.1 Andlise de RMSD

A Fig. 12 apresenta o comparativo dos resultados de RMSD das proteinas isoladas
com seus respectivos complexos. Os resultados a respeito da proteina nativa e seus
complexos com BHET (Fig. 12-A) indicam que mesmo apds a formagdo do complexo
ndo houve grandes varia¢@es nos valores de RMSD até proximo dos 200 ns de simulacéo,
periodo em que permaneceram bastante proximos de 1 A. Em seguida houve um aumento
no RMSD - especialmente na WT-BHET-DM2 — que ao final apresentou uma tendéncia
de convergéncia para um valor um pouco acima da média. De forma semelhante, 0s
complexos com PET (Fig. 12-B) se mostraram regulares em torno de 1 A (valor médio)
até cerca de 150 ns — com excecdo da WT-PET-DM1 que permaneceu acima da média
(préximo de 1,25 A) no intervalo 75-180 ns e posteriormente convergiu para proximo de
1 A novamente. Ap6s os 150 ns as WT-PET DM2 e DM3 apresentam oscilagdes proximas

de 1,25 A.

—— WT-BHET-DM1 — WT-PET-DM1
—— WT-BHET-DM2| ***] —— WT-PET-DM2
— WT-BHET-DM3| c.00 —— WT-PET-DM3
0 50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300

—— 1180V-ISO —— 1180V-ISO

—— |180V-BHET-DM1 —— 1180V-PET-DM1

—— |1180V-BHET-DM2| %25 —— 1180V-PET-DM2
‘ ‘ ‘ ‘ —— 1180V-BHET-DM2] 0.0 ‘ . ‘ —— 1180V-PET-DM3
0 50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300

|1180A-ISO
—— |180A-BHET-DM1
—— |1180A-BHET-DM2
——— I180A-BHET-DM3

—— I180A-ISO

—— I180A-PET-DM1
—— I180A-PET-DM2
—— I1BOA-PET-DM3

6 Sb 160 150 260 250 300
Tempo (ns)

50

100

150
Tempo (ns)

200 250 300

Figura 12: Comparativo dos resultados de RMSD entre a proteina nativa e seus respectivos complexos: (A) e (B)
WT; (C) e (D) 1180V; e (E) e (F) 1180A. 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 | isolada e de seus complexos com o BHET
na Fig. 12-C demonstram que na proteina isolada houve um aumento no valor de RMSD
de 1 A para 1,25 A nos dltimos 50 ns da simulacio — uma provavel mudanca de estado
conformacional. As 1180V-BHET DM1 e DM3 apresentaram a partir de 150 ns um
aumento no valor de RMSD — de 1 A para proximo de 1,5 A, enquanto que a DM2
permaneceu bastante estavel em torno da média durante toda a simulacdo. Nos complexos
da variante | com o PET, a Fig. 12-D revelou que nos primeiros 80 ns de simulagéo todos
os complexos estavam alinhados com a proteina isolada, momento a partir do qual diante
0 RMSD dos complexos se alterou. A DM2 passou de 0,9 A para proximo de 1,75 A até
os 180 ns e logo em seguida estabilizou em torno de 1,3 A. Enquanto isso, a DM3
apresenta variacdes predominantemente abaixo da média (em torno de 0,9 A) que
alcancam valores de 1,25 A 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 simulacao.

Os gréficos sobre os resultados da variante 1l isolada e seus complexos com o
BHET estdo na Fig. 12-E. Observando a proteina isolada, nota-se que a partir dos 100 ns
seu RMSD passa de 0,9 A para cerca de 1,1 A e permanece dessa forma até o final da
simulagdo. De maneira semelhante, os complexos 1180A-BHET DM1 e DM3 comegaram
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 A para 1,2 A) e a DM3 permanecendo em torno
de 0,9 A até o final da simulacio. A DM2 apresentou RMSD acima da média desde o
inicio da simulago (por volta de 30 ns) e permaneceu em torno de 1,2 A durante toda a
simulagdo. A Fig. 12-F demonstra os resultados da variante 11 isolada em relagéo aos seus
complexos com o PET. Os gréaficos dos complexos apresentam uma tendéncia de aumento
gradativa até aproximadamente 150 ns. Desse ponto em diante as DM2 e DM3 tendem
para o valor médio de 1,3 A, enquanto que a DM1 — apesar das oscilagdes no seu valor
de RMSD — permanece mais alinhada com a proteina isolada, mais proxima de 1 A.

5.2.2 Andlise do raio de giro

A Fig. 13 (A-F) apresenta os resultados de variagdo do Raio de Giro (Rg) de todos
0s sistemas estudados: proteina nativa, variante I, variante Il e seus respectivos complexos
com os mondmeros de BHET e PET. O valor médio geral de Ry, entre todas as
simulag@es, foi de 16,4 A e como um todo os valores permaneceram predominantemente
em torno desse valor médio. Contudo, de forma mais detalha, houve diferengas mais
evidentes como apontado adiante. Nos complexos da proteina nativa com 0 mondémero
de BHET (Fig. 13-A) cabe o destaque para a DM2 que apresentou um salto em Ry ap0s
0s 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
reducdo e aumento nos valores de Rq ap6s 150 ns — como apontado nos resultados de
RMSD.
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Figura 13: Comparativo dos resultados de Rg entre a proteina nativa e seus respectivos complexos: (A) e (B) WT; (C)
e (D) 1180V; e (E) e (F) 1180A. 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 a variante | e seus
complexos, sugerem que a variante | apresentou uma tendéncia de aumento nos seus
valores de Ry em relacdo a proteina nativa isolada, ja que a variante | apos 200 ns de
simulacdo teve um aumento no seu raio de giro — reducdo no grau de compactacao.
Observando os complexos com BHET (Fig. 13-C), de modo geral eles se mostraram
bastante regulares e alinhados com a proteina isolada, exibindo apenas uma oscila¢do
rapida na DM1 entre 50-100 ns. Enquanto isso, os complexos com PET (Fig. 13-D)
apresentaram oscilagdes mais evidentes, diferindo de forma mais clara da proteina
isolada. A 1180V-PET-DM2 tem um aumento no valor de Rqentre 50-100 ns e sofre uma
reducdo para préximo do valor médio por volta dos 200 ns e se mantém em torno desse
valor até o final da simulacdo — no caso da 1180V-PET-DM3 aconteceu um aumento no
raio de giro no final da simulacéo, ap6s 250 ns.

Observando os resultados em relagdo a variante 1l isolada e seus respectivos
complexos (Fig. 13-E e 13-F), os dados indicam que a proteina isolada ja apresentava
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diversas oscilacdes ao longo da simulacdo — possivel indicativo de conformacdes
transitérias como resultado da mutacdo implementada. Essa proteina apresentou uma
grande oscilagdo de Rq entre 200-230 ns. Especificamente nos complexos com BHET
(Fig. 13-E) DML da variante 1l esteve bastante alinhada a proteina isolada, até mesmo
apresentando uma oscilacdo no raio de giro entre 200-230 ns, ao passo que a DM2 se
apresentou Rq acima da média durante toda a simulagdo — sem grandes mudancas. Para
os complexos com PET (Fig. 13-F), suas DM1 e DM2 se mostraram consideravelmente
instaveis, com diversas oscilagdes durante toda a simulacdo — de forma semelhante ao
que foi observado nos respectivos resultados de RMSD —, enquanto que sua DM3
apresentou variagGes mais claras no raio giro apenas apds os 150 ns.

5.2.3 Andlise da flutuacéo residual

A Fig. 14 representa os graficos da flutuacéo residual ao longo das simulagdes
realizadas. De maneira geral as flutuacGes permaneceram predominantemente abaixo de
1,5 A, a excecdo das extremidades da proteina (que naturalmente apresentam flutuacoes
mais altas) e de trés regides especificas apresentadas e discutidas a seguir.
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Figura 14: Comparativo dos resultados de RMSF entre a proteina nativa e seus respectivos complexos: (A) e (B) WT;
(C) e (D) 1180V; e (E) e (F) 1180A. 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 regides correspondem aos seguintes intervalos de residuos: (1) 25-60; (I1)
170-190, centrado no sitio 180 e (111) 205-220, que abriga a His209 (integrante da triade
catalitica). As flutuagbes da regido (1) se mantiveram entre 1,5-3 A, sendo esta regi&o
correspondente a uma estrutura de lagco que une as duas primeiras fitas-p na estrutura da
proteina (Fig. 15).

Figura 15: Estrutura de lago da proteina correspondente ao intervalo de residuos 25-60 — regido (1).

A regido (Il), centrada no sitio 180 (sitio da mutacdo) apresentou variagdes
maiores, que véo desde 1 A até valores acima de 4 A. A comecar pelas proteinas isoladas,
a variante 1 (1180V) exibiu maior flutuacio nessa regido (proxima de 3 A), ao passo que
a proteina nativa e a variante Il (1180A) permaneceram ambas proximas de 2 A.
Observando especificamente o comparativo entre a proteina nativa isolada e seus
complexos com BHET (Fig. 14-A), notou-se na sua DM3 uma flutuacdo bastante baixa
em relac&o as outras (alcancando uma méaxima de 1 A), enquanto que as DM1 e DM2 se
mantiveram mais alinhadas com a proteina isolada (em torno de 2 A). Nos complexos da
proteina nativa com o com PET (Fig. 14-B) o cenario se inverteu com a DM3, mais
alinhada & proteina isolada — aproximadamente 2 A — enquanto as DM1 e DM2
apresentaram flutuacBes mais baixas (abaixo de 1,5 A). Na Fig. 14-C, os resultados da
variante | e de seus complexos com BHET indicaram que apenas a DM1 se manteve
proxima a variante | isolada (préximo de 3 A), ao passo que as DM2 e DM3 exibiram
flutuaces abaixo de 2 A (menos flexiveis). Nos complexos da variante | com o PET (Fig.
14-D), foi onde as maiores flutuacdes foram registradas, com a DM2 ultrapassando a
marca de 4 A, enquanto as DM1 e DM3 (mais proxima da variante | isolada) se
mantiveram abaixo da linha de 3 A. Para a variante 11 e seus complexos com BHET (Fig.
14-E), sua DM1 exibiu a maior flutuacéo (acima de 3A), ao passo que a DM3 apresentou
flutuaces menores (pouco acima de 1A) e a DM2 se mostrou mais alinhada com a
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variante Il isolada. Os complexos da variante 1l com o PET (Fig. 14-F) apresentaram
flutuacBes mais altas do que a variante 11 isolada, com sua DM3 alcancando 3 A e as DM1
e DM2 mais proximas de 2,5 A.

Figura 16: As flutuagdes residuais mais evidentes se mostram centradas no residuo 180 (a esquerda, na cor vermelha,
a lle da proteina nativa) e nas proximidades da His209 (a direita, na cor roxa).

Em relacdo a regido (I11), que compreende os residuos 205-220, a variante 1l
apresentou flutuacdo mais alta em relacdo a proteina nativa (e também a variante 1). De
forma geral, agora levando em conta também seus complexos, as flutuacdes apresentaram
variagbes que vio, predominantemente, de 0,5 até ligeiramente acima dos 2 A, com
excecao dos complexos da variante Il com o PET (Fig. 14-F), onde sua DM2 alcangou 0s
3 A, a0 passo que as DM1 e DM3 exibiram flutuacdes bem mais baixas (proximas de 1
A); assim como foi o caso da variante 1l isolada. Nos demais sistemas, a comecar pela
proteina nativa e seus complexos com o BHET (Fig. 14-A), houve um pequeno aumento
na flutuacio dessa regido para os complexos — apesar de ndo excederem 1,5 A. Para os
complexos com PET (Fig. 14-B) as DM1 e DM3 apresentaram uma reducéo na flutuacéo,
ficando abaixo de 1A — menos flexiveis que a DM1 e a proteina isolada. Passando para o
comparativo da variante | isolada e seus complexos com BHET (Fig. 14-C), os resultados
apontaram um aumento na flexibilidade das DM1 e DM3 (acima de 1,5 A e 2 A,
respectivamente) em relacdo a DM2 e a variante 1l isolada (que se mantiveram abaixo de
1 A). Na Fig. 14-D, os complexos da variante | com PET apresentaram flutuacdes mais
baixas em relacdo aos seus respectivos complexos com BHET, com valores abaixo de 1,5
A. Os gréficos relacionados as simulagdes da variante 11 e complexada com BHET (Fig.
14-E) apontaram que as trés simulagdes do complexo tiveram flutuagdes mais baixas nas
proximidades da His209 em relago a variante 11 isolada, com valores abaixo de 1 A,

5.2.4 Andlise da formacéao das ligacdes de hidrogénio

A série temporal de ligacdes de hidrogénio (HB) ao longo da simulagdo foi
calculada para observar esse tipo de interacdo entre os residuos da proteina e o ligante.
Alguns pares residuos-ligantes se repetem, pois podem atuar alternadamente como
doadores ou receptores das ligacdes de hidrogénio. No que diz respeito aos graficos, suas
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duas cores representam: presenca de HB (amarelo) e auséncia de HB (preto). Além disso,
a organizacao da apresentacdo dos pares no eixo y deixa o receptor sempre a esquerda.

Comecando com os resultados relacionados aos complexos da proteina nativa
com o mondmero de BHET, a Fig. 17 (topo) apresenta as ligagdes de hidrogénio da WT-
BHET-DML1. Nesse complexo houve HB quase que exclusivamente pelo Aspl178. Esse
residuo teve papel de receptor por mais de 90% da simulagdo (pelo seu &tomo de O n° 2)
e de doador por 45% da simulacdo (pelo H de seu O n° 1). Os dados de lifetime apontaram
que essas ligacoes se formaram 24 e 452 vezes ao longo da simulagdo. Por outro lado, as
demais HB contabilizadas tém permanéncia muito baixa e ndo contribuiram com a
estabilidade da interacdo proteina-ligante (permanecem menos de 1% da simulacéo).
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Figura 17: Contabilizacao de ligacGes de hidrogénio (HB) ao longo da simulacao (por frames) para os complexos da
proteina nativa com o mondmero de BHET. A esquerda os pares residuo-ligante que formaram HB e entre paréntese
0s atomos que participam da ligacdo. De cima para baixo: WT-BHET-DM1, WT-BHET-DM2 e WT-BHET-DM3.

A Fig. 17 (centro) apresenta a serie temporal das ligagdes de hidrogénio
contabilizadas durante a simulac¢éo do complexo WT-BHET-DM2. Assim como na DM1,
predominaram HB entre o ligante e 0 Asp178. Esse residuo interagiu com o ligante por
meio de HB mais de 70% como receptor (atomo de O n° 2) e aproximadamente 37% do
tempo como doador (H de seu O n° 1), sendo as duas ligagcbes com maior permanéncia
na simulacdo. Alem disso, vale notar que elas se formaram, respectivamente, 14 vezes e
160 vezes. Houve ainda certa interacdo do ligante com a Alal55, mas assim como outras
ligagOes de hidrogénio, apresentaram permanéncia abaixo dos 15% da simulagéo e néo
contribuiram para a estabilidade do complexo.

52



NaFig. 17 (inferior) é indica a série temporal das ligacGes de hidrogénio a respeito
da WT-BHET-DM3. Novamente as HB com o Aspl78 apresentaram permanéncia alta
durante a simulacédo, sendo esse residuo receptor (&tomo de O n° 2) por quase 90% da
simulacdo em uma ligacéo que se formou aproximadamente 64 vezes; 0 Asp178 também
interagiu como doador (H de seu O n° 1) durante quase 40% da simulacdo em uma ligacao
que se formou aproximadamente 230 vezes. As poucas ligacdes de hidrogénio apontadas
no gréafico tiveram permanéncia bastante baixa (abaixo de 5%) e nao contribuiram para a
estabilidade do complexo.
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Figura 18: Contabilizacao de ligacGes de hidrogénio (HB) ao longo da simulacao (por frames) para os complexos da
proteina nativa com o mondmero de PET. A esquerda os pares residuo-ligante que formaram HB e entre paréntese 0s
atomos que participam da ligagdo. De cima para baixo: WT-PET-DM1, WT-PET-DM2 e WT-PET-DMS3.

A auséncia quase completa de liga¢fes de hidrogénio na simulacdo do complexo
WT-PET-DM1, apresentado na Fig. 18 (topo) é indicativo do desprendimento do ligante.
A Fig. 18 (centro) demonstra a predominancia de HB com Alal55 (como receptora com
seu O) de maneira quase que exclusiva na WT-PET-DM2. Essa interagcdo permaneceu
por mais de 70% da simulacdo e se formou aproximadamente 54 vezes. Como ja sugerido
anteriormente, as demais liga¢Ges de hidrogénio ndo contribuem para a estabilidade do
complexo. Na simulagdo do complexo WT-PET-DM3 (Fig. 18, inferior), foram
contabilizadas ligac6es de hidrogénio com o ligante por diversos residuos. No entanto, a
maioria dessas interagdes teve permanéncia inferior a 5% da simulacéo, ndo contribuindo
para a estabilidade do complexo. Por outro lado, a His209 foi o residuo que formou
ligacGes de hidrogénio por mais tempo — por mais de 45% da simulacao, uma ligacéo que
se formou aproximadamente 109 vezes.
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Figura 19: Contabilizacdo de ligacGes de hidrogénio (HB) ao longo da simulacao (por frames) para os complexos da
variante | com o mondmero de BHET. A esquerda os pares residuo-ligante que formaram HB e entre paréntese 0s
atomos que participam da ligagdo. De cima para baixol:j:\%gov-BHET-DMl, 1180V-BHET-DM?2 e 1180V-BHET-

Para melhor apresentar os resultados relacionados a 1180V-BHET-DM1 (Fig. 19,
topo), seu eixo Y foi alterado de forma a apresentar as ligagfes de hidrogénio mais
relevantes formadas juntas com alguns exemplos das muitas ligagdes de baixa
permanéncia contabilizadas. Sendo assim, de forma semelhante aquilo que foi observado
nas simulagdes com a proteina nativa complexada com o BHET, a Fig. 19 (topo) indica
a predominéncia de ligacbes de hidrogénio com o Aspl78 por volta de 120 ns (400
frames) até o final da simulacdo. A interacdo com o Asp passa de seu oxigénio n° 2 para
0 seu oxigénio n° 1 no intervalo mencionado — como receptor. Essas interagfes tém,
respectivamente, permanéncia por volta de 37% e 26% da simulacao 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 ligages de hidrogénio
registradas ndo contribuem o suficiente para a estabilidade do complexo.

A formacdo de HB representada na Fig. 19 (centro), relativas a 1180V-BHET-
DM2 ndo ficou concentrada apenas em um residuo por simulagdo como demonstrado
anteriormente nas simulagfes com a proteina nativa. No complexo em questdo as
interacdes foram distribuidas principalmente entre os residuos Ser160 e Alal55 — apesar
de a permanéncia dessas interagdes ser consideravelmente menor do que aquela
observada nos casos com a proteina nativa. As interacdes com a Ser160 existiram durante
22% da simulacdo, se formando aproximadamente 33 vezes e com a Alal55 as interagdes
perduraram por 21% da simulacéo, se formando cerca de 86 vezes. O Aspl178, bastante
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evidente nas simulacOes anteriores, junto com as demais ligacdes de hidrogénio
contabilizadas, ndo apresentaram contribuicdo para a estabilidade da interacdo proteina-
ligante, possuindo permanéncia por periodos muito curtos (abaixo de 11%).

A Fig. 19 (inferior) retrata as ligac6es de hidrogénio referentes 8 DM3 da variante
I com o BHET. Novamente se destacam interagdes do ligante com o Aspl178. Durante
aproximadamente 90% da simulacdo o ligante apresenta ligagdo de hidrogénio com o
Asp, onde predominam interagdes com os oxigénios do Asp —ambos como receptores. O
oxigénio n° 2 interage durante 46% da simulagdo com uma ligagéo que se formou cerca
de 76 vezes, enquanto que o oxigénio n° 1 interage durante 32% da simulagdo com uma
ligacdo que se formou por volta de 63 vezes. Além do Aspl78 interagir como doador
durante 21% da simulacdo, as demais ligacdes de hidrogénio ndo se mantiveram por
tempo suficiente para contribuir com a estabilidade do complexo.
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Figura 20: Contabilizagdo de ligagdes de hidrogénio (HB) ao longo da simulagéo (por frames) para os complexos da
variante 11 com o monémero de BHET. A esquerda os pares residuo-ligante que formaram HB e entre paréntese 0s
atomos que participam da ligagdo. De cima para baixo: 1180A-BHET-DM1, 1180A-BHET-DM2 e 1180A-BHET-
DM3.

Assim como na Fig. 19 (topo), o eixo Y das Fig. 20 (topo e centro) foi alterado de
forma a exibir as ligacfes de hidrogénio mais relevantes junto com alguns exemplos das
demais. Assim, nas simulagdes com a variante Il complexada com o BHET, a Fig. 20
(topo) junto com os dados gerados pelo lifetime indicam que na DM1 as ligacdes de
hidrogénio foram predominantemente devido ao Asp122. Esse residuo interagiu com o
ligante por mais de 50% da simulacdo, formando ligacGes de hidrogénio por cerca de 72

vezes. O Asnl44, formando ligagdes por menos de 15% das simulagfes, junto com as
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demais interacdes contabilizadas (por periodos ainda mais curtos) ndo contribuem com a
estabilizacdo do complexo.

Em se tratando da DM2 do complexo da variante Il com o BHET, indicado pela
Fig. 20 (centro) os dados de lifetime indicam que nenhuma das ligacdes de hidrogénio
perduraram por mais de 12% da simulacdo, sendo a Gly206 o residuo que permaneceu
mais tempo formando ligagdes com o ligante. A Fig. 20 (inferior) traz a série temporal
das ligacdes de hidrogénio paraa DM3, onde voltam a predominar ligagcbes com o Asp178
atuando como receptor com seus dois &tomos de oxigénio. Seus oxigénios interagem com
0 BHET cerca de 50% e 43% da simulacdo com ligagcbes que se formaram,
respectivamente, cerca de 70 e 81 vezes. As interagOes em que Seus oxigénios atuam
como doadores ndo excedem os 12% da simulacdo e, assim como as demais ligagoes
contabilizadas ndo tém grandes contribuicGes para a estabilizacdo do complexo.

As ligacbes de hidrogénio contabilizadas pelo lifetime para as simulacdes da
variante 1 com o PET foram extremamente baixas, dado que as interagdes mais
duradouras ndo se mantiveram por mais de 5% da simulacdo — indicativo do
desprendimento do ligante do sitio ativo da proteina. Para os complexos da variante 11
com o PET o lifetime ndo apontou ligac6es de hidrogénio ao longo da simulacéo devido
ao desprendimento do ligante desde o inicio da simulacdo — como indicado nos graficos
de dnc e na decomposicdo de energia residual ao longo do tempo. Por esse motivo nao
foram gerados graficos da série temporal de HB para esses sistemas.

5.2.5 Analise dos mapas de energia livre

Para medir a variacdo conformacional entre as formas isoladas e complexadas das
proteinas [74] e determinar regides de minimos globais de energia [75], foram gerados os
graficos de Mapa de Energia Livre (Free Energy Landscape, FEL) baseados em RMSD
e Rg.
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Figura 21: Andlise do Mapa de Energia Livre baseado em RMSD-Rq dos sistemas com proteina nativa (a) isolada;
(b), (c) e (d) complexada com mondmero de BHET.

A Fig. 21 traz o comparativo entre a proteina nativa isolada e seus complexos com
o monémero de BHET (WT-BHET). A proteina isolada apresentou quatro pocos de
energia minima (na cor azul escuro no grafico), todas bastante centralizadas e compactos
na regido de aproximadamente 0,125 nm no RMSD e entre 1,65-1,67 nm no Rg, como
indica a Fig. 21-a. Os gréficos de FEL dos complexos revelaram uma reducdo nos estados
conformacionais acessiveis a proteina complexada: na DM2, ha dois pogos de energia
minima proximos (Fig. 21-c), enquanto nas DM1 e DM3 (Fig. 21-b e 21-d) foi
identificado apenas um poco de energia minima global. Os resultados também apontaram
que o valor méximo da Energia Livre de Gibbs nos quatro sistemas em questdo
permaneceram entre 9 e 10,5 kJ/mol. De forma semelhante, todas as proteinas
demonstraram conformagdes estaveis em niveis abaixo de 1,5 kJ/mol (indicado pela cor
azul escuro no grafico).
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Figura 22: Anélise do Mapa de Energia Livre baseado em RMSD-Rq dos sistemas com proteina nativa (a) isolada;
(b), (c) e (d) complexada com mondémero de PET.

A Fig. 22 traz o comparativo da proteina nativa isolada com seus complexos com
o0 monémero de PET. A situacdo indicada pelos gréaficos de FEL dos complexos foi
bastante semelhante aquela observada nos complexos com BHET, em que houve a
diminuicdo dos estados conformacionais acessiveis para a proteina: dos quatro pogos de
energia minima que a nativa isolada dispunha (Fig. 22-a), aos complexos permaneceram
um poco para DM1 (Fig. 22-b) e 2 pogos de energia minima na DM2 (mais evidentemente
separadas como indica a Fig. 22-c) e DM3, apontado na Fig. 22-d, e. Vale destacar que o
segundo poco de energia minima na DM3 muito provavelmente corresponde a uma
conformagdo transitdria, mais dificil de ocorrer devido a sua area reduzida — centrada por
volta de 0,14 nm (RMSD) e 1,67 (Rg). Novamente o valor méaximo da Energia Livre de
Gibbs permaneceu entre 9 e 10,5 kJ/mol, assim como as conformagdes mais estaveis
apresentaram niveis de energia abaixo de 1,5 kJ/mol
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Figura 23: Anélise do Mapa de Energia Livre baseado em RMSD-Rg dos sistemas com a variante | (a) isolada; (b),
(c) e (d) complexada com mondmero de BHET.

Na Fig. 23 estdo representados os graficos de FEL da variante | isolada e
complexada com o monémero de BHET. A variante | isolada, na Fig. 23-a, apresentou
uma grande regido de energia minima (na cor azul escuro) localizada entre 0,10-0,12 nm
(RMSD) e 1,66-1,67 nm (Rg) e uma pequena regiéo localizada aproximadamente em rmsd
0,13 nm (RMSD) e 1,66 nm (Rgq), que muito provavelmente representa uma conformagao
transitoria (estado metaestavel). Nos complexos também foram identificadas possiveis
regides representando conformacdes transitérias acompanhando a regido de energia
minima. Na DM (Fig. 23-b), a Gnica regido de energia minima é acompanhada por uma
pequena area em torno de 0,13 nm (RMSD) e 1,66 nm (Rg). Na DM2 (Fig. 23-c), essa
regido de conformacdo transitoria, com energia 1,5-3,0 kJ/mol, esta no interior da Gnica
regido de energia minima — aproximadamente em 0,11 nm (RMSD) e 1,66 nm (Rg). Ja
paraa DM3 (Fig. 23-d), a regido que ficaem 0,10-0,20 nm (RMSD ) e 1,65-1,67 nm (Rg)
abriga os trés pocos de energia minima do complexo (na cor azul escuro) e as 4 possiveis
conformagdes metaestaveis contabilizadas pelo FEL. Ainda assim, o valor méximo da
Energia Livre de Gibbs foi de 9 kJ/mol em todos os sistemas, assim como as
conformacOes mais estaveis apresentaram niveis de energia abaixo de 1,5 kJ/mol.
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Figura 24: Anélise do Mapa de Energia Livre baseado em RMSD-Rg dos sistemas com a variante | (a) isolada; (b),
(c) e (d) complexada com mondémero de PET.

Os resultados de FEL das simulacOes da variante | complexada com PET estdo
demonstrados na Fig. 24. As DM1 e DM2 (Fig. 24-b e 24-c) sdo semelhantes no que diz
respeito a apresentarem apenas um poco de minima energia, respectivamente nas regifes
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 (Ry),
com o detalhe de que na DM2 existe uma regido de provavel conformacdo transitéria
aproximadamente em 0,16 nm (RMSD) e 1,66 nm (Rg). A regido 0,17 nm (RMSD) e 1,67
nm (Rg) abriga os dois pocos de energia minima do complexo. Para a variante | isolada e
seus complexos o valor méximo da Energia Livre de Gibbs permaneceu entre 9 e 10,5
kJ/mol e as conformacBes mais estaveis apresentaram niveis de energia abaixo de 1,5
kJ/mol.
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Figura 25: Anélise do Mapa de Energia Livre baseado em RMSD-Rg dos sistemas com a variante 11 (a) isolada; (b),
(c) e (d) complexada com mondmero de BHET.

Os graficos de FEL da variante Il isolada e complexada com o mondémero de
BHET séo apresentados na Fig. 25. Foi observado um Unico poco de energia minima
global para a variante Il isolada na regido 0,11-0,12 nm (RMSD) e 1,65-1,66 nm (Rg). A
DM3 da variante | complexada apresentou resultado semelhante, com uma Unica regido
de minimo global em 0,13-0,14 nm (RMSD) e 1,65-1,65 nm (Rg). Para as outras
simulacfes (DM1 e DM2 nas Fig. 25-b e 25-c, respectivamente) a Unica regido de energia
minima estd acompanhada de uma provavel regido de conformacéo transitoria: (1) na
DM1 a regido de minima energia fica em 0,11-0,12 nm (RMSD) e 1,66-1,67 nm (Rg),
enquanto que sua pequena regido de conformacéo transitdria estd aproximadamente em
0,12 nm (RMSD) e 1,66 nm (Rg); e (I1) na DM2 a regido de minima energia ficaem 0,11-
0,13 nm (RMSD ) e 0,16-0,17 nm (Rg), ao passo que 0 espago representando sua
conformacado transitoria esta aproximadamente em 0,12 nm (RMSD ) e 1,66 nm (Rg). Os
resultados também demonstram a Energia Livre de Gibbs méaxima, nos quatro sistemas
em questéo, entre 9 e 10,5 kJ/mol. De forma semelhante aos casos anteriores, todas as
proteinas demonstraram conformacOes estaveis em niveis abaixo de 1,5 kJ/mol
1(indicado pela cor azul escuro no grafico).
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(c) e (d) complexada com mondémero de PET.

Os complexos da variante 11 com o monémero de PET comparadas a variante 11
isolada estdo representadas na Fig. 26. A regido 0,10-0,12 nm (RMSD) e 1,66-1,67 nm
(Rg) abriga o que parecem ser duas regides acessiveis ao complexo na DM1 (Fig. 26-b).
Além disso, ha duas regides que possivelmente representam conformacdes transitdrias do
complexo: (1) 0,08 nm (RMSD) e 0,16 nm (Ry); (2) 0,12 nm (RMSD) e 0,16 nm (Ry).
Os gréficos relacionados a DM2, Fig. 26-c, indicam trés regiGes de minimo energético
bastante compactas representando conformacdes acessiveis a proteina. Essas regides sdo
separadas por barreiras de energia ndo muito altas (1,5-3,0 kJ/mol). No cenério da DM2
também ficaram evidenciadas algumas regides de conformac®es transitorias, como por
exemploem 0,12 nm (RMSD) e 1,66 nm (Rg). Na Fig. 6-d, os resultados da DM3 apontam
um Unico pogo de energia minima em 0,08-0,1 nm (RMSD) e 1,66-1,67 nm (Rg)
acompanhada de uma regido com estado metaestavel aproximadamente em 0,09 nm
(RMSD) e 1,66 nm (Rg). Esse conjunto de simulagBes apresentou a maior variagao da
Energia Livre de Gibbs méaxima que foi de 8-10,5 kJ/mol, mas manteve os niveis de
conformacdes estaveis abaixo de 1,5 kJ/mol como nos demais casos apresentados.
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5.2.6 Anélise dos estados de protonacao

Os estados de protonacdo apresentaram um comportamento bem definido para os
residuos passiveis de titulacdo estabelecidos na secdo 4.4. Os residuos Aspl78 e Tyr59
permaneceram, respectivamente, protonados e desprotonados em todos 0s sistemas
analisados. O algoritmo fez poucas ou nenhuma tentativa de alterar o estado de
protonacdo desses residuos durante a simulacdo, de modo que pode ser dito que se
mantiveram estaveis.

Com base no caréater alcalino do meio (pH 9), os grupos carbonila e amino da His
estiveram, respectivamente, protonados e desprotonados durante toda a simulacéo.
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
atomos de Nitrogénio desprotonados — podendo ser N5 ou N —, caso em que a His é
neutra. Para os casos analisados, os resultados reunidos nas Tab. 3, 4 e 5 demonstram a
preferéncia da His209 pelo estado 1 (E1) — com Ns protonado.

Tabela 3: Distribuicdo dos estados de protonacéo da His209 durante a simulacdo para os complexos com a proteina
nativa. E1 representa o estado 1, monoprotonado em Ns; E2 representa o estado 2, monoprotonado em Ne.

Sistema Simulagdo His209 — Estado de protonacéao
DM1 100% E1
WT-BHET
DM2 85% E1 - 15% E2
DM3 100% E1
DM1 96% E1 - 4% E2
WT-PET
DM2 83% E1-17% E2
DM3 78% E1 — 22% E2
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Tabela 4: Distribuicdo dos estados de protonacdo da His209 durante a simulagdo para os complexos com a variante I.
E1 representa o estado 1, monoprotonado em Ns; E2 representa o estado 2, monoprotonado em Ne.

DM1 60% E1 —40% E2
1180V-BHET
DM2 73% E1 - 27% E2
DM3 87%E1-13% E2
DM1 98% E1-2% E2
1180V-PET
DM2 89% E1 - 11% E2
DM3 82% E1 - 18% E2

Tabela 5: Distribui¢do dos estados de protonacdo da His209 durante a simulagdo para os complexos com a variante 1.
E1 representa o estado 1, monoprotonado em Ns; E2 representa o estado 2, monoprotonado em Ne.

DM1 83% E1—-17% E2
1180A-BHET

DM2 59% E1 -41% E2

DM3 100% E1

DM1 84% E1 - 16% E2
1180A-PET

DM2 35% E1 - 65% E2

DM3 68% E1 —32% E2

5.3 Decomposicao de Energia e Distancia proteina-ligante
5.3.1 Complexos com a proteina nativa (WT)

A Fig. 27 apresenta a decomposicdo de energia média por residuo dos complexos
da proteina nativa com o monémero de BHET. Os dados indicaram de foram clara o
mesmo conjunto de residuos (chamados aqui de conjunto A) nas trés simulagdes
conduzidas: Tyr59, Serl32, Trpl57, Aspl78, 11e180 e His209, com energias que se
mantiveram semelhantes em extensdo em todos os cendrios: 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 decomposicéo de energia por residuo ao longo da simulagéo. Os graficos
apresentados referem-se aos complexos da proteina nativa com o monémero de BHET apresentados da seguinte
maneira: DM1 (A), DM2 (B) e DM3 (C).

Desse conjunto, quatro desses residuos (His209, Trp157, 11e180 e Tyr59) também
sdo indicados por Han, Xu et al., 2017 [33] como interagentes com o ligante para a
formacdo do complexo com a IsPETase. A interacdo desses residuos estd de acordo com
0 que apontaram os resultados de dnc para 0s complexos da proteina nativa com o BHET,
que indicaram a permanéncia do ligante no sitio ativo da proteina (Fig. 28-A) a uma
distancia favoravel ao ataque nucleofilico — duc médio de 4,6 A.
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Figura 28: Resultados da distancia proteina-ligante (dxc) durante a simulagéo. Os gréaficos representam os complexos
da proteina nativa com o BHET (topo) e PET (inferior).

Para os complexos da proteina nativa com o mondémero de PET (Fig. 29) a
decomposigéo de energia da DML1 foi desconsiderada, dado que, pela Fig. 28-B, o ligante
se desprendeu da proteina proximo dos 150 ns. Por outro lado, nota-se na decomposicao
de energia da DM2 (Fig. 29-A) a presenca de residuos diferentes e em menor nimero em
comparagdo ao conjunto A evidenciado nos complexos com BHET. Suas energias sdo
menos favoraveis ao ancoramento do ligante e o residuo mais evidente foi a Alal55 (que
n&o contribuiu anteriormente). Na DM3 do complexo com o PET (Fig. 29-B), evidenciou-
se a His209 que apresentou uma energia de interacdo bastante alta (6 kcal/mol) em relagéo
aos demais residuos, o que pode ter levado ao desprendimento do ligante ao final da
simulagdo como demonstrado na Fig. 28-B.
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Figura 29: Valor médio temporal da decomposicéo de energia por residuo ao longo da simulagéo. Os graficos
apresentados referem-se aos complexos da proteina nativa com o monémero de BHET: DM2 (A) e DM3 (B).

5.3.2 Complexos com a variante | (1180V)

Em relacdo a decomposicdo de energia por residuo dos complexos da variante |
com o mondmero de BHET (Fig. 30), observou-se a presenca da Tyr59 e Trpl57 (do
conjunto A definido anteriormente) em todas as trés simula¢fes, com energias que se
mantiveram relativamente estaveis — cerca de -2 kcal/mol e -3 kcal/mol, respectivamente.
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Figura 30: VValor médio temporal da decomposi¢do de energia por residuo ao longo da simulagdo. Os gréficos
apresentados referem-se aos complexos da variante | com o monémero de BHET: DM1 (A), DM2 (B) e DM3 (C).

Os demais residuos de A (Serl32, Aspl78, resl80 e His209) também
contribuiram, mas ndo em todas as simulagdes. Na Fig. 30-A, entre os residuos da DM1
da variante | complexada com BHET, apenas o Asp178 ndo apresentou interagdo com o
ligante para completar o conjunto A, possivelmente dificultando o posicionamento do
ligante no sitio ativo, como indicado no inicio da simulacao pela Fig. 31-A; o que ainda
gerou um duc médio de 4,7 A (favoravel ao ataque nucleofilico). Na DM2 (Fig. 30-B),
do conjunto A, apenas a Tyr59 e Trpl57 interagiram com o ligante, acompanhados por
interacdes pouco favoraveis por parte dos residuos Alal55, Met133 e Ser160, o que pode
ter levado ao resultado indicado na Fig. 31-A (duc médio de 11,8 A). Ja no caso da DM3
(Fig. 30-C), apenas a Val180 (substituta da 11e180) n&o contribuiu para completar o
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conjunto A, com os demais residuos destacados apresentando energias bastante
semelhante aquelas observadas nos complexos da proteina nativa com o BHET, de forma
a contribuirem com o ancoramento do ligante na proteina a uma distancia favoravel ao
ataque nucleofilico (duc médio de 4,7 A) como indicado na Fig. 31-A. Nos complexos da
variante I com o monémero de PET, e decomposicao de energia média por residuo foi
desconsiderada por, como apontam os resultados de dnc na Fig. 31-B, os complexos néo
se mantiveram, com o ligante se desprendendo da proteina e/ou caminhando na sua
superficie de forma errante, sem estabelecer ligacdes estaveis com residuo algum.
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Figura 31: Resultados da distancia proteina-ligante (dxc) durante a simulagéo. Os gréaficos representam os complexos
da variante | com o BHET (topo) e PET (inferior).

5.3.3 Complexos com a variante Il (1180A)

A decomposicdo de energia por residuo dos complexos da variante Il com o
monémero de BHET (Fig. 32) exibe trés cenarios distintos para cada uma das simulagoes.
Na DM1 da variante Il (Fig. 32-A), foi observado um conjunto de residuos
completamente distinto do conjunto A (definido anteriormente na apresentacdo dos
complexos da proteina nativa).
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Na DML1 contribuiram os residuos Arg104 e Asp122 (com energias entre -2 e -1,5
kcal/mol, respectivamente), seguidos pelos residuos Met100, Met126 (com energias mais
proximas de -1,5 kcal/mol). A DM2 da variante 11 complexada com BHET (Fig. 32-B)
indicou residuos vizinhos ao sitio ativo da proteina (Ser65, Ser210 e Asn216) com energia
pouco favoraveis ao ancoramento. No caso da DM3 (Fig. 33-C), contribuiram quatro dos
seis residuos do conjunto A (Tyr59, Trp157, Asp178, His209), todos eles com valores de
energia equiparavel aqueles vistos nos complexos da proteina nativa exibidos na Fig. 27.
Além disso, houve ainda uma fraca participacéo energetica por parte dos residuos Alal80
e Met133 (com aproximadamente -1,3 Kcal/mol). Os resultados da decomposicéo de
energia concordam com as distancias ligante-proteina apontadas na Fig. 7-A para cada
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uma das simulag®es, com valores que vdo de 6 até 24 A — muito acima da distancia
favoravel ao ataque nucleofilico estabelecida na se¢édo 2.3. Para os complexos da variante
I com o monémero de PET, a decomposicdo de energia média por residuo foi
desconsiderada por, como apontam os resultados de dwc na Fig. 7, os complexos néo se
mantiveram, com o ligante se desprendendo da proteina e/ou caminhando na sua
superficie de forma errante, sem estabelecer ligacdes estaveis com residuo algum.
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Figura 33: Resultados da distancia proteina-ligante (dxc) durante a simulagéo. Os gréaficos representam os complexos
da variante Il com o PET (topo) e PET (inferior).

5.3.4 Energia livre Gibbs nos complexos

O MMPBSA .py também forneceu informac6es sobre a energia de cada uma das
componentes do sistema: complexo, proteina, ligante e a diferenca da energia livre de
ligacdo dada pela equagéo (19).

AAG = AGcomplexo - AGreceptor - AGligante (19)
A segunda coluna da Tab. 6 apresenta as energias de cada complexo onde o ligante
permaneceu ancorado na proteina durante todo o periodo da simulacdo — seja no sitio

ativo ou em algum outro local na superficie. Uma analise mais detalhada demonstra que
a variacdo da energia dos complexos foi desprezivel. O valor médio para cada triplicata
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foi de: -4934,65 kcal/mol (complexo da proteina nativa), -4944,63 kcal/mol (complexo
da variante 1) e -4931,72 kcal/mol (complexo da variante 11). Com base no complexo da
proteina nativa, a variacao entre os valores médios de AGcomplexo ficou abaixo de 1%.

Tabela 6: Valores da energia livre de Gibbs dos sistemas analisados.

Sistema Simulacéo AGcomplexo (kcal/mol) AAG (kcal/mol)
DM1 -4937,25 -27,66
Nativa-BHET
DM2 4936,84 -27,50
DM3 -4929,87 -24,66
DM1 -4932,55 -19,81
1180V-BHET
DM2 -4948,39 -20,56
DM3 -4952,96 -21,85
DM1 -4932,24 -23,80
1180A-BHET
DM2 -4913,97 -15,95
DM3 -4948,97 -22,34

Por outro lado, as varia¢des na energia livre de ligagdo dos complexos foram mais
evidentes. A média desse valor para cada uma das triplicatas tem-se: -26,60 kcal/mol
(complexo da proteina nativa), -20,74 kcal/mol (complexo da variante 1) e -20,69
kcal/mol (complexo da variante Il). A comparacdo entre esses valores, com base no
complexo da proteina nativa, indica que AAG sofre uma reducdo de aproximadamente
22%.

Nas simulagdes da proteina nativa com o PET, em sua DM1 o ligante se
desprendeu, assim como na DM3 em que AAG foi aproximadamente 0. Na sua DM2,
onde o ligante permaneceu ancorado, AAG = -16,75 kcal/mol. J& nas simula¢Bes das
variantes com o PET, o ligante ndo apresentou interacéo estavel com a proteina.
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6 Discussao dos resultados

Nas secOes seguintes sdo discutidos os resultados apresentados no capitulo 5. Na
primeira se¢do se discute aspectos predominantemente estruturais, tratando dos
resultados de RMSD, raio de giro (Rg) € RMSF, mas também os relaciona com 0s
resultados de mapas de energia (FEL). Adiante, na segunda secédo, sdo discutidos 0s
resultados sobre os estados de protonacgéo e logo depois, na terceira se¢do, os resultados
a respeito da energia livre de ligacdo por residuo (dada pela decomposicdo de energia
do MMPBSA.py) e distancia proteina-ligante (dnc). Na ultima secdo deste capitulo,
discute-se as implicagOes da energia livre de Gibbs, outro resultado fornecido pela
decomposicéo de energia do MMPBSA.py.

6.1 Sobre os resultados estruturais e mapas de energia

Os resultados de RMSD da proteina nativa isolada, que se mostrou mais regular em
torno da média, podem ser entendidos como a estabilizacéo de energia da proteina em um
dos trés pocos de energia indicados pelos resultados de FEL, bastante concentrados e
centralizados — sinal de estabilidade energética da proteina. Por outro lado, os complexos
com o monémero de BHET exibiram pocos de minimo global de energia mais amplos,
com destaque para a DM2 com dois pocos de energia bastante proximos separados por
uma barreira de energia ndo muito alta — o que pode explicar a variacao repentina no
RMSD e Rq no intervalo 200-250 ns, possivelmente passando de um pog¢o para outro.

Os complexos com o mondmero de PET apresentaram variagdes no Ry que podem
ser atribuidas a mudangas conformacionais dentro de um mesmo pogo de energia. A
diminuicdo de RMSD e Rq apds 150 ns de simulagdo vistas na DM1 pode ser a proteina
mudando sua conformacéo devido ao desprendimento do ligante pouco antes dos 150 ns,
como indicado pelos resultados de dxc. Na DM2 dos complexos com PET (WT-PET-
DM2), a variagdo repentina observada tanto em seu RMSD quanto em seu Rq em torno
dos 200 ns de simulacdo pode ser atribuida a uma mudanca de estado de energia, dado
que pelos resultados de FEL esse complexo possui dois pocos de energia minima. 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 ap6s 0s 250 ns de simulacéo.

A variante | isolada apresentou uma tendéncia de aumento de Ry em relacdo a
proteina nativa isolada. Além do raio de giro, seu RMSD também aumentou no intervalo
entre 250-300 ns muito provavelmente devido ao tamanho do pogo de energia minima
exibido pelos seus resultados de FEL, sugerindo uma mudanca conformacional dentro do
mesmo estado de energia. Nos complexos com o BHET, o aumento no RMSD e a
diminuigéo de Rq vistos na DM1 entre 50 e 100 ns, sugerem uma variagdo conformacional
dentro do poco de energia apontado pelo FEL do complexo. Essa variagdo pode ser o que
permitiu 0 movimento do ligante nesse mesmo periodo — indicado no grafico de dnc da
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1180V-BHET-DML1 — e retorna para a posi¢do que mantém até o final da simulagéo, com
druc médio de 4,7 A, favoravel ao ataque nucleofilico.

A estabilidade exibida pela DM2 no RMSD pode ser advinda do Unico pogo de
energia minima apresentado pelos resultados de FEL. O poco de energia indicado também
comporta as oscilagdes vistas no raio de giro — varia¢cdes conformacionais dentro do pocgo
de energia. Na DM3 as variagdes observadas, tanto no RMSD quanto no Rg, podem ser
reflexo da proteina passando pelos trés pogos de energia ou ainda pelos véarios estados
conformacionais transitérios — todos separados por barreiras de energia ndo tao altas —
indicados nos graficos de FEL.

A DM1 dos complexos da variante | com o PET apresentou variagdes no RMSD (e
Rg) provavelmente por mudancgas conformacionais dentro do mesmo poco de energia —
assim como foi com a proteina isolada. Na DM2, a grande oscilacdo de RMSD no
intervalo 80-180 ns (também presente no seu grafico de Rg) pode ser atribuida a uma
variacdo conformacional que levou ao desprendimento do ligante proximo aos 250 ns de
simulacéo, como indicado pelos resultados de dnc e ligagédo de hidrogénio, e demonstrado
na Fig. 34. O aumento nos valores de RMSD e Ry observados a partir dos 200 ns na DM3
da variante 1 complexada com o PET pode ser um indicativo da proteina transicionando
entre os dois pocos de energia indicados pelos seus resultados de FEL.

Figura 34: Complexo da protéina variante | com o mondmero de BHET momentos apds o ligante se desprender da
proteina, ap6s 250 ns de simulagéo.
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A observacao dos dados sobre os sistemas com a variante 11 (1180A), aponta para
uma variacao conformacional da proteina isolada pela mudanca no seu RMSD a partir
dos 100 ns de simulagdo. Alem disso, houve também uma variacdo de raio de giro acima
da média no intervalo 200-230 ns, possivelmente uma conformacao transitoria dentro do
poco, que apresenta uma regido bastante estreita que quase o divide em dois. As DM1 e
DM3 da variante Il complexada com o BHET se mostraram bastante alinhadas com a
proteina isolada. A DM1, no mesmo intervalo mencionado (200-230 ns) também
apresentou variacdo em seu raio de giro, possivelmente por seu poco de energia apresentar
estrutura semelhante aquela da variante 1l isolada — indicando uma variagdo
conformacional. Ao passo que a DM2, ao apresentar Rg maior do que a proteina isolada,
sugere que a mutacéo pode ter causado interferéncia sobre as conformaces acessiveis a
proteina que sdo favoraveis ao ancoramento do ligante, dado que desde o inicio da
simulacdo o ligante se encontrava fora do sitio ativo, como indicado por seus resultados
de dnc e exibido na Fig. 35.

Figura 35: Complexo da DM2 da variante Il com o monémero de BHET, em que o ligante saiu do sitio ativo da

proteina, sem se desprender e se moveu ao longo de sua superficie durante a simulagdo. As cores representam a

superficie da Ser132 (verde), Asp178 e His209 (roxo), Alal80 (laranja), Trp157 (amarelo) e Met133 (vermelho).
Além disso, a forma do poco de energia apresentado pelos resultados de FEL
também pode ser o que permitiu a DM2 permanecer acima da média (RMSD e Rg) de
forma estavel durante toda a simulacdo. Na DM3 dos complexos da variante Il com
BHET, os valores de RMSD e raio de giro permanecem em torno de 0,9 A durante toda
a simulacdo, possivelmente uma consequéncia do Unico poco de energia minima obtido
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por FEL, bastante restrito no RMSD, mas mais extenso no Rg. Contudo, apesar de o
ligante permanecer no sitio ativo, como indicado pelo seu grafico de duc, a distancia
nucleofilica obtida foi 50% maior do que aquela favoravel ao ataque nucleodfilo,
consequéncia da reduzida presenca de ligacdes de hidrogénio.

Sobre os complexos da variante Il com o PET, as oscilagdes no RMSD depois de
150 ns observadas na DM1 se d&o pela presenca de mais de um poco de energia minima
que se encontram em um intervalo mais amplo no eixo de RMSD do gréfico de FEL.
Como esses pocos estdo bastante proximos e sdo separados por uma barreira de energia
ndo tdo alta, esse cendrio torna a proteina mais suscetivel a mudancas conformacionais e
energéticas. E provavel que, entre os estados acessiveis a 1180A-PET-DM1, o complexo
adotou uma conformacéo desfavoravel ao ligante, dado que este ndo permaneceu no sitio
ativo da proteina, como indicado nos resultados de dnc. Cenério bastante semelhante se
da com a DM2 das 1180A-PET: oscilacbes no RMSD e Rq pela facilidade com que a
proteina pode mudar de estado conformacional e energético (como indicado pelos
resultados de FEL), levando as mesmas consequéncias discutidas na DM1 -
desprendimento do ligante. As variagdes no RMSD na DM3 ndo s6 correspondem aquelas
observadas no Rq como também a forma do po¢o de energia, que permite variacdes
conformacionais sem alterac6es de estado de energia. Contudo, assim como nas DML1 e
DM2, o ligante se desprendeu da proteina muito provavelmente pela variante Il ter
adotado uma conformacéo desfavoravel ao ancoramento.

Com base no que foi apresentado sobre a flutuacdo dos residuos nos resultados de
RMSF, houve uma tendéncia geral de diminuicdo na flexibilidade da proteina nas regides
discutidas devido as mutagdes implementadas na proteina. Os complexos apresentaram
suas regides Il e Il — regido Il abrangendo os residuos 170-190 e regido 111 os residuos
205-220 — com uma tendéncia de reducdo na flexibilidade, acompanhando a tendéncia
geral mencionada anteriormente. Observando mais atentamente a flutuacdo dessas
regides, foi possivel notar que na variante | houve uma tendéncia de diminuicdo na
flexibilidade no entorno do sitio 180 (regido Il), a0 mesmo tempo que houve uma
tendéncia de aumento na flexibilidade nas proximidades da His209 (regido I1). Por outro
lado, na variante 1l notou-se uma tendéncia de aumento na flexibilidade no entorno do
sitio 180 e uma tendéncia de reducédo na flexibilidade nas proximidades da His209. Essa
alteracdo “inversa” sobre a flexibilidade dessas regifes vizinhas no sitio ativo, pode
desequilibrar a flutuacdo media das estruturas na regido, fazendo com que o processo de
ancoramento se torne mais dificil e acarretando ao que foi demonstrado nas figuras de
duc nas diferentes simulacdes apresentadas: ligante posicionado distante da serl132
(nucleofilo), ligante posicionado fora do sitio, caminha pela superficie da proteina ou se
desprendendo ao longo da simulacao
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6.2 Estados de protonacao

Existe uma tendéncia de a His permanecer mono protonada no Estado 2 (E2) — com
H em N. —, uma das trés possibilidades em que possui prétons (Fig. 36). Contudo, em
situacOes em que a His pertence a triade catalitica de enzimas, como nas serina proteases
(sendo a IsPETase um exemplo desse tipo de enzima), ela tem preferéncia pelo Estado
(1) — com H em Ns—, que pode ser entendido como favoravel ao ancoramento de ligantes
na proteina [76,77].

A B C
> 82 yN el €2 N——¢l
02 N51 52 \ NH81
Y Y
BCH2 BCH2
HO HO—cC C|:H NH, HO—C C|3H NH,
| - | -
o] o}

Figura 36: Representacéo dos estados de protonacdo do anel imidazol da Histidina: duplamente protonado (A), mono
protonado em N (B) e mono protonado em Ns (C) — Adaptado de [78].

Considerando o comportamento dos estados de protonacdo da His209
apresentados na secao 5.2.6 (exibidos na Tab. 3, 4 e 5), foi possivel notar sua tendéncia
de permanecer mono protonada no Estado 1 (E1) em todos os complexos analisados —
como era esperado. Contudo, o valor médio de permanéncia em E1 é diferente para cada
um dos complexos, sendo aproximadamente: 91% (proteina nativa), 81% (variante 1) e
71% (variante I1). Como a carga da His em N5 ou N € a mesma, alternar entre esses
estados acarreta em alteracbes geométricas no seu anel imidazol [79]. A essas alteracdes
podem ser atribuidas as mudancas na formacéo de ligacGes de hidrogénio entre a proteina
e o ligante, assim como o comprometimento do ancoramento, como indicado pelos
resultados de dnc.

6.3 Energia livre de ligacao por residuo e distancia nucleofilica

Os resultados dos complexos da proteina nativa com o0 monémero de BHET, como
apresentado na secdo de resultados se mostraram os mais bem sucedidos entre as
simulacgdes conduzidas, o que se evidencia pela presenca do que se convencionou chamar
conjunto A — residuos Tyr59, Serl132, Trpl157, Aspl78, 11e180 e His209. Esse conjunto,
presente nas trés simulacdes realizadas, é bastante importante para o ancoramento do
ligante, como evidenciado pelos seus resultados de dnc, tanto pela regularidade do grafico
quanto pelo valor médio favoravel ao ataque nucleofilico (duc = 4,6 A). Além disso, 0s
dados sobre as ligacdes de hidrogénio destacam a predominancia da interacdo do Asp178
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(evidenciado nas trés simulacdes pela decomposicdo de energia) tanto como receptor
quanto como doador, indicando um papel estabilizador do Asp178 no ancoramento do
ligante — Fig. 37.
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Figura 37: Complexo da proteina nativa com o BHET (DM1). A ampliacéo da regido do sitio ativo mostra o ligante
préximo ao nucleofilo da protéina (distancia média de 4 A da Ser132) e também a uma distancia favoravel a
formacéo de ligagGes de hidrogénio do Asp178.

Para os complexos com o PET (com exce¢do da DM1, onde o ligante se
desprendeu da proteina ao longo da simulacdo, como indicado na Fig. 38), a
predominancia da interagdo com a Alal55 esta de acordo com a distancia proteina-ligante
exibida na Fig. 39 para a DM2, pois dada sua posicéo espacial ela pode afastar o ligante
da Ser132, aumentando a distancia proteina-ligante adequada para o inicio do processo
de degradacdo — o que parece ter sido o caso, dado que seu dnc médio foi de
aproximadamente 7 A. No caso da DM3, o alto valor de energia devido a His209 se coloca
como causa provavel do desprendimento do ligante ap6s os 250 ns de simulacéo.

Figura 38: O ligante se desprendeu durante a simulagdo DM1 do complexo da proteina nativa com o PET.
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AlalSs

Figura 39: A ampliacio do sitio ativo no complexo da proteina nativa com o PET demonstra o ligante deslocado no
sitio ativo, mais préximo da Alal55, como sugerido pelas ligagdes de hidrogénio formadas.

Como foi mencionado na apresentacdo dos resultados, alguns residuos do
conjunto A ndo contribuiram pela decomposicdo de energia. Na DM1 dos complexos da
variante | com o BHET a auséncia do Asp178 pela decomposicao de energia, aliada as
ligagbes de hidrogénio com permanéncia abaixo de 40% da simulacdo, podem ser
considerados como fatores que permitiram a movimentagdo do ligante no sitio ativo da
proteina de modo a realizar um giro (como indicado na Fig. 40), mudando completamente
a sua posicdo de ancoramento, mas mantendo dxc baixo (conforme apontado nos graficos
na se¢do de resultados).
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Figura 40: Sequéncia de imagens demonstrando variagao da posicao do ligante no sitio ativo na DM1 do complexo da
variante | com o BHET. Durante a simulagdo o ligante realizou um giro e acabou se posicionando de maneira
deslocada no sitio ativo. As cores representam a superficie da Ser132 (verde), Asp178 e His209 (roxo), Val180
(laranja), Trp157 (amarelo) e Met133 (vermelho).

Esse cenario dificultou a permanéncia do ligante no sitio ativo da proteina. No
caso da DM2, apesar da interacdo dos residuos Tyr59, Trpl57 com o ligante, houve
ligacBes de hidrogénio principalmente por parte dos residuos Ser160 e Alal55 por cerca
de 20% da simulagdo — Aspl78 formou ligagbes de hidrogénio por apenas
aproximadamente 11% da simulagdo. Como Ser160 e Alal55 estdo deslocados do sitio
ativo, essas interacdes corroboram o que foi apontado nos resultados de dnc, assim como
o deslocamento do ligante indicado na sequéncia de imagens na Figura 41, onde o ligante
se fixa na proteina fora do sitio ativo.

Figura 41: Sequéncia de imagens que demonstra o deslocamento do ligante na DM2 da variante | complexado com o

BHET. O ligante se move e se posiciona no sitio ativo deslocado na dire¢do da Met133 (vermelho). As demais cores

representam a superficie da Ser132 (verde), Asp178 e His209 (roxo), Val180 (laranja), Trp157 (amarelo), Ser160 e
Alal55 (ciano) e Leu89 (cinza).

O cenario da DM3 favoreceu o ancoramento do ligante devido a presenca de todos
os residuos do conjunto L. Contudo, como o0 ancoramento apresentou instabilidade (nos
primeiros 75 ns). Isso pode ser atribuido a energia de ligacdo pelo Aspl78 ter sido
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desfavoravel ao ancoramento (bem diferente daquilo que foi exibido nos complexos da
proteina nativa) e a baixa quantidade de ligacdes de hidrogénio — houve ligacdes
predominantemente pelo Asp178, mas que se formaram por menos de 50% da simulacéo.

Sobre os complexos da variante 1 com o mondmero de PET, as energias dos
residuos nas DM1 e DM2 foram muito pequenas, sendo a causa do desprendimento do
ligante junto com as ligacfes de hidrogénio que se formaram por menos de 2% da
simulacdo. Ao passo que sua DM3, apesar da interacdo dos residuos do conjunto A, suas
energias foram 50% mais baixas e as ligagdes de hidrogénio se formaram 40% menos do
que nos casos em que o ligante permaneceu na proteina — como nos complexos da
proteina nativa com o BHET.

Nos complexos da variante Il com o BHET, além da energia de ligacdo ndo ser o
suficiente (como demonstrado nos resultados), a falta de ligacGes de hidrogénio com
residuos importantes (Asp178 ou His209) sugere que o ligante ndo permaneceu fixo na
proteina na DM1. Na verdade, a constatacdo de ligacdes de hidrogénio que se formaram
menos de 10 vezes durante a simulacdo (bem abaixo de 1% do tempo) com diferentes
residuos ao longo da proteina indica que o ligante se movimentou ao longo de sua
superficie — como exibe a Fig. 42, confirmando o ligante fora do sitio ativo da proteina.

Figura 42: Ligante saiu do sitio ativo e caminhou na superficie da proteina na DM1 da variante Il complexada com
BHET. O foi em direco ao residuo Asp122 (destacado em rosa & esquerda) As demais cores representam a superficie
da Ser132 (verde), Asp178 e His209 (roxo), Alal80 (laranja), Trp157 (amarelo) e Met133 (vermelho).

Apesar de dic médio ter se estabilizado ap6s 100 ns da simulagdo com o ligante
afastado do sitio ativo na DM2, a baixa energia de ligacdo dos poucos residuos
interagindo com o ligante no ancoramento (préximo de -1 kcal/mol), aliada com a
disposicdo espacial desses residuos (Ser65, Ser210 e Asn216), podem ser um indicativo
de um ancoramento instavel que em algum momento adiante se desprenderia da proteina
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ou continuaria a se mover pela sua superficie (Fig. 43) como indicam os dados sobre a
formacdo de ligacdo de hidrogénio, apontando pouquissimas ligacdes se formando ao
longo da simulacdo, com permanéncia abaixo de 15% do tempo da simulacao.

Figura 43: Ligante se movimentou na superficie da proteina e se posicionou fora do seu sitio ativo na DM2 da
variante Il complexada com BHET. As cores representam a superficie da Ser132 (verde), Asp178 e His209 (roxo),
Alal80 (laranja), Trp157 (amarelo) e Met133 (vermelho).

Na DM3, o posicionamento do ligante com duc = 6 A (Fig. 44), apesar da presenca
do conjunto A quase que na sua totalidade (com excegédo da Ser132), pode ser explicada
pela formacdo insuficiente de ligacGes de hidrogénio do Aspl178, que ndo ultrapassou
50% da simulagéo, valor abaixo daquele observado nos complexos da proteina nativa —
casos em gue o ligante se posicionou de forma correta no sitio ativo da proteina.

Figura 44: Sequéncia de imagens que demonstra o deslocamento do ligante na DM3 da variante 11 complexado com o
BHET. O ligante permanece no sitio ativo, mas posicionado no sitio ativo deslocado em relacéo a Ser132 (verde),
com drc médio de 6 A, na diregio da Met133 (vermelho). As demais cores representam a superficie da Ser132
(verde), Asp178 e His209 (roxo), Alal80 (laranja) e Trp157 (amarelo).
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Nos complexos com da variante Il o PET, semelhante ao que foi visto nos
complexos da variante | com o PET, foram as energias pouco favoraveis ao ancoramento
do ligante (que ndo ultrapassaram -1 kcal/mol), aliadas as quase inexistentes ligacGes de
hidrogénio ao longo da simulacdo (que se formaram por menos 1% do tempo), que
levaram ao desprendimento do ligante em todas as trés simulagdes realizadas — como
apontado pelos resultados de dnc.

6.4 Energia livre de Gibbs

Com o que foi apresentado na secdo 5.3.4, observar os valores médios da energia
livre de Gibbs fornece informacGes adicionais sobre as simulacdes. O valor médio de
AGcomplexo para cada conjunto de triplicata foi de: -4934,65 kcal/mol (complexo da
proteina nativa), -4944,63 kcal/mol (complexo da variante 1) e -4931,72 kcal/mol
(complexo da variante Il). Com isso, tomando como referéncia o complexo da proteina
nativa, a variagdo entre os valores médios de AGcomplexo ficou abaixo de 1%. Isso indica
que do ponto de vista de energia 0os complexos (proteina nativa, variante | e variante 1)
se mantiveram estaveis.

Ao se fazer a média de AAG (energia livre de Gibbs devido a ligacéo) para cada
uma das triplicatas tem-se: -26,60 kcal/mol (complexo da proteina nativa), -20,74
kcal/mol (complexo da variante 1) e -20,69 kcal/mol (complexo da variante Il). A
comparacdo entre esses valores, tendo como referéncia o complexo da proteina nativa,
indica que AAG sofreu uma reducdo de aproximadamente 22% nos sistemas mutados.
Nesse caso, diferente do que foi observado em AGcomplexo Médio, 0 comportamento de
AAG médio indica que as mutacOes desfavoreceram a formagéo do complexo.

83



7 Conclusao

Com o objetivo de estudar os efeitos de mutagfes residuais no sitio ativo da
ISPETase e como essas mutagdes interferem nas interacGes da proteina com ligantes,
foram geradas duas variantes da ISPETase: a variante |, com a mutacdo que substituiu sua
11e180 por uma Val, e a variante I, com a mutacdo que substituiu a sua 11e180 por uma
Alanina. O método empregado foi bem sucedido em gerar as proteinas mutadas que, junto
com a proteina nativa, foram os trés modelos de proteina usados para a condugdo dos
estudos. A técnica de docking foi efetiva ao fornecer aproximadamente 2700 modelos de
conformacao de ligante (BHET e PET) para cada modelo de proteina, dos quais o modelo
que apresentou o parametro sy com menor valor foi utilizado para a geragdo do complexo
— seis complexos ao todo, com cada modelo de protéina complexada com BHET e PET.
Os sistemas entdo passaram pela simulagdo por Dinamica Molecuar e os dados gerados
foram analisados.

No estudo dos efeitos estruturais das mutacdes, a comparacao dos resultados da
proteina nativa com as variantes indicou uma tendéncia de aumento nas variacdes
estruturais e conformacionais. Além disso, houve mudancas consideraveis no que diz
respeito aos estados de energia acessiveis as proteinas, estados que ndo sao
necessariamente favoraveis ao ancoramento do ligante — como em alguns casos em gue 0
mapa de energia livre apresentou algumas regides metaestaveis inexistentes na proteina
nativa ou mesmo na proteina isolada. Ficou demonstrado a diminuicdo da formacéo de
ligacGes de hidrogénio (assim como sua permanéncia e frequéncia) ao longo da simulacao
qguando se observou as variantes — sistemas mais propensos ao ligante se deslocar pela
superficie da proteina. Além disso, os resultados sobre as ligaces de hidrogénio estdo de
acordo com os resultados de decomposicdo de energia livre de ligacdo por residuo. Essa
decomposicdo de energia também indica um comprometimento da interacdo proteina-
ligante devido as mutacdes, com diminuicdo na intensidade da interacdo dos residuos com
o ligante, reducéo da quantidade de residuos interagindo com o ligante, varios residuos
fora do sitio ativo interagindo com o ligante, confirmando a movimentag&o do ligante na
superficie da proteina. A reducdo da permanéncia da His209 no estado mono protonada
em N; foi outro fator que acompanhou a reducdo na formacéo de ligacGes de hidrogénio
nos complexos, dado que as mudancas geométricas devido a alternéncia entre N5 e N
interferem no posicionamento do ligante no sitio ativo, o que também influencia nos
residuos que interagem com o ligante.

Os valores médios da distancia proteina ligante (dnc definido na secdo 2.3)
também confirmam a mudanga na interacdo proteina ligante, conforme demonstram
mudancas de posicdo do ligante dentro do sitio ativo, sua movimentacdo ao longo da
superficie (como apontado por outros resultados) e eventualmente seu desprendimento da
proteina. Apesar de ser comum o desprendimento do ligante como parte do ciclo de
degradacéo, para o caso em questéo, esse ciclo néo foi representado por completo, apenas
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as etapas de formacéo do complexo e de sua manutencao — parte do objeto de estudo deste
trabalho.

A reducdo de aproximadamente 22% na energia livre de ligacdo dos sistemas
estudados, também evidencia o desfavorecimento causado pelas mutagdes na formacgéo
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 diminuigdo do desempenho da atividade
enzimaética da ISPETase pelas mesmas mutacdes estudadas aqui —, este trabalho evidencia
0 comprometimento do processo de degradacgdo da proteina a partir de um ponto de vista
tedrico sobre processo de formacdo do complexo proteina-ligante.

A partir do que foi apresentado aqui para contribuir com o estudo da PETase da
Ideonela sakaiensis e sua eventual aplicacdo na biodegradagdo do PET, pode-se propor
estudos mais aprofundados sobre o processo de formacdo do complexo, implementando
a técnica de Quantum mechanics/Molecular Mechanics (QM/MM) para considerar
efeitos quanticos no processo, a implementacdo das mutacdes em outros residuos do sitio
ativo para avaliar seus efeitos sobre o processo de ancoramento, ou propor mutagoes sobre
a 11e180 que possam favorecer a formacdo do complexo.
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9 Apéndices

Apéndice A — Sobre a estrutura geral das proteinas

As proteinas sdo constituidas por aminoacidos, dos quais 0s 20 mais comuns sao
a-aminoacidos, ou seja, possuem um grupo carbonila (—COOH) e um grupo amina
(—NH7) ligados a0 mesmo atomo de carbono — carbono-a (C,). Na Fig. 45 apresenta-se
um modelo da estrutura geral de um a-aminodcido [55].

COO"
H,N—C—H
R

Figura 45: Modelo 2D da estrutura basica de um a-aminodcido [55].

Quando constituintes de uma proteina, os aminoacidos se unem por ligacdes
peptidicas e passam a ser chamados de residuos de aminoacidos ou simplesmente
residuos, podendo variar numericamente de pouco menos de 100 até mais de 2000
residuos. As diferencas nas proteinas sdo determinadas a partir de seus residuos e como
eles se organizam. Essa organizacdo pode se apresentar em uma ou varias cadeias
peptidicas que se enovelam em estruturas tridimensionais especificas determinadas pela
sua sequéncia de residuos [31,80,81].

As possiveis estruturas podem ser definidas da seguinte maneira: primaria,
secundaria, terciaria e quaternaria — Fig. 46. A estrutura primaria é o nivel mais basico de
organizacdo, sendo ela a ordem linear em que os residuos se apresentam na cadeia
principal. A estrutura secundaria consiste nas possiveis formas adquiridas por essas
sequéncias de residuos — sustentadas por ligagdes de hidrogénio —, onde as principais
formas sdo hélices-o e fitas-p, das quais um conjunto de fitas-B (paralelas e/ou
antiparalelas) forma uma estrutura conhecida como folha-p. Quando residuos na estrutura
primaria podem interagir uns com 0s outros para formar as estruturas secundarias,
possibilitando que residuos distantes interajam, isso acaba mudando a forma geral da
proteina, de modo que o enovelamento a que se chega € a estrutura terciaria. Com isso, a
estabilidade termodinamica é alcangada com os residuos hidrofilicos se posicionando na
superficie da proteina e aqueles hidrofébicos em seu interior. Por Gltimo, os complexos
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formados por multiplas cadeias de polipeptidios ddo origem a estrutura quaternéria, ou
seja, € o arranjo tridimensional de dois ou mais polipeptidios em uma proteina [82].

. 7 cadeia lateral B

backbone —»y ., (\ 5

W hélice-a
W

Figura 46: Hierarquia estrutural das proteinas — estrutura primaria (A), estrutura secundaria (B), estrutura terciaria (C)
e estrutura quaternéria (D). Adaptado de [83].

A forma natural com que uma proteina se enovela (seguindo a hierarquia
apresentada anteriormente) é conhecida como sua conformacéo nativa. Essa estrutura é
estabilizada por multiplas intera¢fes fracas — como intera¢fes hidrofébicas, ligagdes de
hidrogénio e interagdes covalentes — e muitas vezes € adotada sem assisténcia nenhuma,
apenas através das propriedades quimicas de seus residuos [55,84]. A estrutura
tridimensional da proteina é fundamental na definicdo de sua funcdo, bastante dependente
de sua flexibilidade [30,85].

Apéndice B — Descricéo dos scripts em Python

Nos processos anteriores a simulacdo (minimizacao, aquecimento e equilibracao)
e para a propria simulacéo (producéo) foi utilizado o ASM.py para conduzir 0S processos.
O AMBER Simulation Manager (ASM) automatiza a preparacdo e a realizacdo da
simulacdo via DM com o pacote Amber/AmberTools. Com uma Unica linha de comando
é possivel definir as condigdes e parametros da simulacéo (definidos na sec¢do 4.4). Essas
informacdes sdo armazenadas nos respectivos arquivos de entrada (min.in, annealing.in,
equlibration.in e production.in) e com a adicéo da flag -prepstop a linha de comando, o
sistema (proteina isolada ou complexada) € construido e o processo € interrompido antes
do inicio da minimizacédo. Essa parada permite a edicdo manual (caso necessario) de cada
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um dos arquivos antes da retomada do processo — 0 que pode ser feito prontamente com
um comando bash.

Parte dessa linha de comando ¢ dedicada a implementar as mutac6es que se deseja.
A flag -mut serve para informar o residuo padrdo a ser substituido seguido do novo
residuo, como por exemplo: -mut SER_160 MET, caso em que se substitui a Serina na
posicdo 160 por uma Metionina. Na secdo 4.2, onde foram apresentadas as mutacdes
implementadas neste trabalho, foram utilizadas as seguintes flags: -mut ILE_208 VAL,
substituindo a Isoleucina na posi¢do 180 por uma Valina, para gerar a variante | e -mut
ILE_208_ALA, substituindo a Isoleucina na posic¢do 180 por uma Alanina, para gerar a
variante Il. Vale lembrar que o pdb4amber corrige a contagem dos residuos da proteina,
por isso 0 comando utiliza a numeragdo 208 para alterar o residuo 180. Quanto a anélise
de dados os seguintes scripts foram empregados (todos baseados em comandos presentes
no proprio cpptraj):

1) Analysis_plot.py: Com os arquivos gerados pelo cpptraj esse script padroniza a
apresentacdo grafica dos dados. As andlises produzidas sdo: RMSD, RMSF, Rg,
prot_state (organizando a distribuicdo dos estados de protonacao) e dist. (a variacdo da
distancia nucleofilica ao longo da simulacgao). O script possibilita a geracdo de multiplos
graficos (seja em coluna ou todos juntos) e ainda permite a escolha do tamanho da fonte,
idioma, conversdo 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 informagdes organizadas sobre a distribuigdo dos
estados de protonacdo dos residuos — residuos titulaveis selecionados previamente a DM.

3) Multidock _Vna.py: Semelhante ao ASM.py, gerencia o uso do AutoDock Vina na
geracdo de diversas conformacBes do ligante com base nas configuracGes definidas
previamente ao processo como area de busca, nimero de execucdes da rotina etc.

4) AvR_Docking.py: Baseado nos diversos modelos conformacionais do ligante gerados
com o Multidock_Vna.py, esse script gera um grafico da “afinidade de energia Vs
distancia” — no caso a distancia nucleofilica definida na secdo 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 informagdes em um arquivo de texto.

5) decode_mmpbsa.py: Em posse dos arquivos gerados com o MMPBSA (Apéndice C),
esse script gera os graficos da decomposicdo de energia de ligacdo (por residuo). E
possivel gerar os graficos separadamente ou em colunas, escolher a quantidade de
residuos destacados no grafico, definir a numeracéo dos residuos (baseado na numeracao
do PDB ou na correcdo do pdb4amber), entre outros.
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Apéndice C — Decomposicao de energia com MMPBSA

Para a obtencdo das energias de ligagdo foi utilizado o script em Python
MMPBSA.py. E uma técnica de pds-processamento para calcular a variagio de energia
livre entre dois estados. Geralmente emprega uma aproximacdo onde o espaco de
configuracBes explorado é bastante similar tanto para o estado isolado quanto para o
complexado. Nesse método, o solvente explicito e os ions sdo removidos da trajetdria
para acelerar a convergéncia, evitando que termos de interagdes solvente-solvente
prevalecam.

Em uma simulacdo realizada com solvente explicito (como definida na secéo 4.4),
0 MMPBSA requer um arquivo de topologia do complexo solvatado, do complexo sem
solvente e dos arquivos de topologia individuais da proteina e do ligante (4 arquivos no
total). A ferramenta ante-MMPBSA (outro script em Python) permite a geracao desses
arquivos de topologia — Fig. 47. Em posse desses arquivos, o script para dar inicio ao
processo é gerado. Esse arquivo de entrada foi desenvolvido para ser o mais familiar
possivel a outros programas do AMBER. Entre os nomes permitidos nos cabecalhos dos
arquivos de entrada (&general, &gb, &pb, e &decomp, para citar alguns), foi escolhido
0 &general para elaborar o script utilizado neste trabalho e &gb para que os calculos
fossem feitos com base no modelo Generalizado de Born (GB) - consultar manual do
AMBER 18 para maiores detalhes [41].

Input file for running GB

&general

use_sander=1

strip_mask=:WAT:Na+:Cl-,

startframe=1, endframe=1000, interval=2, verbose=2,
entropy=0, keep_files=0, ligand_mask=":266", receptor_mask=":1-265",
debug_printlevel=5,
/

&gb

igh=8, saltcon=0.1

/

&decomp

idecomp=1, dec_verbose=1,

/

Figura 47: Representacdo do script para a geracdo dos arquivos base para a obtencéo dos dados sobre a decomposicéo
de energia.
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O script foi feito considerando uma andlise sobre parte dos frames da trajetdria
(startframe=701, endframe=1000) e desconsiderando 1 frame a cada 2 (interval=2), como
0 intuito de agilizar o processo sem grandes perdas de informacéo. Foram definidos os
arquivos de topologia do ligante (ligand_mask=266) e da proteina (receptor_mask=1-
265). Também foi indicada a remocdo das moléculas de agua e dos ions
(strip_mask=:WAT:Na+:Cl-) na etapa de geracdo do arquivo de topologia do complexo
— tudo isso sem levar em conta qualquer termo relacionado a entropia (entropy=0). Foi
utilizado o método generalizado de Born (igh=8) — para mais detalhes consultar o manual
do AMBER18 [41] — e concentracdo molar de sal predefinida (saltcon=0.1). O esquema
de decomposicdo de energia escolhido foi por residuo, onde os termos 1-4 (referentes a
atomos separados por trés ligacOes covalentes consecutivas) foram adiocionados aos
termos de energia potencial interna (idecomp=1). O parametro dec_verbose=1 permitiu o
registro de informacdes relacionadas a variacdo de energia total, cadeia lateral e cadeia
principal. Com os arquivos gerados, o célculo da decomposicdo de energia pode ser
iniciado — neste trabalho foi empregado a versao MPI.

Apéndice D — Conversao de arquivos para producéo dos mapas
de energia livre no PyMOL

Como descrito na se¢do 4.6 da metodologia, para a geracao dos graficos de energia
livre (FEL) arquivos do formato AMBER foram convertidos para formato GROMACS
por questdes de compatibilidade com o Geo-Measures, plugin do PyMOL. O processo de
conversdo foi realizado com o auxilio de dois scripts em Python: o convert.py e
mdconverter (parte do MDTraj). O primeiro script usa o ParmEd para realizar a converséo
(por isso nomeado dessa forma) dos arquivos .prmtop e .rst7 para o formato .top e .gro,
respectivamente — Fig. 48.

import parmed as pmd
amber = pmd.load_file('.prmtop’,'.rst7'")
amber.save('.top')

amber.save('.gro')

Figura 48: Modelo de script para conversdo de arquivos de topologia e coordenadas.

Para a conversdo do arquivo de trajetoria foi usado o mdconverter, ferramenta que
acompanha o pacote MDTraj [72]. Esse script realiza a conversdo com 0 seguinte
comando: mdconvert -0 .xtc -c nframes .ntc, em que “-o .xtc” é o arquivo de saida
(convertido no formato do GROMACS), “-c nframes” indica a quantidade de frames que
se deseja converter (para este trabalho nframes=1000, ou seja, a trajetoria inteira) e “.ntc”
representa o arquivo de trajetéria do AMBER que sera convertido.
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